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RESUMO

O céancer de ovario apresenta a maior taxa de mortalidade entre os tumores ginecolégicos. O
tratamento quimioterapico a base de platina e taxanos é a primeira linha de tratamento
oferecido as pacientes, mas apesar da resposta inicial, 60-80% apresentardo recidiva da
doenga associada a quimiorresisténcia. O ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de
necrose tumoral (TRAIL) e seus receptores (TRAIL-R) tém sido alvo de estudos desde a
descoberta de que esta proteina induz a morte em células tumorais, mas ndo em células
normais. Elucidar o mecanismo pelo qual TRAIL atua nos diferentes tipos tumorais pode
direcionar o seu uso corretamente na pratica clinica. Sendo assim, este trabalho tem como
objetivo avaliar a participacdo de alvos relacionados ao sistema TRAIL/TRAIL-R na
quimiorresisténcia na linhagem celular de tumor de ovario SKOV-3. A caracterizacao celular
da linhagem SKOV-3 para os receptores TRAIL-R2 e TRAIL-R3 foi realizada através de
citometria de fluxo e imunofluorescéncia. Os resultados mostraram que estes receptores nao
se encontram dispostos na membrana celular ou no interior das células. Ja no nivel de
transcritos, foi possivel detectar a presenca de mRNA para ambos os alvos, podendo-se inferir
que uma regulacdo poés-transcricional destes receptores esta ocorrendo nessa linhagem
celular. Nos ensaios de viabilidade celular realizados pelo método MTT foram determinadas
as concentragbes de 0,015mg/mL de cisplatina, 100ng/mL de rhTRAIL e
0,025mg/mL;100ng/mL de cisplatina e rhTRAIL em combinagao para tratar as células e
realizar a extracdo de RNA. A avaliagdo do perfil de expressao dos genes TRAIL-R1, TRAIL-
R2, TRAIL-R3, TRAIL-R4, RIPK1, MLKL, NFKB1, RELA, TP53, CASP8 e CFLAR foi avaliada
por RT-gPCR. Nos trés tratamentos foi observado um perfil de expressao diferencial. No
tratamento com cisplatina foi observado um aumento na expressao de TP53. No tratamento
com rhTRAIL, houve aumento de NFKB1 e RELA, indicativos de que a via de NF-kB pode ter
sido iniciada. Ja no tratamento com a combinag¢ao das drogas cisplatina e rhTRAIL o maior
aumento na expressao foram dos alvos RIPK1 e MLKL, indicando que o mecanismo de
necroptose pode ter sido desencadeado frente ao tratamento. Estes resultados mostram
como o tratamento quimioterapico nem sempre culmina somente em apoptose, mas também

regula transcricionalmente vias de sobrevivéncia e morte inflamatoria.

Palavras-chave: cancer de ovario, Cisplatina, TRAIL, quimiorresisténcia



ABSTRACT

Ovarian cancer presents the highest rate of mortality among gynecological tumors.
Chemotherapy based on platin and taxane compounds is the first line of treatment available
for patients, therefore the initial response, about 60-80% will present relapse of the disease-
associated to chemoresistance. TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) and its
receptors (TRAIL-R) have become a target for cancer therapy since the discovery that this
protein can induce death in tumoral cells and spare normal cell. Draw the mechanisms by
which TRAIL acts in different tumoral types can orientate its right use in clinical practice. Thus,
this work aims to evaluate the participation of targets related to the TRAIL/TRAIL-R system
and chemoresistance in the ovarian cancer cell line SKOV-3. Characterization of the SKOV-3
cell line regarding TRAIL-R2 and TRAIL-R3 receptors was accomplished by flow cytometry
and immunofluorescence. The results showed that these receptors were not present in the
surface of the cell membrane, cytoplasm, or nucleus. At the transcriptional level, both mRNAs
of TRAIL-R2 and TRAIL-R3 were detected, and by that, it can be assumed that post-
transcriptional regulation of these receptors is happening in this cell line. Viability assays were
performed by MTT and the concentrations found to cisplatin were 0.015mg/mL, 100ng/mL for
rhTRAIL, and 0.025mg/mL;100ng/mL for cisplatin and rhTRAIL combinations to treat cells and
perform the RNA extraction. Evaluation of gene expression profile of TRAIL-R1, TRAIL-R2,
TRAIL-R3, TRAIL-R4, RIPK1, MLKL, NFKB1, RELA, TP53, CASP8 and CFLAR was
performed by RT-gPCR. Three differential responses in the profile of gene expression were
observed. Cisplatin's treatment up-regulated the expression of TP53. rhTRAIL's treatment up-
regulated NFKB1 and RELA gene expression, suggesting that the NF-kB pathway may have
initiated. Already in the combination of both drugs, RIPK1 and MLKL were up-regulated,
indicating that death by necroptosis may have activated. These results demonstrate that
chemotherapy treatment not always reaches apoptosis but also transcriptionally regulates

survival pathways and inflammatory death.

Keywords: ovarian cancer, Cisplatin, TRAIL, chemoresistance
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1. INTRODUGAO

Céancer € o nome dado a um grupo de doengas que se caracterizam pelo crescimento
desordenado de células anormais devido ao desequilibrio entre proliferacido e morte celular,

adquirindo a capacidade de invadir outros tecidos e 6rgaos (LETAI, 2017; INCA, 2019).

A incidéncia e mortalidade por cancer vém crescendo rapidamente no mundo todo, diversas
sao as razbes, mas esse aumento reflete principalmente o envelhecimento e crescimento
populacional, bem como as mudangas na prevaléncia e fatores de risco, os quais estao
associados ao desenvolvimento socioeconémico (BRAY et al., 2018). No ano de 2018, houve
18.1 milhdes de novos casos de cancer em todo mundo e 9.6 milhdes de morte, tornando esta

doenca a segunda maior causa de morte no mundo (GLOBOCAN, 2018).

Mundialmente, 295 mil novos casos de cancer de ovario (CO) foram diagnosticados no ano
de 2018, e 189 mil mortes foram registradas. Apesar da baixa incidéncia quando comparado
ao cancer de mama (2.1 milhdes), esta doenca apresenta pior prognoéstico e maior taxa de
mortalidade (MOMENIMOVAHED et al., 2019). No Brasil, 0 nUmero de novos casos para o
ano de 2020 é de 6.650 (INCA, 2020).

A letalidade desse tumor se deve principalmente ao fato de que mais de 75% das mulheres
afetadas sao diagnosticadas em estagios avangados, pois a doengca em estagio inicial é
assintomatica, e em estagio tardio apresenta sintomas inespecificos (DOUBENI; DOUBENI;
MYERS, 2016).

O estadiamento da doenca é feito de acordo com as recomendacdes da Federagao
Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) e leva em consideracao trés fatores: a
extensao (tamanho) do tumor, a propagacao para os linfonodos e propagagcao (metastase)
para fluidos ou outros érgaos (JAVADI et al., 2016; PRAT et al., 2015).

O CO pode se originar de trés tipos celulares diferentes: células epiteliais, germinativas e do
estroma, sendo que o cancer epitelial de ovario (EOC) corresponde a 95% dos casos.
Histologicamente, o EOC é classificado em cinco subtipos: seroso de alto grau, seroso de
baixo grau, células claras, endometridide e mucinoso. Todos esses subtipos exibem diferentes
padrboes de apresentacdo, resposta clinica e terapéutica, baseados na biologia tumoral
intrinseca (DEVOUASSOUX-SHISHEBORAN; GENESTIE, 2015; LHEUREUX;
BRAUNSTEIN; OZA, 2019).
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Apenas 11-15% dos tumores de ovario sdo de origem hereditaria. Quando se leva em
consideracao a contribuicdo genética na carcinogénese, uma distingao importante € se uma
mutacao é germinativa ou somatica. As mutacdes germinativas sao herdadas e se encontram
presentes em todas as células, ja as mutacdes somaticas sdo adquiridas durante a
tumorigénese e se encontram apenas nas células tumorais (FREY; POTHURI, 2017). Os
genes BRCA1 (BRCA1 DNA Repair Associated) e BRCA2 (BRCAZ2 DNA Repair Associated)
s&o os mais conhecidos e descritos ligados a susceptibilidade do CO. Estes genes codificam
proteinas envolvidas no sistema de reparo por recombinagdo homéloga em quebras de fita
dupla do DNA (PALMIROTTA et al., 2017).

Estudos tém demonstrado que o CO € uma doenga extremamente heterogénea composta por
um grupo diversificado de tumores que podem ser classificados com base nas suas
caracteristicas morfolégicas, genéticas e moleculares. Esta heterogeneidade reflete no

comportamento clinico-patoldgico dos tumores (ROJAS et al., 2016).

Com base nessas caracteristicas, KURMAN e SHIH (2010) propuseram pela primeira vez a
classificagdo dos tumores epiteliais de ovario em dois grupos: o grupo dos tumores Tipo | sdo
compostos por tumores de células claras, mucinosos, endometridides de baixo grau, serosos
de baixo grau e transicionais (Brenner). Sao clinicamente indolentes, de crescimento lento, se
encontram confinados aos ovarios no diagndstico, sao relativamente estaveis geneticamente
e sem mutagdes em TP53. Ja o grupo dos tumores do Tipo Il (carcinoma seroso de alto grau
e carcinomas indiferenciados) sao altamente agressivos de desenvolvimento rapido, sendo a
maioria diagnosticado em estagios avangados, conferindo um pior prognéstico. Apresentam
mutagdes em TP53 em mais de 80% dos casos (KOSHIYAMA; MATSUMURA; KONISHI,
2017). Os tumores do Tipo | representam 25% da incidéncia do CEO e sao responsaveis por
10% das mortes, ja os tumores do Tipo Il representam 75% da incidéncia e 90% das mortes
(KURMAN; SHIH, 2011)

O tratamento disponivel para as pacientes € a realizagdo da cirurgia para ressecgao tumoral
completa e quimioterapia (adjuvante ou neoadjuvante) padrao com os compostos a base de

platina (cisplatina ou carboplatina) e taxano (paclitaxel) (Ministério da Saude, 2019).

Molecularmente, 0 mecanismo de ag¢ao da platina tem como alvo o DNA, ligando-se a um dos
atomos de nitrogénio das bases de guanina ou adenina. A ligagao da platina ao DNA distorce
sua estrutura e interfere nos processos de replicagao e transcrigédo, levando a célula a morte.
Além disso, a cisplatina também interage com a mitocondria levando ao aumento na producgao

de espécies reativas de oxigénio (ROS), destroi os lisossomos levando a liberagao das
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proteases lisossomais e degrada o reticulo endoplasmatico, o qual resulta na desregulagao
do estoque de calcio e dobramento de proteinas (MAKOVEC, 2019; SHALOAM,;
TCHOUNWOU, 2014). Apesar de sua efetividade, este quimioterapico apresenta varios
efeitos colaterais nas pacientes e mecanismos de resisténcia sao desenvolvidos pelas células
(MARTINHO et al., 2019).

Ja o composto taxano apresenta um mecanismo de agao que difere da maioria dos agentes
citotoxicos, pois ndo interage diretamente com componentes nucleares (DNA e RNA), atuando
assim nos microtubulos durante a fase mitdtica do ciclo celular (WEAVER, 2014). Em
eucariotos, os microtubulos estdo envolvidos em uma diversificada gama de fungbes
celulares, incluindo a mitose e meiose, motilidade, manutencéo da forma da célula e trafego

intracelular de macromoléculas e organelas (BROUHARD; RICE, 2018).

Apesar da resposta inicial ao tratamento quimioterapico, aproximadamente 60-80% das
pacientes eventualmente apresentarao recidiva associada a quimiorresisténcia (GIORNELLI,
2016; LUVERO et al., 2019; STORDAL et al., 2012). No geral, a sobrevida das pacientes
diagnosticadas em estagios avangados de CO se mantém baixa, particularmente se o tumor
for platino/taxano resistente (VAN ZYL; TANG; BOWDEN, 2018).

Um tumor platino resistente é definido pela progressao tumoral durante o tratamento inicial
com quimioterapicos compostos a base de platina ou reincidéncia da doenca no prazo de seis
meses (DAVIS; TINKER; FRIEDLANDER, 2014). Tumores e metastases podem adquirir

resisténcia ao longo do tempo por varios mecanismos (SOLOMON et al., 2008).

Pacientes com tumores de ovario sensiveis a platina tém uma sobrevida média de dois anos,
com um intervalo de trés meses a mais de dez anos. Ja nos tumores resistentes a platina, a
sobrevida média é de 9 a 12 meses, e menos de 15% das pacientes respondem a
quimioterapia subsequente, sendo que quase todas as pacientes com carcinoma seroso de
alto grau que desenvolvem quimiorresisténcia a platina sucumbem a doencga (DAVIS;
TINKER; FRIEDLANDER, 2014).

O mecanismo de resisténcia a cisplatina desenvolvido pelas células tumorais sdo multiplos e
complexos. Contudo, mecanismos envolvidos no reparo do DNA tém sido atribuidos como o
maior fator da resisténcia. Outros fatores se devem a absorcao reduzida da cisplatina pelas
células, ou aumento do efluxo (DAMIA; BROGGINI, 2019; DAVIS; TINKER; FRIEDLANDER,
2014).
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Os mecanismos de resisténcia ao paclitaxel também sao complexos, multifatoriais e nao séao
totalmente compreendidos. O mecanismo mais comum é o efluxo da droga através das
proteinas transportadoras ABC (ATP-binding cassette) tal como a glicoproteina-P. Outros
fatores se devem a hipdxia crénica no microambiente do tumor devido ao fluxo sanguineo
irregular, que cria um estado hipoxico e acido, reduzindo a quimiossensibilidade, assim como
mutagdes no gene da 3-tubulina (KAMPAN et al., 2015).

Contudo, apesar das evidéncias da consideravel heterogeneidade do perfil molecular e
fenotipo histologico, a maioria dos casos de CO é tratada indiscriminadamente (KHAIDER et
al., 2012).

A heterogeneidade das células tumorais leva a variagdes moleculares nas vias de sinalizacao,
como ativacdo de oncogenes, inativagdo de genes supressores de tumor e mutagdes

genéticas que garantem a sobrevivéncia celular (POKHRIYAL et al., 2019).

Apesar do CO apresentar uma baixa prevaléncia, sua taxa de mortalidade é trés vezes maior
do que o cancer de mama. Além disso, o diagnéstico tardio faz com que os tratamentos
disponiveis ndo sejam tao efetivos, assim, a necessidade de novas drogas mais efetivas a fim
de melhorar o prognostico e taxa de sobrevida das pacientes € de extrema importancia
(CHAMANI et al., 2020; VERGOTE, 2014)

O ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral (TRAIL) foi
caracterizado e descrito em 1995 por Wiley e colaboradores (WILEY et al., 1995). TRAIL é
uma proteina transmembranar do tipo Il (por¢ao N-terminal intracelular e porgdo carboxi-
terminal extracelular) codificada pelo gene TNFSF10 localizado no cromossomo humano trés
na posicado 3g26. Esta proteina consiste em 281 aminoacidos e em sua forma madura
apresenta peso molecular de 41kDa, possuindo um sitio de clivagem no dominio extracelular
o qual libera um fragmento soluvel de 24kDa (WANG, Q. et al., 2000).

TRAIL tem a capacidade de induzir a apoptose em células tumorais, mas ndo em células
normais, tornando esta proteina um promissor agente antitumoral seletivo. Testes clinicos de
fase I/ll foram feitos, entretanto, foi observado uma atividade anti-tumoral limitada e muitos
tumores primarios apresentavam resisténcia a monoterapia com TRAIL humano recombinante
soluvel e também aos anticorpos agonistas de TRAIL (VON KARSTEDT; MONTINARO;
WALCZAK, 2017; YUAN, Z. Q. et al., 2015)
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TRAIL é expresso por uma variedade de células do sistema imune inato e adaptativo e essa
expressao € dependente de estimulo. Em mondcitos e macrofagos, o aumento da expressao
de TRAIL se da apés o estimulo com lipopolissacarideos (LPS) e interferon-g (IFN-B). Ja o
interferon-y (IFN-y) é capaz de aumentar a expressao de TRAIL em células dendriticas,
células natural killer (NK) e também em mondcitos (FALSCHLEHNER; SCHAEFER;
WALCZAK, 2009). Assim, observa-se que TRAIL tem um papel importante em suprimir o
crescimento de células tumorais através de células NK dependente de IFN-y. Foi demonstrado
que mulheres em periodo de amamentacao produzem altos niveis de TRAIL em seu leite, o

qual contribui para efeitos anticancer em bebés (ZAULI et al., 2013).

TRAIL pode se ligar a quatro receptores dispostos na membrana celular e que se dividem em
duas subclasses: o0s receptores que apresentam um dominio de morte citoplasmatico
completo e sdo capazes de ativar apoptose (TRAIL-R1/DR4 e TRAIL-R2/DR5), e os
receptores que apresentam um dominio intracitoplasmatico inexistente ou truncado (TRAIL-
R3/DcR1 e TRAIL-R4/DcR2).

Apesar da expressdo do RNA mensageiro (MRNA) desses receptores ser detectado em
ambos tecidos normais e malignos, as células normais parecem ser menos responsivas a
TRAIL pelo fato de expressarem em maior abundancia os receptores TRAIL-R3 e TRAIL-R4
em comparagao as células tumorais (ZHANG, X. D. et al., 2000). Os receptores TRAIL sao
transcricionalmente regulados pela proteina tumoral p53, e agentes quimioterapicos
potencializam a morte celular em células wild-type p53, devido ao aumento da expresséo de
TRAIL-R1/R2 na superficie da membrana plasmatica (WILLMS et al., 2019).

TRAIL forma um homotrimero que se liga a trés receptores que também sofrem trimerizagao,
o hexdmero formado pela proteina e seus receptores é estabilizado pela ligacdo de um ion de
Zn?* conferindo a bioatividade dessa proteina. A ligagdo de um homotrimero de TRAIL a um
trimero de receptores induz uma mudanga conformacional na superficie da célula, levando
também a um rearranjo espacial dos dominios de morte intracelulares, levando ao
recrutamento de proteinas adaptadoras. Acontece entdo o recrutamento de FADD e pro-
caspase 8, formando DISC (complexo de sinalizagao indutor de apoptose), que ira culminar
na clivagem e ativagdo da pro-caspase 8 em caspase-8, levando a execugao da cascata
apoptética (NAVAL et al., 2019).

O receptor TRAIL-R3 nao apresenta dominio intracitoplasmatico, e o receptor TRAIL-R4
apresenta um dominio intracitoplasmatico truncado, que n&o ativa apoptose, mas em

contrapartida ativa vias de sobrevivéncia como NF-kB e/ou morte inflamatdria por necroptose.
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Além de sinalizar apoptose apés a ligacao de TRAIL, os receptores TRAIL-R1 e TRAIL-R2
também sdo capazes de induzir a ativagdo de NF-kB, familia de fatores de transcricao
composta por cinco proteinas (DEY; TERGAONKAR; LANE, 2008; FALSCHLEHNER et al.,
2007).

O NF-kB é descrito como um regulador de fatores de transcricado, composto por homo ou
heterodimeros a partir de um conjunto de cinco proteinas: NF-kB1(p50), NF-kB2 (p52), RelA
(p65), RelB, e c-Rel (Rel) (GHOSH; DASS, 2016). Estas podem produzir mais de 15
complexos distintos ativos, entre os quais o heterodimero p50/p65 é o mais abundante e esta
presente em quase todas as células (OECKINGHAUS; GHOSH, 2009).

A ativacdo de NF-kB mediada por TRAIL se da através do recrutamento da proteina RIPK1
ao dominio intracitoplasmatico dos TRAIL-R. Esta proteina ativa o complexo de quinases |kB
(IKK), levando a fosforilagdo da proteina inibidora de NF-kB (IkB) e sua degradacdo. Em
células nao estimuladas, NF-kB é isolado no citoplasma, ligado a sua proteina regulatéria IkB.
A degradacdo dessa proteina leva a dissociagdo do complexo NF-kB:IkB e,
consequentemente sua translocagéo para o nucleo (GODWIN et al., 2013; WEINLICH;
GREEN, 2014). Os fatores de transcricdo de NF-kB regulam genes anti-apoptéticos como
BCL-2 (B-cell lymphoma 2) genes mitogénicos como c¢c-MYC (MYC Proto-Oncogene) e
CCND1 (Cyclin D1), além de promover a produgdo de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento que constituem o microambiente tumoral (GIULIANI; BUCCI; NAPOLITANO,
2018). Sendo assim, a ativagao constitutiva dos fatores de transcrigcdo da via NF-kB tém sido

associada a varios aspectos da progressao tumoral (PARK; HONG, 2016).

Como ja descritos anteriormente, os receptores de morte TRAIL-R1/R2 sdo capazes de
sinalizar apoptose, mas também sinalizam outro tipo de morte celular: a necroptose (NAOUM
etal., 2017).

A necroptose € uma necrose programada mediada por receptores de morte que tem sido
elucidada na ultima década e que é mediada através de RIPK1 (receptor-interacting protein
kinase 1), RIPK3, e MLKL (mixed-lineage kinase domain-like pseudokinase), sendo ativada
sobre condi¢des deficientes da apoptose (SHAN et al., 2018). A ativacao da caspase 8
mediada pelos receptores de morte TRAIL inativam as proteinas RIPK1 e RIPKS através de
clivagem proteolitica e inicia a sinalizagdo da cascata apoptética. Entretanto, na auséncia de
caspase 8, RIPK1 e RIPK3 sao fosforilados e subsequentemente fosforilam MLKL, que é
translocado para a membrana plasmatica, perturbando a integridade da célula (DHURIYA;
SHARMA, 2018; NAOUM et al., 2017; WANG, T. et al., 2017).
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A necroptose é considerada uma morte celular inflamatéria, devido a liberacdo de DAMPs
(Padrbes Moleculares Associados ao Dano) intracelulares. A inflamacéao induzida por DAMPs
pode ativar a via de NF-kB (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010). Por outro lado, a
liberacdo de DAMPs pelas células tumorais necroptéticas pode promover a maturacao de
células dendriticas, as quais ativam células T CD8+ através de apresentacao-cruzada no
microambiente tumoral, induzindo assim, imunidade anti-tumoral (MENG et al., 2016). Sendo
assim, a necroptose desempenha um papel duplo por apresentar efeitos anti e pré-tumorais,
e este papel parece ser dependente do tipo, estagio e grau do tumor, além do balan¢o entre
as proteinas RIPK1, RPK3 e MLKL (QIN et al., 2019).

E importante notar que a sinalizagdo induzida por TRAIL nem sempre ird culminar em
apoptose nas células tumorais. Por exemplo, no DISC, uma variante homéloga da caspase 8
chamada cFLIP (cellular FLICE-inhibitory protein) que ndo possui residuo catalitico para sua
atividade inibe a ativagdo da caspase 8, e por conseguinte o sinal apoptético (STUCKEY;
SHAH, 2013). Quando cFLIP se liga ao dominio intracitoplasmatico e inibe a ativagcao de
caspase 8, tanto as vias de NF-kB e necroptose podem ser desencadeadas. O tratamento de
células tumorais resistentes a TRAIL com quimioterapicos como cisplatina, resulta na baixa
expressao de cFLIP e re-sensibiliza as células a TRAIL (REFAAT; ABD-RABOU; REDA, 2014;
SAFA; POLLOK, 2011).
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Figura 1: Vias de sinalizagdes ativadas por TRAIL. O Ligante Indutor de Apoptose relacionado ao Fator
de Necrose Tumoral — TNF (TRAIL) pode se ligar a quatro receptores dispostos na superficie da
membrana celular. Os receptores de morte TRAIL-R1 (DR4) e TRAIL-R2 (DR5) apresentam um
dominio de morte (DD) intracitoplasmatico. Quando TRAIL se liga, as proteinas FADD e pro-caspase 8
séo recrutadas formando o Complexo de Sinalizagdo Indutor de Morte (DISC) ativando caspase-8 e
sinalizando para a apoptose. A proteina c-FLIP € um homélogo de caspase 8 sem atividade catalitica
e tem a capacidade de inibir a formagao de DISC. Quando isso acontece, a proteina RIPK1 pode ser
recrutada para o DD e sinalizar para necroptose ou a via de NF-kB. O receptor TRAIL-R3 (DcR1) ndo
possui dominio intracitoplasmatico e ndo sinaliza a morte nas células. O receptor TRAIL-R4 (DcR2)
possui um dominio intracitoplasmatico truncado e n&o sinaliza para apoptose, mas pode recrutar RIPK1
e sinalizar para necroptose, assim como para a via de NF-kB também. Fonte: autoria propria.

Além da ativagdo de morte inflamatéria e vias de sinalizagbes envolvidas na progressao
tumoral pelos receptores de morte TRAIL, a célula desenvolveu outros mecanismos que

desviam da via candnica (evadir a apoptose).

Tem sido demonstrado que os receptores de morte TRAIL (TRAIL-R1/R2) além de dispostos
na superficie da membrana, também pode estar localizados no citoplasma e nucleo das
células, sendo que sua fungao no citoplasma ainda nao foi elucidada (GUNDLACH et al.,
2018). Poucos estudos tém mostrado a relevancia da internalizacado dos receptores TRAIL-
R1/R2, mas assim como sua localizagao no citoplasma, sua localizagdo nuclear tem sido
relacionada com mecanismos de resisténcia anti-apoptéticos. Foi demonstrado que a
presenca de TRAIL-R2 no nucleo (nTRAIL-R2) esta ligada ao processo de maturacao de

microRNA (miRNA). Em diferentes tipos celulares tumorais, nTRAIL-R2 interage com o
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complexo microprocessador Drosha. Através dessa interacdo, nTRAIL-R2 inibe a maturagao
do miRNA let-7, e consequentemente aumenta os niveis de expressao dos alvos Lin28B e
HMGA2 de let-7. As proteinas Lin28B e HMGA2 sao altamente expressas em tecidos
embrionarios e pouco expressas em tecidos diferenciados, a baixa expressao do miRNA let-
7 faz com que essas proteinas voltem a ser expressas nos tumores que é positivamente

correlacionado com a progressao tumoral (BERTSCH et al., 2014).

Outro mecanismo de resisténcia desenvolvido pelas células se da através da endocitose
mediada por receptor. A ligacado de TRAIL a seus receptores de morte TRAIL-R1/R2 estimula
sua internalizacdo via endocitose mediada por clatrina (CME). Apdés a ligacédo, a
clivagem/ativacao de caspase 8 leva a liberagdo de calcio mediada por receptores de
rianodina, levando a ativagdo da dinamina-1 que ira promover a endocitose do complexo
TRAIL-TRAIL-R. Esta regulagdo suprime a morte celular mediada por TRAIL em células
tumorais (REIS et al., 2017). A eficacia de TRAIL em promover apoptose através dos
receptores de morte € limitada através dos diversos mecanismos de resisténcia que sao

desenvolvidos pelas células tumorais.

Mesmo com os diversos mecanismos de resisténcia que as células desenvolvem, um dado
importante € que numa temperatura de 37°C, TRAIL se liga com maior afinidade ao receptor
TRAIL-R2 em relagdo aos outros receptores. E provavel que em condicdes fisioldgicas, a
ligacao preferencial por TRAIL-R2 seja favoravel tendo em vista que a concentragao de TRAIL
endogeno é limitada (VON KARSTEDT; MONTINARO; WALCZAK, 2017).

Por fim, os receptores de morte TRAIL também podem ser negativamente regulados através
do sistema ubiquitina-proteassoma. Este complexo resulta na adicdo de moléculas de
ubiquitina aos residuos de lisina de proteinas que serdo degradadas pelo proteassoma
(complexo multiprotéico que hidrolisa proteinas marcadas com ubiquitina em pequenos
fragmentos peptidicos). As ubiquitinas ligases c-Cbl e MARCH estédo envolvidas na mono-
ubiquitinacdo dos receptores TRAIL-R1/R2 apés ativagéo, resultando na degradagao de
receptores internalizados e contribuindo para a redugéo dos niveis de receptores seguidos de
ativacao e, por conseguinte resisténcia a apoptose (SARHAN; D’ARCY; LUNDQVIST, 2014).

A partir do exposto, observa-se que o sistema TRAIL-TRAIL-R pode exercer um papel de
grande importancia no mecanismo de morte, sobrevivéncia, quimiorresisténcia e imunidade
tumoral no cancer, e sua elucidagao esta diretamente relacionado ao melhor entendimento de
novas abordagens mais assertivas para o tratamento desta doenca. A resisténcia dos tumores
aos quimioterapicos leva a falha terapéutica e morte em mais de 90% das pacientes com a

doenga em estagios avangados. O pobre prognéstico € frequentemente associado a recidiva
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e metastase e, portanto, a avaliacao do perfil de expressdo génica é amplamente usada na
identificagdo de marcadores preditivos que possam auxiliar na escolha do melhor tratamento
(GUPTA et al., 2017). Diante disso, uma abordagem relevante a ser considerada para a
otimizacao de resultados clinicos para o tratamento do CO ¢é o estudo da biologia desses
tumores, a fim de obter uma assinatura genética que possibilite a pratica da medicina
personalizada (LAVOUE et al., 2017).

Os tumores de ovario podem ser divididos em duas classes na clinica de acordo com Kurman
e Shih (2010). Os tumores do tipo | geralmente apresentam mutagdes nos genes KRAS,
BRAF, PTEN, PIK3CA, CTNNB1 e ARID1A, ja os tumores do tipo Il apresentam mutacdes no
gene TP53. A linhagem celular SKOV-3 é classificada pela ATCC como um adenocarcinoma
(metastase), sem especificagcdo do subtipo histologico retirada de ascite e que compartilha
mutagdes carateristicas tanto de tumores do tipo | (mutagdes em PIK3CA e ARID1A) quanto
de tumores do tipo Il (com mutagdo em TP53). Além disso, essa linhagem é descrita como
platino-resistente, sendo a quimiorresisténcia a caracteristica mais importante a ser elucidada
para os tumores de ovario e o foco deste trabalho, ja que a recidiva da doenca esta
diretamente relacionada a esta caracteristica (CUNNEA; STRONACH, 2014). Considerando
a heterogeneidade genética descrita também em amostras clinicas de tumores ovarianos,
pode se afirmar que esta linhagem constitui uma boa representacao para estudos nao clinicos

sobre a resposta desse tipo de tumor ao tratamento.
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2. OBJETIVO GERAL

Analisar a participagcdo da via de morte e sobrevivéncia celular mediada pelo sistema

TRAIL/TRAIL-R e sua relagdo na quimiorresisténcia com ensaios in vitro utilizando linhagem

celular tumoral de ovario SKOV-3.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Avaliar a sobrevivéncia da linhagem celular SKOV-3 apés os tratamentos com
cisplatina, rhTRAIL e a combinagéo destes;

Determinar o fendtipo da linhagem celular SKOV-3 para os receptores TRAIL-R2 e
TRAIL-3;

Avaliar o perfil de expressao de genes envolvidos na apoptose e necroptose frente ao
tratamento com cisplatina, rhTRAIL e a combinacao destes na linhagem celular SKOV-
3;

Avaliar a regulagao transcricional dos receptores tipo TRAIL frente ao tratamento com
cisplatina, rhTRAIL e a combinacao destes na linhagem celular SKOV-3;

Silenciar gene TRAIL-R2 e determinar seu papel na morte celular in vitro na linhagem
celular SKOV-3.
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3. METODOLOGIA

3.1 CULTIVO CELULAR

A linhagem celular de tumor de ovario SKOV-3 (Adenocarcinoma de ovario — ascite / ATCC
#CRL-HTB-77™) foi obtida do American Type Culture Collection (ATCC) e cultivada em meio
DMEM Alta Glicose (Gibco, USA, cat. 12100-046) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Gibco, cat. 12657-029) a temperatura de 37°C e atmosfera enriquecida com 5% CO..
A linhagem celular SKOV-3 foi descongelada de acordo com as condigdes pré-estabelecidas
pelo procedimento operacional padrao (POP) do laboratério. Em seguida, foram submetidas
aos procedimentos adequados, como repique e troca de meio de cultura. Apds sua expansao,
foram congeladas e armazenadas em tanque de criopreservacao e registradas como
componentes do banco de células. Durante os experimentos, as células foram submetidas a
procedimentos de repique celular toda vez que atingiam confluéncia em torno de 80-90%.
Sabe-se que o numero de passagens pode alterar as caracteristicas de uma linhagem celular
ao longo do tempo, assim sendo, foram utilizadas passagens entre 71-73 a fim de se obter

reprodutibilidade nos ensaios.

3.2 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

A viabilidade celular na presenca do quimioterapico cisplatina e da proteina humana
recombinante TRAIL (rhTRAIL) foi determinada utilizando o método brometo 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT). Esse ensaio baseia-se na capacidade das células
vivas de reduzir o reagente MTT por meio da atividade das enzimas desidrogenases
mitocondriais. A reduc¢ao deste sal origina o formazan, um cristal de cor violacea insoluvel em
agua, mas que pode ser solubilizado por solventes orgéanicos, possibilitando a leitura
colorimétrica por espectrofotometria (LOBNER, 2000; MOSMANN, 1983). A redug¢do do MTT
a formazan é diretamente proporcional a atividade mitocondrial e, portanto, determina a
viabilidade celular, a partir da qual sera possivel determinar o perfil dose-resposta, e a

concentragao necessaria para inibir 50% do crescimento celular (ICso).

As células foram tripsinizadas e semeadas em ftriplicatas (2,5X10* por pogo) em placas de 96
pocos e incubadas a 37°C em incubadora com atmosfera umida de CO, a 5%. Apds 24 h, ao
verificar o crescimento em monocamada nos pogos, 0 meio de cultura foi retirado, as células
lavadas com PBS 1X (100uL/po¢o) e novamente incubadas, durante 24 horas, com diferentes
concentracdes das drogas (cisplatina, rhTRAIL e a combinacgao destes). Apds 24 h, o meio de
cultura foi retirado e as células foram novamente lavadas com PBS 1X e adicionado MTT em
meio sem suplementagao (100uL/pogo) a 0,5 mg/mL. Foi feita nova incubagao por 3 horas e

apos esse periodo a placa foi centrifugada por 10 minutos a 1000rpm, o sobrenadante retirado
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e adicionado 100 pL/pogco de DMSO (Dimetilsulfoxido) a fim de solubilizar os cristais de
formazan. Finalmente, a leitura da absorbancia (550nm) foi realizada em espectrofotdmetro
(SpectraMax® M5e). As concentragdes iniciais usadas como referéncia para determinacao da
ICso de cisplatina e rhTRAIL sobre a linhagem celular foram obtidas a partir de uma revisao

da literatura e modificadas a partir dos resultados obtidos.

A determinacao da ICsy das drogas testadas foi calculada pelo programa estatistico Dr Fit (DI
VEROLI et al., 2015).

3.3 EXTRAGAO DE RNA TOTAL

Apoés a determinacao das concentragcbes equivalentes a ICso das drogas, as células foram
semeadas (2,5 x 10° células/pogo) em triplicatas em placas de seis pogos e incubadas a 37°C
em incubadora com atmosfera de CO, a 5%. Apds 24 h, o meio de cultura foi retirado e as
células foram lavadas com PBS 1X (1000uL/pogo), em seguida, foi aplicada a cisplatina e
rhTRAIL nas concentra¢des da ICso diluidos em meio de cultura préprio para cada linhagem
suplementado com 1% de SFB, e a placa foi novamente incubada. Como controle, foi feita a
extracao das células sem tratamento. Apds 24 h, o meio de cultura foi retirado e realizado a
extracdo do RNA total. Para a extragao foi utilizado o RNeasy® Mini Kit (cat. 74104, GER),
de acordo com as instrugdes do fabricante. O sobrenadante foi colhido, e as células foram
tripsinizadas e centrifugadas por 5 minutos a 1000 x g. O sobrenadante foi descartado e as
células foram lavadas com PBS 1X e centrifugadas novamente por 5 minutos a 1000 x g. Apés
o descarte do sobrenadante, foi adicionado ao pellet de células 350uL do tampao RLT a fim
de romper a membrana das células. Apdés homogeneizacao, foi observada uma textura
viscosa. O lisado celular foi transferido para uma coluna QIAshredder e centrifugado por 2
minutos a 10.000 x g. Logo em seguida foi adicionado 350uL de alcool 70% ao lisado e
homogeneizado bem. Os 700uL da amostra foi transferido para uma nova coluna Rneasy Mini
spin junto a um tubo coleta e centrifugado por 15 segundos a 8.000 x g. Apds a centrifugagéo,
o fluxo foi descartado e o RNA mantido na membrana da coluna. Foi adicionado 700uL do
tampao RW1 a coluna e centrifugado por 15 segundos a 8.000 x g. O fluxo foi descartado e
adicionado 700uL de tampao RPE a coluna e centrifugado por 15 segundos a 8.000 x g. O
fluxo foi descartado, adicionado novamente 500uL do tampdo RPE e centrifugado por 2
minutos a 8.000 x g para lavar a membrana da coluna. O fluxo foi descartado juntamente ao
tubo de coleta, e a coluna RNeasy Mini spin foi colocada em um novo tubo de coleta e
centrifugada por 1 minuto a 10.000 x g para a secagem da membrana. Logo em seguida, o
tubo de coleta foi descartado e adicionado 30uL de agua livre de RNase diretamente na
membrana da coluna e centrifugado por 1 minuto a 10.000 x g para eluicdo do RNA. O RNA

obtido foi armazenado a -80°C até sua utilizagao.
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3.4 QUANTIFICACAO DO RNA

A quantificacdo do RNA total extraido foi realizada em espectrofotdmetro de microvolume
NanovueTM Plus Spectrophotometer (GE Heathcare Life, USA) utilizando-se 2L da amostra.
Os seguintes parametros foram avaliados na quantificacdo: concentragao, absorbancia a 280
nm, absorbancia a 260 nm e razdo das absorbancias 280/260. Considerou-se a relagcéo

(260/280) igual ou maior que 1,9 como referéncia para o uso.

3.5 AVALIACAO DA INTEGRIDADE DO RNA

A integridade do RNA total extraido foi avaliada por meio da eletroforese em gel de agarose
1%. Foram pesados 0,5 g de agarose para ser diluida em 50 mL de TBE 1X. Foi adicionado
50ul de brometo de etidio e a solugao gelificou no suporte para o gel com o pente de canaleta
inserido. As amostras foram preparadas para aplicagdo no gel com os seguintes parametros:
0,5 ug de RNA, 5 uL de tampao de amostra e agua tratada com Dietilpirocarbonato (DEPC)
em quantidade suficiente para um volume final de 10 uL. Apds a gelificacdo do gel, o pente
de canaletas foi retirado, o gel posicionado na cuba de eletroforese, e a cuba preenchida com
TBE 1X. As amostras foram aplicadas em cada canaleta. A eletroforese foi realizada
submetendo o gel a uma voltagem de 100 Volts durante 1 hora (SAMBROOK; RUSSELL,
2006). O RNA foi visualizado através do foto documentador ChemiDoc System (Bio-Rad). A
presenca de duas bandas, correspondentes as subunidades 18S e 28S do RNA ribossomal
integras e sem arraste foi determinante para se considerar as amostras com qualidade para

continuidade dos experimentos.

3.6 TRATAMENTO DAS AMOSTRAS DE RNA COM DNASE

Foi tratado 2 ug de RNA total com o kit RNAse-FreeDNase Set® (Qiagen, USA, Cat. 79254)
conforme as instru¢des do fabricante. Em um microtubo foi acrescentado 2 ug de RNA total,
2 L de tampao RDD e 0,2 pL de DNase. O volume foi completado com agua tratada com
DEPC em quantidade suficiente para 20 uL. A amostra foi incubada por 30 minutos a 37°C, e
em seguida, por 5 minutos a 65°C para inativagao da enzima. Apds as incubagdes, o RNA

total purificado foi armazenado a -80°C.

3.7 SINTESE DO DNA COMPLEMENTAR

As amostras tratadas foram retrotranscritas em DNA complementar (cDNA) ao RNA
mensageiro, a partir do kit SuperScript™ |l First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen, cat.
18080-400), conforme as orientagdes do fabricante (Tabela 1). O procedimento de sintese de
cDNA foi realizado em camara de fluxo unidirecional, previamente limpa com gaze embebida
com alcool 70%, assim como todos os materiais como micropipetas, caixas de ponteiras,

frascos e suportes. Apds esse procedimento, todos os materiais foram expostos a luz UV por
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20 minutos. Os tubos utilizados foram identificados de acordo com as amostras de RNA. Os
reagentes Oligo d(T), Annealing Buffer, Agua livre de RNase/DNase e 0,6ug de RNA total
foram homogeneizados por pipetagens e aquecidos em banho seco por 5 minutos a 65°C. Os
mirotubos foram retirados do banho seco e resfriados por 3 minutos € em seguida foram
adicionados o 2X First-Strand Reaction Mix e a enzima SuperScript Ill. As amostras foram
levadas ao termociclador por 50 minutos a 50°C e em seguida por 5 minutos a 85°C. Foi
sintetizado 20uL de cDNA e 20uL de controle de contaminacdo por DNA genémico, no qual

nao foi incluida a enzima: NORT. O cDNA e NORT sintetizados foram armazenados a -20°C.

Tabela 1: Concentragdes e volumes a serem utilizados na reagéo de sintese de cDNA

Reagente Volume
Oligo d(T) 0,5ug/uL 1uL
Annealing Buffer 1L
Agua livre de RNase/DNase 1L
RNA tratado 0,6ug 6 uL
2X First-Strand Reaction Mix 10 L
SuperScript™ 11I/RNaseOUT™ Enzyme Mix 2 uL

3.8 OTIMIZACAO DOS INICIADORES

Os iniciadores utilizados neste trabalho foram retirados do banco de dados PrimerBank
(https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) ou desenhados na ferramenta on-line PrimerQuest
Tool (Integrated DNA Technologies, IDT) e sua autenticidade foi certificada pela ferramenta
Primer BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). A concentragéo ideal de
cada par de iniciadores a ser utilizada nas reagoes de RT-qPCR foram determinadas através
das combinagdes de 150nM, 200nM, 250nM e 300nM. As concentracdes ideais para cada par
de iniciadores foram baseadas no menor Ct (ciclo de Threshold) e na presenga de um Unico

produto de amplificacdo na curva de dissociacao.

3.9 AVALIACAO DA EXPRESAO GENICA

A expressao dos genes TNFRSF10A/TRAIL-R1 (TNF receptor superfamily member 10a),
TNFRSF10B/TRAIL-R2 (TNF receptor superfamily member 10b), TNFRSF10C/TRAIL-R3
(TNF receptor superfamily member 10c), TNFRSF10D/TRAIL-R4 (TNF receptor superfamily
member 10d), RIPK1 (receptor interacting serine/threonine kinase 1), MLKL (mixed lineage
kinase domain like pseudokinase), NFKB1 (nuclear factor kappa B subunit 1), REL-A (RELA
proto-oncogene, NF-kB subunit), TP53 (tumor protein p53), CASP8 (caspase 8) e CFLAR
(CASP8 and FADD like apoptosis regulator) foi avaliada através de PCR Quantitativa em
Tempo Real (qRT-PCR). Utilizou-se GoTag® qPCR Master Mix (Promega, cat.A6001),
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conforme especificagdes do fabricante (Tabela 3). Os genes RPL13A (ribosomal protein
L13a) e ALAST (5-Aminolevulinate Synthase 1) foram utilizados como normalizadores por
serem expressos constitutivamente nas células. O procedimento foi realizado em camara de
fluxo unidirecional previamente limpa com gaze embebida com alcool 70%, assim como todos
0s materiais como micropipetas, caixas de ponteiras, frascos e suportes. Todos os materiais
foram expostos a luz UV por 20 minutos. Os reagentes foram homogeneizados em tubo estéril
sobre o suporte de resfriamento Coolbox (Biocison, USA). Os reagentes foram distribuidos,
em duplicata, em cada pog¢o de uma placa de 96 pocgos. Apos adicdo de reagentes, em outra
camara de fluxo unidirecional exclusiva para DNA, foi adicionado 60 ng de cDNA das amostras
em seus respectivos pocos e seus NORT correspondentes para a verificagdo de
contaminac&o por DNA gendmico (gDNA). Controles sem DNA foram incluidos na reacdo para
certificar a contaminacao dos reagentes. A amplificagdo e coleta dos dados foram realizadas
pelo equipamento QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Foi
utilizado o método 2 elevado a (-Delta-Delta C(T)) (224%!) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) para
determinar a quantificagdo relativa da expressao de cada alvo. Este método analisa as
mudancgas na expressao génica da amostra tratada para o gene de interesse em relagao a
mesma amostra ndo tratada, considerando um gene de expressao constitutiva como gene
normalizador.

Tabela 2: Condigbes de ciclagem para RT-gPCR

Passo Ciclos Temperatura Tempo
Ativagao da
. 1 95°C 2 minutos
polimerase
Desnaturagao 95°C 15 segundos
Anelamento e 40
60°C 1 minuto

extensao




Tabela 3: Sequéncias dos iniciadores utilizados nas reagdes de RT-qPCR

Tamanho do Concentracao Temperatura de
Gene Sequéncia dos iniciadores (5’ - 3’) Referéncia
produto FW/RV anelamento
TNFRSF10A (TNF receptor superfamily FW GGATGGTCAAGGTCAAGGATT
119pb 250/300 60°C PrimerQuest Tool (IDT)
member 10a) RV CAGCAACGGAACAACCAAAG
TNFRSF10B (TNF receptor superfamily FW GCCCCACAACAAAAGAGGTC PrimerBank ID
128pb 250/200 60°C
member 10b) RV AGGTCATTCCAGTGAGTGCTA 224494018c2
TNFRSF10C (TNF receptor superfamily FW ACCAACGCTTCCAACAATGAA PrimerBank ID
173pb 200/300 60°C
member 10c) RV CTAGGGCACCTGCTACACTTC 301898781c2
TNFRSF10D (TNF receptor superfamily FW GCCTCTCCCTATCACTACCTTAT
114pb 250/250 60°C PrimerQuest Tool (IDT)
member 10d), RV GCAGATGCCTTTGAGGTAAGA
RIPK1 (receptor interacting serine/threonine FW GACGAAGCCAACTACCATCTT )
) 99pb 300/300 60°C PrimerQuest Tool (IDT)
kinase 1) RV TCTCCTTTCCTCCTCTCTGTT
MLKL (mixed lineage kinase domain like FW AGGAGGCTAATGGGGAGATAGA PrimerBank ID
) 70pb 300/200 60°C
pseudokinase) RV TGGCTTGCTGTTAGAAACCTG 215820620c1
FW GAAGCACGAATGACAGAGGC PrimerBank ID
. 137pb 250/300 60°C
NFKB1 (nuclear factor kappa B subunit 1) RV GCTTGGCGGATTAGCTCTTTT 259155300c2
FW GTGGGGACTACGACCTGAATG PrimerBank ID
RELA (RELA proto-oncogene, NF-kB subunit) 121pb 300/300 60°C
RV GGGGCACGATTGTCAAAGATG 223468680c3
) FW GTACCACCATCCACTACAACTAC
TP53 (tumor protein p53) 141pb 150/250 60°C PrimerQuest Tool (IDT)
RV CACAAACACGCACCTCAAAG
FW GTTGTGTGGGGTAATGACAATCT PrimerBank ID
CASP8 (caspase 8) 183pb 300/300 60°C
RV CCATTCCTGTCCCTAATGCTG 1403331a3
CFLAR (CASP8 and FADD like apoptosis FW GACAGAGCTTCTTCGAGACAC PrimerBank ID
116pb 250/300 60°C
regulator) RV GCTCGGGCATACAGGCAAAT 2429154a2
) ) FW GCCCTACGACAAGAAAAAGCG
RPL13A (ribosomal protein L13a) 117pb 300/300 60°C PrimerQuest Tool (IDT)
RV TACTTCCAGCCAACCTCGTGA
FW AGGCCAAGGTCCAACAGACT PrimerBank ID
ALAST1 (5'-Aminolevulinate Synthase 1) 210 pb 300/300 60°c

RV TCCTCACGGCATTCATTTCCT

362999012c3
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3.10 CARACTERIZACAO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

A caracterizagdo das linhagens celulares em relagdo aos receptores TRAIL-R2 e TRAIL-R3
foram realizadas com os anticorpos Human TRAIL R2/TNFRSF10B Alexa Fluor® 488-
conjugated (FAB6311G) e Human TRAIL R3/TNFRSF10C Alexa Fluor® 647-conjugated
(FAB6302R) e seus respectivos isotipos Mouse 1gG2B Alexa Fluor® 488-conjugated Isotype
Control e Mouse 1gG1 Alexa Fluor® 647-conjugated Antibody, adquiridos pela R&D Systems.
As células foram cultivadas e apds tripsinizacao, lavadas com PBS 1X e ressuspendidas em
tampao de lavagem (PBS 1X + 0,1% de azida sodica + 1% SFB) (1 x108 células/100ul). Em
seguida, foram adicionados os anticorpos e respectivos isotipos na concentracdo
recomendada pelo fabricante. Os anticorpos foram incubados por 1h protegidos da luz. As
células marcadas foram lavadas e ressuspendidas em 400uL de PBS 1X e em seguidas
analisadas no equipamento FACSCanto Il (BD Bioscience) utilizando o software FACSDiva
6.1.3.

3.11 IMUNOFLUORESCENCIA

A linhagem celular SKOV-3 foi semeada (1x10°) em placa de 24 pogos e incubada por 24h.
Ap6s a incubacgao, as células foram fixadas com formaldeido 4% durante 30 minutos em
temperatura ambiente (TA) e lavadas trés vezes com PBS 1X. Em seguida, as células foram
incubadas com tampao de bloqueio (10% soro fetal bovino, 1% de albumina bovina em PBS
1X) durante 1 hora. As células foram lavadas duas vezes com PBS 1X e incubadas com os
anticorpos primarios diluidos em tampao de bloqueio durante 1h. Os anticorpos utilizados
foram Human TRAIL R2/TNFRSF10B Alexa Fluor® 488-conjugated (R&D Systems,Cat.
FAB6311G) e Human TRAIL R3/TNFRSF10C Alexa Fluor® 647-conjugated (R&D Systems ,
Cat. FAB6302R). Em seguida as células foram lavadas duas vezes com PBS 1X e o nucleo
celular foi corado com 4,6-diaminidino-2-phenylindole - DAPI (Molecular Probes, Cat. #
D13061) na concentragdo de 300nM por 5min. Nos ensaios para verificar a presenca dos
receptores no citoplasma ou nucleo, as células foram permeabilizadas com PBT (0,1 % de
Triton X-100 em PBS 1X) por 10 min antes da incubagcdo com o tamp&o de bloqueio e as
solucdes utilizadas foram preparadas em PBT ao invés de PBS 1X. Para avaliar a estrutura
da célula, também foi utilizada a marcagdo com Faloidina Alexa Fluor® 488 (Molecular
Probes, Cat. #A12379). As células marcadas foram visualizadas no microscopio invertido de

fluorescéncia AxioVert 200 (Zeiss).

3.12 SILECIAMENTO ALVO TRAIL-R2

A fim de se avaliar o papel do gene TRAIL-R2 no mecanismo de quimiorresisténcia, realizou-
se o silenciamento pelo mecanismo de interferéncia por RNA (RNAI) através do Silencer™

Select (Invitrogen) de acordo com as instru¢des do fabricante. O mecanismo de RNAIi pode
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ser classificado de acordo com sua origem e fungdo em trés categorias: miRNAs (microRNAS),
siRNAs (short interfering RNAS) e shRNAs (short hairpin RNAs). O RNAI escolhido para esta
metodologia foi o siRNA. Os siRNAs sdo moléculas sintéticas de fita dupla de RNA de
aproximadamente 20-30pb que se pareiam a sequéncias de RNA que sdo complementares
as suas, levando a degradagdo do RNA mensageiro alvo (figura 2). Foram semeadas 0,25x10°
células por poco em placa de seis pocos. Apds a aderéncia, as células foram lavadas com
PBS 1X e adicionado meio Opti-MEM™ Reduced-Serum (Gibco, cat. 22600-050)
suplementado com 5% de SFB. Para o silenciamento do alvo TRAIL-R2 foram utilizados dois
Silencer® Select TNFRSF10B (cat. 4390824 e cat. 4392420) (Tabela 4), um controle positivo
Silencer™ Select GAPDH (cat. 4390849) e um controle negativo Silencer™ Select (cat.
4390843). Cada reacao foi preparada individualmente em microtubos. Foi realizada a diluicdo
de 9uL da Lipofectamine™ RNAIMAX (Invitrogen, cat. #13778150) em 150uL de meio Opti-
MEM™_ Em outro microtubo, 3uL (30pmol) de cada siRNA foi diluido em 150uL de meio Opti-
MEM™. Logo em seguida os siRNAs diluidos foram adicionados aos microtubos com a
lipofectamina diluida e incubados por 5 minutos em temperatura ambiente. Apds a incubacao,
o complexo siRNA-lipofectamina foi adicionado na placa com as células em seus pogos
correspondentes e incubadas por 24-72h em estufa a temperatura de 37° e atmosfera
enriquecida com 5% CO,.0 ensaio foi realizado em duplicata técnica. A avaliagdo do
silenciamento foi feito através da técnica de RT-gPCR a partir de sondas TagMan® Assays
TNFRSF10B (Thermo Fisher, cat. 4331182, Assay ID Hs00366278 _m1) e TagMan® Assays
GAPDH (Thermo Fisher, cat. 4331182, Assay ID Hs02758991_g1). Utilizou-se TagMan®
Universal Master Mix Il, with UNG (Applied Biosystems, cat.4440038), conforme

especificagbes do fabricante.

Tabela 4: Relagao dos siRNAs utilizados no ensaio de silenciamento

siRNA Sequéncia 5’ — 3’ ref-seq id
TRAIL-R2 #1 CUGAUAAAGUGGGUCAACATT NM_003842 16756
UGUUGACCCACUUUAUCAGCA

TRAIL-R2 #2 GGGACACCUUGUACACGAUTT  NM_003842 816757
AUCGUGUACAAGGUGUCCCTG
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Figura 2: Mecanismo de silenciamento por siRNA. Os siRNAs sintéticos escapam do processamento
por Dicer e podem ir direto para o complexo indutor de silenciamento de RNA (RISC) e mediar o
reconhecimento de mRNA alvos através do pareamento de bases. A proteina Argonauta2 presente no
complexo RISC cliva o0 mRNA alvo levando ao silenciamento. Fonte: Wittrup; Lieberman, 2015
(modificado).

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o programa SPSS 19.0 (IBM) para realizar a analise entre os grupos pelo método
LSD Post Hoc (ANOVA).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

O efeito citotdoxico da cisplatina sozinha e em combinagao com rhTRAIL sobre a linhagem
celular SKOV-3 foi demonstrado em ensaios de viabilidade celular utilizando o reagente MTT.
As concentracgdes de cisplatina utilizadas foram de 250uM até 16,5uM, com base em dados
da literatura e trabalhos anteriores realizados no laboratério. Os valores obtidos foram
langados no programa estatistico Dr Fit e foi calculado a ICsy para cada ensaio
individualmente. O programa Dr Fit permite a constru¢do e analise de curvas dose-resposta
com caracteristicas multifasicas, permitindo assim o calculo da concentragéo de droga que
inibe o crescimento celular em 50% (ICs0). Em seguida, foi feita a média dos valores
encontrados. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas. Os resultados demonstraram
que o aumento da concentragado da droga afetou proporcionalmente a viabilidade da célula,
demonstrando que houve efeito de concentragcao-resposta em todos os ensaios realizados
(Figura 3). A ICso obtida para a linhagem foi de 50uM (0,015mg/mL). Este mesmo valor
também foi encontrado por Kim e colaboradores (2012) para a linhagem SKOV-3 tratada com

cisplatina em ensaio de viabilidade com tempo de 24 horas.
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Figura 3: Curva de sobrevida da linhagem SKOV-3 tratada com cisplatina (n = 3) *p<0.05

O banco de dados The Genomics of Drug Sensitivity in Cancer (GDSC)
(www.cancerRxgene.org) oferece informacdes sobre a sensibilidade de linhagens celulares
tumorais aos medicamentos. Para a droga cisplatina, concentragdes acima de 10uM indicam
linhagens que sao resistentes a este quimioterapico, corroborando com o dado encontrado
neste trabalho. Além disso, o banco de dados apresenta uma ICso de 56uM para a linhagem

SKOV-3 tratada com cisplatina, sendo este valor préximo ao encontrado em nossos ensaios
(Figura 4).
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Figura 4: Relagao da resisténcia e sensibilidade a cisplatina em linhagens celulares. As células que
apresentam uma [Cso maior que 10uM classificadas quimiorresistentes estdo plotadas no trago
vermelho representado no grafico. As linhagens quimiossensiveis estdo plotadas no trago verde do
grafico. A linhagem SKOV-3 destacada no grafico apresenta ICso de 56uM. Fonte: The Genomics of
Drug Sensitivity in Cancer (GDSC) (www.cancerRxgene.org)

Para determinagao da viabilidade na presenca de rhTRAIL, foram testadas primeiramente as
concentragoes de 600ng/mL até 100ng/mL. Nao foi observado um efeito de concentragcéo-
resposta, pois na menor concentragao de 100ng/mL foi observada uma viabilidade celular de
80% e na maior concentragao de 600ng/mL a viabilidade se manteve em 100%. Outro ensaio
foi realizado, aumentando as concentragdes para 800ng/mL até 1400ng/mL. Neste ensaio, foi
observado que a viabilidade celular ficou em torno de 80-90% para todas as concentracdes
testadas (Figura 5). De acordo com o ATCC, a linhagem SKOV-3 também é resistente ao

Fator de Necrose Tumoral (TNF), sendo rhTRAIL um integrante dessa familia de citocinas.
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Figura 5: Curvas de concentragao-resposta da linhagem SKOV-3 apés tratamento com rhTRAIL.

Liu e colaboradores (2006) demonstraram por ensaio de MTT que a concentragdo de
aproximadamente 5000ng/mL seria necessaria para se alcangar a ICso para a linhagem
SKOV-3 tratada com rhTRAIL. Nao ha ensaios realizados com rhTRAIL no banco de dados
GDSC. Estudos clinicos de fase |, Il e |l ja foram realizados com TRAIL soltvel recombinante,
e apesar da tolerabilidade do composto, foi observada uma pequena reducédo na sobrevida
livre de progresséo, e nenhuma melhora na taxa de sobrevida (WAJANT, 2019). O tempo de
meia vida de TRAIL soluvel recombinante € de 30-60 minutos em humanos, além disso, esta
proteina pode se ligar nos receptores de morte (DR4 e DR5) bem como nos receptores
defectivos (DcR1 e DcR2), e estas caracteristicas estariam ligadas a falha terapéutica dessa
droga (WIEZOREK; HOLLAND; GRAVES, 2010). Assim sendo, anticorpos que interagem com
os receptores de morte foram desenvolvidos, mas apesar da especificidade e do tempo de
meia vida maior (6 a 21 dias), estes também nao atingiram um efeito terapéutico promissor
em ensaios clinicos controlados randomizados, além disso, a ativacao desses receptores
aumentaram a proliferagdo e potencial metastatico de células tumorais (GREER et al., 2019;
LEGLER et al., 2018). Os anticorpos que interagem com os receptores de morte TRAIL se
ligam com alta afinidade a dois receptores, este complexo ¢é inativo e dependem da presenca
de células que expressam receptores para a imunoglobulina G (FcyR) para a formacéao de
estruturas hexaméricas e ativagao de caspase-8, sendo que sé a presenga do anticorpo nao
¢é suficiente para desencadear a morte nas células tumorais (WAJANT, 2019). Os anticorpos
com atividade agonista podem interagir com receptores na superficie de uma célula tumoral
e ativa-lo, levando a morte celular. Ja os receptores com atividade antagonista também se
ligam aos receptores, mas impedem a dimerizagdo, atividade quinase e a transdugado de

sinais, reduzindo assim a proliferacao e impedindo o avanco da tumorigénese (BAYER, 2019).
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As concentracbes de cisplatina testadas se mantiveram entre 250uM até 17uM, e as
concentracoes de rhTRAIL foram de 100ng/mL até 10ng/mL. O ensaio foi realizado em
duplicata, e como duas concentracdes foram testadas juntas, nao foi possivel determinar a
ICs0 pelo programa Dr Fit, e sim utilizar as concentragbes que se aproximassem em diminuir
a viabilidade celular préximo a 50%. No primeiro ensaio, as concentragées de 83uM de
cisplatina e 50ng/mL de rhTRAIL inibiram a viabilidade celular em 45%, ja no segundo ensaio
as mesmas concentragdes inibiram a viabilidade celular em 50% (Figura 6). A fim de
demonstrar o sinergismo entre ambas as drogas, outro ensaio de viabilidade celular foi feito,
onde se manteve fixa a concentracio de cisplatina em 83uM, variando as concentracbes de
rhTRAIL entre 100ng/mL até 10ng/mL. Neste ensaio foi possivel observar um perfil de dose-

resposta a medida que a concentracao de rhTRAIL era aumentada (Figura 7).
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Figura 6: Curva de sobrevida da linhagem SKOV-3 apds tratamento com a combinagao de cisplatina e
rhTRAIL (n = 2). Combinagdes das drogas cisplatina (uM) e rhTRAIL (ng/mL): Comb1. 250/100; Comb2.
167/75; Comb3. 83/50; Comb4. 33/25; Comb5. 17/10.
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Figura 7: Curva de sobrevida da linhagem SKOV-3 tratada com a concentragéo fica de cisplatina e
concentragdes variaveis de rhTRAIL. Concentragdo fixa de cisplatina de 83uM e variagdo nas
concentragdes de rhTRAIL (ng/mL): Comb1. 83/100; Comb2. 83/75; Comb3. 83/50; Comb4. 83/25;
Comb5. 83/10.

Levando em consideracao o resultado dos trés ensaios, optou-se por tratar as células com a
concentragao de 83uM (0,025mg/mL) de cisplatina e 100ng/mL de rhTRAIL para avaliar o
efeito de ambas as drogas nas células SKOV-3 em comparagao da agao da cisplatina e
rhTRAIL sozinhos. Cuello e colaboradores (2001) testaram o sinergismo entre cisplatina e
TRAIL em 11 linhagens tumorais de ovario e obtiveram uma inibicdo do crescimento celular
entre 50 e 60% na linhagem SKOV-3 quando tratada com 50uM de cisplatina e 100ng/mL de
TRAIL, resultado proximo ao encontrado neste trabalho. Além disso, outros estudos tem
demonstrado o sinergismo entre esses compostos. Li e colaboradores (2011) transfectaram o
gene que codifica TRAIL na linhagem tumoral de ovario A2780 descrita como resistente a
cisplatina. A morte celular foi quantificada por citometria de fluxo pela marcagdo de anexina
V. Nas células controle e com vetores vazios, a morte celular foi de 1,26% e 1,35%
respectivamente. Nas células transfectadas com TRAIL, a morte celular foi de 16,35%, e apos
o tratamento com cisplatina, essa porcentagem subia para 45,69%, reforgando o sinergismo
entre esses componentes. Uma hipotese para esse sinergismo foi descrita por Lu e
colaboradores (2016) apontando o stress oxidativo e a concentracado de cisplatina como
causas. Neste trabalho, células SKOV-3 foram pré-tratadas por 1 h com concentracao de 1uM
e 10uM de cisplatina, e depois expostas a 500ng/mL de TRAIL por 24h. Nas células tratadas

com 1uM de cisplatina, a viabilidade celular foi de 125,11% e o nivel de ROS detectado foi
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baixo, enquanto que nas células tratadas com 10uM de cisplatina a viabilidade foi reduzida

para 37,67% e os niveis de ROS eram 5 vezes maiores do que no ensaio com 1uM.

4.2 CARACTERIZACAO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO, RT-PCR E
IMUNOFLUORESCENCIA

A caracterizagao dessa linhagem para os receptores TRAIL-R2 e TRAIL-R3, foi realizada por
citometria de fluxo. Interessantemente, a analise mostrou que estes receptores nao estio
expressos na superficie da membrana celular dessa linhagem (Figura 8). Em seguida, foi
realizado PCR Endpoint para avaliar a presenga dos transcritos dos genes TRAIL-R2 e TRAIL-
R3, e verificar se a auséncia da proteina poderia estar relacionada com o mecanismo de

transcricdo desses mRNAs. Observou-se a presenca do mRNA para os alvos TRAIL-R2 e
TRAIL-R3 (Figura 9).
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Figura 8: Analise dos receptores TRAIL-R2 e TRAIL-R3 na linhagem SKOV-3 por citometria de fluxo (n
= 2). (a) Populacao celular separada por tamanho e granulosidade. (b) Dot plot da populagéo celular

ndo marcada. (c) Dot plot do controle isotipico. (d) Dot plot da dupla marcag¢do dos anticorpos anti-
TRAIL-R2 e anti-TRAIL-R3.
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Figura 9: Amplificacdo de produtos por PCR com iniciadores especificos. 1. Marcador de peso
molecular; 2. Amplicon de cDNA de SKOV-3 (TRAIL-R2/128pb); 3. Controle negativo (NORT/TRAIL-
R2); 4. Controle negativo (NTC/TRAIL-R2); 5. Amplicon de cDNA de SKOV-3 (TRAIL-R3/173pb); 6.
Controle negativo (NORT/TRAIL-R3); 7. Controle negativo (NTC/TRAIL-R3); 8. Amplicon de cDNA de
SKOV-3 (TPB/132pb); 9. Controle negativo (NORT/TBP); 10. Controle negativo (NTC/TBP).

A expressao do mRNA dos receptores TRAIL nem sempre refletem a expressao da proteina
funcional devido as complexas e variadas modificacdes pds-translacionais desses receptores.
As modificagbes pbds-translacionais dos receptores TRAIL que ocorrem no reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi sdo necessarios para a translocagao até a membrana
plasmatica, além disso, em células tumorais, os receptores podem ficar retidos em
autofagossomos, membrana nuclear, nucleo e no trans-Golgi network, resultando na
deficiéncia desses receptores na superficie celular (TWOMEY et al., 2015). O gene TRAIL-R2
codifica trés transcritos: dois transcritos que codificam proteinas funcionais, e um transcrito
que ndo apresenta um éxon em comparacao a variante um, interrompendo a matriz de leitura,
tornando este transcrito um candidato a ser degradado pelo sistema nonsense-mediated
mRNA decay (NMD). E importante ressaltar que os iniciadores utilizados neste trabalho
apenas amplificam as sequéncias das variantes funcionais, e que poderiam ser traduzidas na
proteina funcional. O sistema NMD controla a qualidade e quantidade dos transcritos que
serdo traduzidos a fim de manter a homeostasia celular. No cancer, esse sistema pode ser
utilizado pela célula para reduzir a expressao de genes supressores de tumor e adequar esse
sistema ao microambiente tumoral (POPP; MAQUAT, 2018).

Kojima e colaboradores (2011) demonstraram que a localizagao nuclear ou na superficie

celular do receptor TRAIL-R2 esta relacionado com a disponibilidade da proteina importina 31
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nas células HeLa e HepG2. Zhang e colaboradores (2000) descreveram em células de
melanoma, que o receptor TRAIL-R3 se encontrava predominantemente localizado no
citoplasma da célula, e o receptor TRAIL-R2 se encontrava tanto na superficie celular, como
também no trans-Golgi network. Sendo assim, também foi realizado ensaio de
imunofluorescéncia para elucidar se estes receptores poderiam estar localizados no interior
da célula. No primeiro ensaio de fluorescéncia as células ndo foram permeabilizadas (Figura
10), no segundo ensaio as células foram permeabilizadas (Figura 11) a fim de avaliar a
presenca dos receptores TRAIL-R2 e TRAIL-R3 no interior das células. Em ambos os ensaios

nao foi detectada a presenca destes receptores.

DAPI/TRAIL-R2

DAPI/TRAIL-R3

Figura 10: Imunofluorescéncia das células SKOV-3 impermeabilizadas. Imagens de Contraste de
interferéncia diferencial (DIC) das células SKOV-3 (A,C) e imagens de fluorescéncia marcadas em azul
com DAPI (nucleo) e receptores TRAIL-R2 (B) e TRAIL-R3 (D). (Aumento de 10x).

Juntos, estes resultados indicam que uma regulagao pds-transcricional dos receptores TRAIL-
R2 e TRAIL-R3 estejam ocorrendo na linhagem SKOV-3, tendo em vista a presenga do mRNA
€ a auséncia das proteinas tanto na superficie celular, como no interior da célula. A regulagao
pés-transcricional € responsavel por aproximadamente 60% da variagcdo na expressao de

proteinas. As regides nao traduzidas 5’ e 3’ (UTRs) sdo dominios do mRNA que controlam o
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processo de regulacdo génica, pois essas regides participam do processamento do pré-
MRNA, estabilidade do mRNA e inicio da traducdo. Sendo assim, essas regides podem estar
diretamente envolvidas em doencgas como o cancer (SCHUSTER; HSIEH, 2019). A interacao
entre proteinas que se ligam ao RNA (RBPs) é a base da regulagéo pés-transcricional de um
gene. O antigeno humano R (HuR) é uma RBP que se liga preferencialmente aos elementos
ricos em adenilato e uridilato (AREs) que se encontram nas UTRs de mRNA alvos. ARES sao
sinais para a degradagdo do RNA, e quando HuR se liga a esses sitios pode estabilizar e
evitar essa degradagao (JONAS; CALIN; PICHLER, 2020; WANG, J. et al., 2013). Entretanto,
a proteina HUR também pode se ligar ao RNA e permitir sua degradacdo (MEISNER,;
FILIPOWICZ, 2010; OTSUKA et al., 2019). Pineda e colaboradores (2012) demonstraram que
a proteina HuR se liga a regido 5’ UTR do mRNA de TRAIL-R2 de células de adenocarcinoma
pancreatico ductal. As células silenciadas para HuR exibiam maior expressao proteica de
TRAIL-R2. Além disso, o aumento na expressao deste receptor culminava no aumento da
taxa de morte apds o tratamento com anticorpo anti-TRAIL-R2. Zhang e colaboradores
mostraram que a expressao do receptor TRAIL-R2 em células de melanoma era regulada pela
ligacdo de RBPs a regido 3° UTR do mRNA de TRAIL-R2, e que o nivel de expressao da

proteina TRAIL-R2 n&o estava intimamente associado ao nivel de expressdo do mRNA.

Os microRNAs pertencem a familia dos RNAs nao-codificantes que suprimem a expressao
génica a nivel pos-transcricional e desempenham um importante papel em varias atividades
bioldgicas como diferenciagédo, apoptose, proliferagéo, carcinogénese e quimiorresisténcia.
Estudos mostraram que TRAIL-R2 € um alvo direto do miR-1246 liberado de células tumorais
de pulmao irradiadas, e também alvo do miR-133a em glioblastomas (WANG, S. SHAN et al.,
2017; YUAN, D. et al., 2016). A regulagéo pos-transcricional dos receptores TRAIL ainda nao

foi elucidada em linhagens tumorais de ovario ou tecidos humanos.
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Figura 11: Imunofluorescéncia das células SKOV-3 permeabilizadas. Imagens de Contraste de
interferéncia diferencial (DIC) das células SKOV-3 (A,C,E) imagens de fluorescéncia marcadas com
DAPI (nucleo em azul) /Faloidina (citoesqueleto em verde) (B) e receptores TRAIL-R2 (D) e TRAIL-R3
(F). (Aumento de 20x).

4.3 EXTRAGAO, QUANTIFICAGAO E AVALIAGAO DA INTEGRIDADE DO RNA

A concentragado e pureza representada pela razdo entre 260/280 mostraram-se satisfatorias

para uso das amostras controle e tratadas apds a extragédo do RNA (Tabela 5).
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Tabela 5: Quantificagéo e pureza do RNA total extraido das células SKOV-3 tratadas e controle

Concentracao

Linhagem Droga A260 A280 A260/A280
Mg/pL
SKOV-3 Controle 1,021 25,78 12,87 2.024
SKOV-3 Cisplatina 0,586 14,85 7,41 2.032
SKOV-3 Cisplatina/rhTRAIL 0,378 9,78 4,93 2.054
SKOV-3 rhTRAIL 1,112 28.14 13.91 2.049

A integridade dos RNAs foi analisada em gel de agarose 1%, onde se observaram as bandas
28S e 18S do RNA ribossomal integras devido a presenca dos dois fragmentos (Figura 12).
Apos a verificacao da integridade do RNA, foi feito o tratamento com DNase e em seguida a
sintese do cDNA.

= 73S

4= 135S

1 2 3 4

Figura 12: Integridade do RNA extraido das células SKOV-3 controle e tratadas. 1. SKOV-3 controle;
2. SKOV-3 tratada com cisplatina; 3.SKOV-3 tratada com cisplatina e rhTRAIL; 4. SKOV-3 tratada com
rhTRAIL. As linhas pontilhadas separam resultados obtidos em ensaios diferentes.

4.3 AVALIAGCAO DA EXPRESSAO GENICA

Avaliou-se a expressao dos genes, TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3, TRAIL-R4, RIPKI1,
MLKL, NFKB1, RELA, TP53, CASP8 e CFLAR na linhagem celular SKOV-3 apds a exposigao
as drogas cisplatina, rhTRAIL e a combinacao destes por meio da técnica de RT-qPCR (Figura
13). No tratamento com cisplatina, 0 aumento na expressao do alvo TP53 foi 0 mais notavel.
A cisplatina, droga de escolha no tratamento para CO, liga-se ao gDNA ou mitocondrial
criando lesbes que ativam a resposta a danos no DNA (DDR). Esse mecanismo ativa vias de
sinalizagao envolvidas com p53 que podem levar a apoptose (TANIDA et al., 2012). Também
€ conhecido que p53 regula a transcricéo dos receptores TRAIL (TRAIL-R1-4) e que agentes
quimioterapicos potencializam a morte celular em células p53 wild-type através do aumento
na expressao dos receptores TRAIL-R1 e R2 na membrana plasmatica, sensibilizando células
resistentes a apoptose induzida por TRAIL (ZHAO; LU; SHEN, 2012). E interessante observar
que os genes TRAIL-R1 e TRAIL-R2 nao apresentaram aumento na expressao, mesmo com

a regulagao positiva de TP53. Watcher e colaboradores (2013) demonstraram que a influéncia
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de p53 na forma wild-type ou mutada em induzir a morte via TRAIL depende do tipo celular e
pode variar apresentando um papel positivo, negativo ou irrelevante. Além disso, a apoptose
induzida por TRAIL independe de p53 (KHAIDER et al., 2012). O aumento de TP53 pode ser
um reflexo do dano causado a célula apds a exposi¢cao a droga. Também se observa uma
diminuigcao na expressao do gene CASP8 e um aumento no gene CFLAR, que codifica uma
proteina homologa a caspase 8, mas sem atividade proteolitica. Tendo em vista que a
quantidade de CFLAR em relagdo a caspase 8 seja maior, o aumento em TP53 nao seria
suficiente para orquestrar a execugdo da apoptose nessa linhagem, culminando numa
linhagem capaz de sobreviver com os danos causados pela droga, provocando
quimiorresisténcia. A proteina p53 codificada pelo gene TP53 é um regulador transcricional
que participa de multiplos processos celulares. Ao se ligar ao DNA, esta proteina controla a
expressdo de varios genes alvo que mantém a homeostase e integridade genémica. A
proteina p53 pode ativar o reparo de DNA efetuando a parada do ciclo celular durante a
transicao G1/S ou iniciar a apoptose quando o dano nao é reparado, evitando assim a
perpetuacdao de um DNA com danos (ZHANG, Y. et al., 2016). Células tumorais sem p53
funcional sdo mais resistentes a cisplatina em relacdo as células que apresentam essa
proteina funcional, tendo em vista que linhagens celulares resistentes a cisplatina voltam a
serem sensiveis apds a reconstituicdo com p53 wild-type. Além disso, a eficiéncia
quimioterapica de uma droga ndo depende apenas da sua habilidade em promover dano ao
DNA, mas também na habilidade da célula em detectar e responder a esse dano (BASU;
KRISHNAMURTHY, 2010). Vale ressaltar que de acordo com o ATCC, a linhagem SKOV-3
€ resistente a cisplatina e apresenta mutagao em TP53 (TATE et al., 2019).
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Figura 13: Perfil de expressao génica da linhagem SKOV-3 apoés tratamentos (n = 2).

Ja no tratamento com cisplatina em combinagao com rhTRAIL houve um perfil de expressao
diferencial ao encontrado com cisplatina isolado. Apesar da linhagem SKOV-3 ser TP53
mutado, observou-se um aumento na expressao desse alvo, seguido do aumento da
expressao de TRAIL-R3 e TRAIL-R4. O aumento em TP53 pode ser uma resposta ao dano
causado pelo tratamento. O primeiro nivel de regulagéo para conferir sensibilidade a TRAIL é
o nivel de expressao dos receptores na membrana celular das células. Um déficit nos
receptores de morte e um aumento nos receptores defectivos podem impedir que a apoptose
seja iniciada (MERINO et al., 2006). O receptor TRAIL-R3 nZo apresenta dominio
intracitoplasmatico e € ancorado ao glicosilfosfatidilinositol (GPI) na membrana celular
(AMARANTE-MENDES; GRIFFITH, 2015). Ja o receptor TRAIL-R4 pertence a classe de
receptores que apresentam um dominio intracitoplasmatico truncado, mas que podem conter
motivos interativos para TRAF na sua regido intracelular defectiva e dependendo da ligagao
de proteinas adaptadoras sao capazes de mediar um complexo de sinalizag&o e ativar outras
vias (XIE, 2013). Narayan e colaboradores (2016) demonstraram que o tratamento com
rhTRAIL sozinho ou combinado com cisplatina em linhagens de cancer cervical que

apresentavam uma menor expressdo de TRAIL-R4 em relacdo as linhagem que
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apresentavam niveis normais, exibiram maior indice de apoptose e menor viabilidade celular,
e que a apoptose mediada por rhTRAIL depende do balango de expressao entre os receptores
de morte (TRAIL-R1 e TRAIL-R2) e os defectivos (TRAIL-R3 e TRAIL-R4). Estudos in vitro
utilizando seis linhagens celulares de leucemia mieloide confirmaram a sensibilidade dessas
células frente ao tratamento com TRAIL quando estas expressavam TRAIL-R1 e TRAIL-R2.
Além disso, o tratamento das células com PI-PLC (fosfoinositida fosfolipase C), um inibidor de
GPI, conferia maior sensibilidade a TRAIL (CHAMULEAU et al., 2011). A expresséo de
receptores defectivos associados a tumores de ovario metastaticos ja foi relatada
anteriormente por nosso grupo de estudo. Braga e colaboradores (2012) demonstraram em
amostras clinicas de CO, que a expressao de TRAIL-R3 foi maior em tumores metastaticos
em relagdo a tumores primarios, atribuindo este fato as altas taxa de proliferagao e resisténcia
a apoptose encontrado em metastases, demonstrando a relagao destes receptores defectivos
com a agressividade da doenga e a resisténcia ao tratamento. Além disso, sabe-se que o
microambiente tumoral € composto por varias células mieloides, linfoides, fibroblastos e
células endoteliais que se comunicam com as células tumorais via intera¢des diretas ou sinais
bioquimicos. A expressao de TRAIL e dos TRAIL-R é regulada por varios fatores que
dependem do contexto celular. Apds ativagéo, as células NK medeiam a morte celular atraves
da liberagao de enzimas (perforina e granzima), ou via contato direto célula-célula através da
ativacao da via TRAIL (GONZALEZ; HAGERLING; WERB, 2018; PITT et al., 2016). Sendo
assim, o aumento na regulagao da transcricao de um gene que codifica um receptor defectivo
do sistema TRAIL apés o tratamento com cisplatina, estaria propiciando a evaséo a apoptose
das células tumorais frente ao sistema imune da paciente, pois quando as células NK se
ligassem ao receptor defectivo a apotose nao seria desencadeada, e quando se ligasse ao
receptor truncado, poderia ativar vias de sobrevivéncia, proliferacao e inflamacgao, podendo
este ser um mecanismo de quimiorrésisténcia. O’Leary e colaboradores (2016) demonstraram
em ensaios de co-cultura entre células tumorais de célon (Colo205) e fibroblastos dérmicos
humanos (representando uma populagao do estroma) que células estromais que expressam
em sua superficie o receptor defectivo TRAIL-R3 sao capazes de inibir a atividade de TRAIL
em até 80%, além disso, os fibroblastos desse ensaio foram tratados por 48h com TNF-y, e
foi observado um aumento consideravel na expressdao de TRAIL-R3 na membrana dessas
células, apontando para a possibilidade de que um microambiente inflamatério induz a
expressao de receptores defectivos levando a resisténcia tumoral a TRAIL. Inferindo que o
aumento na regulagcédo de TRAIL-R3 e TRAIL-R4 apés o tratamento com cisplatina e rhTRAIL
sera refletido na producao da proteina, pode-se dizer que este seria um mecanismo de
resisténcia desenvolvido pela célula em evadir a apoptose pela via TRAIL controlado pelo

sistema imune da paciente. E importante ressaltar que drogas derivadas da cisplatina ainda
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sdo utilizadas como linha principal de tratamento no CO, apesar dos mecanismos de
resisténcia adquiridos pelos tumores (ALDOSSARY, 2019).

Interessantemente, o gene com maior expressdo apds o tratamento das células com
cisplatina e rhTRAIL combinados foi RIPK1. RIPK1 é capaz de ativar NF-kB, apoptose e
necroptose. O aumento na expressao de TRAIL-R4 e RELA pode ser um indicio de que a via
de NF-kB esteja sendo ativada através de TRAIL-R4. Mesmo com a diminuicdo do gene
NFKB1, a proteina codificada por RELA é capaz de formar homodimeros e ativar a via de NF-
kB. A familia de NF-kB de fatores de transcricdo consiste em cinco membros, NFKB1/p50,
NFKB2/p52, RELA/p65, REL/c-Rel e RELB/RelB, os quais dividem um dominio homélogo Rel
na extremidade N-terminal (RHD), responsavel pela ligacao ao DNA a partir da homo ou
heterodimerizacdo (GRAHAM; GIBSON, 2005). O dominio de ativagao transcricional (TAD),
necessario para regulagcao positiva da expressao de outros genes, esta presente apenas em
RELA, REL e RELB. NFKB1 e NFKB2 reprimem a transcricdo, a menos que formem
heterodimeros com p65, c-Rel e RelB, ou se associem a outras proteinas com atividade
transcricional (HAYDEN; GHOSH, 2008). Estes fatores de transcricdo se ligam a regioes kB
que estao distribuidos por varios genes alvos. Com isso, em uma unica célula pode existir
diversas combinacdes diméricas entre estas proteinas. Esta combinacéo seria responsavel
pelos efeitos opostos de NF-kB em tipos celulares diferentes (DORRINGTON; FRASER,
2019). Neste contexto, RIPK1 pode desempenhar um papel ligado a sobrevivéncia celular,
progressao tumoral e inflamacgao, dependendo dos alvos que p65 ira regular. Ja o aumento
de RIPK1 seguida pelo aumento de CASP8 pode sugerir que a célula esteja morrendo por
apoptose. Um complexo de sinalizagao para apoptose pode ser formado por RIPK1, TRADD,
caspase-8 e FADD, conhecido também como ripoptossomo, pois caspase-8 inativa RIPK1
através de clivagem proteolitica e a ativagdo das caspases sao iniciadas. Li e colaboradores
(2018) demonstraram que o tratamento com APG-1387 (inibidor da familia IAP — proteinas
inibidoras da apoptose) nas células SKOV-3 induzia a formag¢ao de um complexo consistindo
nas proteinas RIPK1, FADD e caspase-8 levando a apoptose. E importante ressaltar como
RIPK1 pode desenvolver um papel duplo no CO, e este mecanismo foi elucidado por Zheng
e colaboradores (2020) utilizando a linhagem SKOV-3. Apds o knockout (KO) de RIPK1 nas
células, a proliferacéo celular foi diminuida, devido a parada do ciclo celular nas fases G2/M.
Além disso, células KO para RIPK1 apresentavam menor sensibilidade a cisplatina, em
relacdo as células wild-type, e este mecanismo estaria ligado a produgao de ROS dependente
de RIPK1. O aumento na expressado de RIPK1 também é acompanhado pelo aumento em
CFLAR. O gene CFLAR é responsavel por codificar a proteina c-FLIP, um homodlogo de
caspase-8 sem atividade catalitica. c-FLIP pode se ligar a FADD ou caspase-8 e inibir a

formacgao de DISC. O aumento desta proteina tem sido descrito como um dos maiores fatores
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de resisténcia que as células desenvolvem para evadir a apoptose via TRAIL e
quimioterapicos (SAFA; POLLOK, 2011). Alguns estudos demonstram que o silenciamento de
CFLAR reverte a resisténcia a apoptose via TRAIL (EL-GAZZAR et al., 2010; LI et al., 2011).
O aumento na expressado de CFLAR é acompanhado pelo aumento de RELA, e CFLAR é
regulado pelos fatores de transcricio de NF-kB (HUMPHREYS; ESPONA-FIEDLER;
LONGLEY, 2018). O gene CFLAR esta mais expresso que CASPS8 e se esta expresséao for
refletida na producédo de proteinas desses dois alvos, pode-se inferir que c-FLIP estaria
inibindo a apoptose e favorecendo a morte celular por necroptose, ja que o gene MLKL que
codifica a proteina final da cascata de necroptose também mostra um aumento em sua
expressao. Hernandez e colaboradores (2015) silenciaram caspase-8 nas células tumorais de
ovario Ovcar3 e Caov3 e em seguida trataram com Birinapant (inibidor de IAP). Foi observado
um aumento das proteinas RIPK1 e MLKL, demonstrando que na auséncia de caspase-8, a
morte celular pode ser desencadeada via necroptose. A necroptose € um tipo de morte celular
programada mediada por receptores, porém apresenta caracteristicas de necrose como
inchaco celular seguido pela ruptura da membrana plasmatica e ocorre na auséncia de
caspase-8. A necroptose é considerada uma morte celular inflamatdria devido a liberagao de
DAMPS (Padbdes Moleculares Associados a Danos), e a liberagcao dessas substancias sao
responsaveis pelo duplo papel que a necroptose exerce no processo de tumorigénese. A
liberacdo dos DAMPS pelas células necroptéticas pode fornecer antigenos as células
dentriticas ativando linfocitos T CD8+ através da apresentacdo cruzada, resultando na
eliminacdo das células tumorais, contribuindo assim para a imunidade anti-tumoral.
Entretanto, esses mesmos DAMPS também podem recrutar células inflamatdrias,
promovendo inflamagdo no micro ambiente tumoral, favorecendo a progressao tumoral
através da proliferacdo celular e metastase. A inflamacgao induzida pelos DAMPs na
necroptose é capaz de ativar a via de sinalizagdo de NF-kB, sendo assim, o aumento na
expressao do gene RELA pode ser uma resposta a necroptose que pode estar ocorrendo
nessas células apdés o tratamento de cisplatina e rhTRAIL em combinagdo. Huang e
colaboradores (2016) testaram o inibidor de proteassomo YSY0O1A nas células SKOV-3, e
observaram que a diminuigdo na expressao proteica de p65 e STAT3 era dose dependente,
além disso, quando as células eram tratadas com cisplatina e YSYO1A em combinagao, a
sensibilidade a cisplatina era maior. O inibidor de proteassomo estaria causando um stress
no reticulo endoplasmatico e impedindo a sintese de novo dessas proteinas. Este estudo
infere a relagdo entre resisténcia e p65 na linhagem SKOV-3. Giopanou e colaboradores
(2014) analisaram por imunohistoquimica a expresséo de p65 em amostras de ovario normal
e carcinoma de ovario. As amostras de ovario normal apresentaram uma expressao negativa,
enquanto que nas amostras de carcinoma de ovario foi observada uma alta expressao,

sugerindo que pode existir uma forte correlagdo entre a progressdo tumoral e p65 na
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carcinogénese ovariana. Por fim, no tratamento com rhTRAIL destacou-se 0 aumento da
expressao de NFKB1 e RELA. Apesar da expressao dos receptores TRAIL que ativam a via
de NF-kB ndo acompanharem esse aumento na expressao, este resultado sugere que o
tratamento com rhTRAIL tem uma tendéncia de ativar a progressao tumoral nesta linhagem

celular.

4.4 SILENCIAMENTO CELULAR DE TRAIL-R2

O receptor TRAIL-R2 apresenta funcionalidade mais diversa entre os receptores TRAIL:
sinalizagdo para apoptose, sinalizagcdo para via de proliferacdo, inflamacdo, migracao,
maturacdo de miRNAs, além dos diversos mecanismos que a célula desenvolve para diminuir
a expressao deste na superficie da membrana celular. O silenciamento génico leva a redugao
na expressao de uma proteina alvo, e € uma importante ferramenta que permite estudar e
elucidar a funcédo de um gene num estado normal ou de doenca da célula (ZIMMER et al.,
2019). Seguindo os estudos ja desenvolvidos no laboratdrio sobre este receptor, e tendo como
ponto de partida os ensaios de expressao génica onde se detectava a presenga do mRNA, o
kit de silenciamento foi adquirido a fim descrever o papel deste receptor na carcinogénese
ovariana. Entretanto, os achados imunofenotipicos mostraram, que uma regulacdo pos-
transcricional esta ocorrendo nessa linhagem e impedindo a expressao da proteina. Apesar
disso, no ensaio de silenciamento com tempo de 72h foi possivel obter um silenciamento do
MRNA de TRAIL-R2 de 88,3% (Figura 14). Foi utilizada a formula (1-AACq) x 100 para calcular
a porcentagem de silenciamento, e a normalizacdo dos valores foi feita com as células
controle que néo sofreram transfecgéo e o gene endégeno GAPDH. Na figura 15 uma parte
do mRNA de TRAIL-R2 esta demonstrado e em destaque a sequéncia que um dos siRNA ira
reconhecer por complementariedade de bases para promover a degradacao desse mRNA. O
ensaio mostrou reducdo de mRNA para TRAIL-R2, mas nossos estudos mostraram
simultaneamente a auséncia da proteina na membrana, citoplasma e nucleo. Entido, ensaios
sobre o comportamento da célula silenciada deixaram de fazer sentido por ela ja ser silenciada
para este gene ou por apresentar regulagao pos-transcricional que impedem a tradugao da
proteina TRAIL-R2. Logo 0s nossos resultados ja mostram como uma célula sem TRAIL-R2

responde ao tratamento quimioterapico ou por rhTRAIL.

Dados anteriores do nosso grupo de pesquisa (ainda ndo publicados) mostraram que a
linhagem SKOV-3 é refrataria ao tratamento com paclitaxel, outro quimioterapico usado no
tratamento do CO, e que apds a exposicao a droga, ha o enriquecimento de subpopulagdes
de células tronco do cancer (CSC’s). Quando tratada com cisplatina, houve crescimento de
outra subpopulagédo celular ainda nédo descrita pela literatura. Logo, o comportamento dessa

linhagem mostra a capacidade de evasao a apoptose, confirmada pelo crescimento dessas
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células em modelo xenografico da CAM ex-vivo (dados do grupo). Apesar dos ensaios
posteriores ao silenciamento nao terem sido realizados, a otimizacao deste ensaio possibilita

0 seu uso para estudos futuros sobre este receptor.

silenciamento TRAIL-R2
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Figura 14: Porcentagem de silenciamento de TRAIL-R2 obtido na linhagem SKOV-3

>NM 00384Z2.5 Homo sapiens TNF receptor superfamily member 10b
(TNFRSF10B), transcript variant 1, mENA

1081 CAGAAGCTGA RAAGGTCTCAG AGGAGGAGGC TECTGETTCC AGCAAATGAR GGTGATCCCA
1141 CTGAGACTCT GAGACAGTGC TTCGATGACT TTGCAGACTT GGTGCCCTTT GACTCCTGGE
1201 AGCCGCTCAT GRAGGRAGTTE GECCTCATGE ACARTGRAGAT RAARAGGTGGCT ARACGCTGRGE
128l CAGCGGGCCA CARAGGGACACC TTGTACACGA TGCTCEATARR GETGGETCRAC RRRACCGEGGED
sense siRNA 5' CUGAUARR GUGEGUCAARC ATT3'
antisense siRNA 3" ACGACUAUUU CACCCAGUUG US'

Figura 15: Alinhamento da sequéncia do siRNA com o mRNA de TRAIL-R2.
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5. CONCLUSOES

O tratamento do cancer de ovario tem se mantido sem grandes avangos nas ultimas quatro
décadas. Apesar da boa resposta inicial ao tratamento com cisplatina, grande parte das
pacientes apresenta recidiva associada a quimiorresisténcia, culminando na baixa taxa de
sobrevida. A descoberta do ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF (TRAIL) como um
promissor agente terapéutico no cancer nao apresentou resultados significativos nos estudos
clinicos. Entretanto, a falta de conhecimento do mecanismo do sistema TRAIL/TRAIL-R pode
ser a principal causa na falha terapéutica. Resumir a funcionalidade do sistema TRAIL/TRAIL-
R a apenas dois receptores defectivos e dois receptores de morte tém se provado ineficiente
ao tratamento da carcinogénese. Isto por que os receptores de morte TRAIL-R1/R2 podem
desencadear apoptose nas células, mas, além disso, também regulam vias associadas a
proliferacao, inflamacgao e migracao, dependendo do status de caspase 8 na célula. O receptor
defectivo TRAIL-R3 nao é capaz de transduzir nenhum sinal a célula, mas pode “sequestrar”
TRAIL para que néo se ligue aos receptores de morte. Em contrapartida, o receptor defectivo
TRAIL-R4 apresenta um dominio truncado que permite o recrutamento de proteinas que
ativam uma via de sobrevivéncia, e que também sinalizem para outro tipo de morte celular
programada: a necroptose. Esta diversidade de possibilidades que os receptores TRAIL
possuem podde ser visualizada nos ensaios de expressdo génica, pois cada tratamento
resultou em uma regulacéo transcricional diferente. Nos trés tratamentos aplicados, um perfil
anti-apoptético foi visto. A cisplatina segue sendo o quimioterapico padrao de primeira linha
no tratamento para o cancer de ovario, e apesar da sua capacidade de promover apoptose,
varias células irdo adquirir resisténcia pela habilidade de evadir a apoptose e assim propagar
danos. Em nossos estudos, apesar do aumento em TP53, este n&o foi capaz de regular
positivamente os receptores de morte, e também nao foi observado o aumento em CASPS.
No tratamento com rhTRAIL, o aumento em NFKB1e RELA evidenciou que a célula apresenta
um perfil voltado para a progressao tumoral, e mesmo na presenca do ligante, nenhum dos
receptores de morte teve aumento em sua expressao. Por fim, no tratamento com cisplatina
e rhTRAIL combinados, os alvos com aumento em sua expressao também apresentaram uma
maior tendéncia em ativar mecanismos de sobrevivéncia. Além disso, 0 mecanismo de morte
ativado frente a este tratamento tem maior tendéncia para necroptose em relacéo a apoptose.
Estes mecanismos de regulagao observados podem culminar na falha terapéutica. A linhagem
celular SKOV-3 é descrita como metastatica, e esta pode ser uma explicacdo para os
resultados encontrados neste trabalho. Sendo assim, este trabalho reforca que o
conhecimento da biologia do tumor se mostra de extrema importancia para a melhoria no

prognéstico e sobrevida das pacientes, tendo em vista que o tratamento padrao é aplicado de
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forma indiscriminada. Enquanto os protocolos de tratamento permanecem fixos e inalterados,

a biologia do cancer é um sistema altamente dinamico.
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7. ANEXOS

1 - OTIMIZAGAO DOS INICIADORES
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== 200nM FW
250nM FW

= 300nM FW

Otimizagéo da concentragéo dos iniciadores do gene TRAIL-R1 por RT-gPCR. Curva de amplificagédo
e dissociagao obtidas da reagdo de RT-qPCR para a otimizacao dos iniciadores de TRAIL-R1. Menor

valor de Ct obtido nas concentracdes 250 nM FW/300 nM RV.
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Otimizagdo da concentragéo dos iniciadores do gene TRAIL-R2 por RT-gPCR. Curva de amplificagédo
e dissociagao obtidas da reagdo de RT-qPCR para a otimizacao dos iniciadores de TRAIL-R2. Menor

valor de Ct obtido nas concentragdes 250 nM FW/200 nM RV.
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Otimizag&o da concentragéo dos iniciadores do gene TRAIL-R3 por RT-gPCR. Curva de amplificagédo
e dissociagao obtidas da reagdo de RT-qPCR para a otimizacao dos iniciadores de TRAIL-R3. Menor

valor de Ct obtido nas concentragdes 200 nM FW/300 nM RV.
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Otimizacao da concentracao dos iniciadores do géne TRAIL-R4 por RT-qPCR. Curva de amplificacao
e dissociagao obtidas da reagdo de RT-qPCR para a otimizacao dos iniciadores de TRAIL-R4. Menor

valor de Ct obtido nas concentragdes 250 nM FW/250 nM RV.
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Otimizagdo da concentragéo dos iniciadores do gene RIPK1 por RT-qPCR. Curva de amplificagédo e
dissociagado obtidas da reagédo de RT-gPCR para a otimizag&o dos iniciadores de RIPK1. Menor valor

de Ct obtido nas concentragdes 300 nM FW/300 nM RV.
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Otimizacdo da concentragdo dos iniciadores do gene MLKL por RT-gPCR. Curva de amplificagédo e
dissociagado obtidas da reacdo de RT-gPCR para a otimizagao dos iniciadores de MLKL. Menor valor
de Ct obtido nas concentragdes 300 nM FW/200 nM RV.
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Otimizagéo da concentragéo dos iniciadores dd gene NFKB1 por RT-gPCR. Curva de amplificagédo e
dissociacao obtidas da reagédo de RT-qPCR para a otimizag&o dos iniciadores de NFKB1. Menor valor

de Ct obtido nas concentragées 300 nM FW/200 nM RV.
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Otimizagédo da concentragédo dos iniciadores do gene RELA por RT-gPCR. Curva de amplificagcéo e
dissociacdo obtidas da reacdo de RT-gPCR para a otimizagao dos iniciadores de RELA. Menor valor

de Ct obtido nas concentragdes 300 nM FW/300 nM RV.
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Otimizagéo da concentragao dos iniciadores do gene TP53 por RT-gPCR. Curva de amplificagéo e
dissociacado obtidas da reagéo de RT-gPCR para a otimizagéo dos iniciadores de TP53. Menor valor

de Ct obtido nas concentragdes150 nM FW/250 nM RV.
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Otimizagao da concentragao dos iniciadores do gene CASPS8 por RT-gPCR. Curva de amplificagéo e
dissociacao obtidas da reagdo de RT-gPCR para a otimizag&o dos iniciadores de CASP8. Menor valor

de Ct obtido nas concentragdes 300 nM FW/300 nM RV.
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Otimizagao da concentragao dos iniciadores do gene CFLAR por RT-gPCR. Curva de amplificagéo e
dissociacado obtidas da reagdo de RT-gPCR para a otimizagao dos iniciadores de CFLAR. Menor valor

de Ct obtido nas concentragdes 250 nM FW/200 nM RV.
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Otimizacao da concentragao dos iniciadores do gene RPL13A por RT-gPCR. Curva de amplificagéo e
dissociagao obtidas da reagdo de RT-gPCR para a otimizagéo dos iniciadores de RPL13A. Menor valor

de Ct obtido nas concentragées 300 nM FW/300 nM RV.
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Otimizagéo da concentragdo dos iniciadores do gene ALAST por RT-qPCR. Curva de amplificagéo e
dissociagado obtidas da reagao de RT-qPCR para a otimizagao dos iniciadores de ALAS7. Menor valor
de Ct obtido nas concentragdes 300 nM FW/300 nM RV.



