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RESUMO

O cancer representa uma das principais causas de morte em todo o mundo. Estima-
se que em 2008 7,6 milhdes de pessoas morreram em consequéncia dessa
condi¢cao patologica. No Brasil, o cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais
comum e sao esperados 49 mil novos casos em 2010. O diagnéstico e o tratamento
desse tipo de cancer permanecem como desafios. A caracterizagdo de novas
linhagens celulares é uma ferramenta importante para a compreensdo dos
processos bioldgicos envolvidos no cancer e as respostas induzidas pelos
tratamentos disponiveis. No presente estudo foram usadas duas novas linhagens de
células de céncer de mama humano estabelecidas a partir de fragmentos de tumor
primario: MACL-1 e MGSO-3. A susceptibilidade dessas linhagens ao tratamento
com radiagao ionizante (RI) foi comparada com aquela da linhagem comercial MDA-
MB-231, derivada de sitio de metastase. A Rl (10 ou 20 Gy) induziu redugao da
viabilidade celular e morte, mensurada por meio do ensaio de fragmentagdao do
DNA, 48 e 72 h apds o tratamento. Além disso, apds 48 h, foi observado aumento da
porcentagem de células apoptoticas. O tratamento com 20 Gy reduziu, também, a
sobrevivéncia clonogénica. Porém, quando mantidas em cultura apos o tratamento
com RI (20 Gy), as células das trés linhagens recuperaram-se em 21 dias e a
viabilidade celular dessas culturas foi semelhante aquela das culturas que nao foram
previamente expostas a radiagdo, sugerindo que apresentam fendtipo
radiorresistente. O inibidor de caspases zZVAD-FMK inibiu a fragmentacdo do DNA e
a redugao de viabilidade celular induzidas pela RI, sugerindo o envolvimento de
caspases na morte celular induzida pela RI. De fato, o tratamento com RI (20 Gy, 24
h) ativou caspase-9 nas linhagens MACL-1 e MDA-MB-231, mas ndo em MGSO-3.
Além disso a Rl (20 Gy, 30 h) induziu ativacdo das caspases 8 e 3 nas trés
linhagens usadas. Apesar de ter sido demonstrado que a RI induz citotoxicidade,
nao foi detectada alteracdo na expressao protéica, avaliada por eletroforese
bidimensional, 24 ou 30 h apods o tratamento de células da linhagem MDA-MB-231
com 20 Gy. Por meio de eletroforese bidimensional e espectrometria de massas foi
demonstrado que existem diferengas no perfil de expressao protéica das linhagens
MACL-1 e MGSO-3 em relagdo a células obtidas a partir de tecido de mama
saudavel. Em conjunto, esses resultados sugerem que as novas linhagens de
cancer de mama humano MACL-1 e MGSO-3 podem ser uteis em estudos para
compreender a radiobiologia do céancer de mama e contribuir para o
desenvolvimento racional de modelos para o estudo do tratamento do cancer bem
como para a identificacdo de marcadores para esse tipo de cancer.

PALAVRAS CHAVE: cancer de mama, linhagem celular, radiacado ionizante, morte
celular, apoptose, proteoma.



SUMMARY

Cancer represents a major cause of death worldwide. It is estimated that in 2008 7.6
million people died as a consequence of this disease. In Brazil, breast cancer is the
second most common type of cancer and 49 000 new cases are expected in 2010.
The diagnosis and treatment of this cancer remain as challenges. The
characterization of new cell lines is an important tool to understand the biological
processes involved in cancer treatments. In the present study we used two newly
established epithelial human breast cancer cell lines from primary sites MACL-1 and
MGSO-3 and compared their susceptibility to the treatment with ionizing radiation
(IR) with the commercial cell line MDA-MB-231. In the doses used (10 or 20 Gy), IR
induced a reduction in cell viability and cell death, measured as DNA fragmentation,
at 48 and 72 h after treatment. In addition, 48 h after treatment with IR we observed
an enhancement in the percentage of apoptotic cells. The broad-range caspases
inhibitor zZVAD-FMK inhibited IR cytotoxicity, suggesting the involvement of caspases
in cell death induced by this treatment. After 24h, treatment with IR activated
caspase-9 in MACL-1 and MDA-MB-231 but not in MGSO-3 cells. Thirty hours after
treatment with IR (20 Gy), we observed an activation of caspases 8 and 3. Although
it was shown that IR induces cytotoxicity no alterations were detected in protein
expression, assessed by two-dimensional electrophoresis, 24 or 30 h after treatment
of MDA-MB-231 with 20 Gy. Through two-dimensional electrophoresis and mass
spectrometry it was shown that there are differences in protein expression profile of
strains MACL-1 and MGSO-3 when compared to cells obtained from healthy breast
tissue. Together, these results suggest that the newly established human breast
cancer cell lines, MACL-1 and MGSO-3, may be useful in studies of breast cancer in
defining basic mechanisms in molecular and cellular radiobiology and may contribute
to the rational design of future models of cancer therapies as well as the identification

of markers for this type of cancer.

KEY WORDS: breast cancer, cell line, ionizing radiation, cell death, apoptosis,
proteome.
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1 INTRODUGAO

O céancer é uma condi¢ao patoldégica que atinge milhares de individuos a cada ano e
que aflige a espécie humana desde tempos remotos. O primeiro relato de cancer foi
descoberto em um papiro egipcio de 1600 a.C. em que estao descritos oito casos de
tumores no seio para os quais ndo havia tratamento. A origem do termo cancer é
atribuida ao médico grego Hipocrates, em 400 a.C., que denominou certos tumores
de carcinomas, devido a semelhancga dos vasos sanguineos desses tumores com o
formato das patas de caranguejos. Cancer, a palavra latina para caranguejo, foi um
termo introduzido pelo médico romano Celsus e o termo oncos, palavra grega para
tumor, foi associado ao cancer por outro médico romano, Galeno (The history of

cancer, 2010).

A oncologia como ciéncia surgiu em 1761, com os estudos de Giovanni Morgagni de
Padua os quais relacionavam a doencga dos individuos a achados patolégicos apos a
morte. Nessa mesma época, o cirurgido escocés John Hunter sugeriu que alguns
tipos de cancer poderiam ser tratados por remocgéo cirurgica do tumor, o que se
tornou um procedimento corriqueiro cerca de um século depois, com o surgimento
da anestesia (The history of cancer, 2010). Em 1952, o oncologista britanico Willis
definiu o cancer como uma massa anormal de tecido, cujo crescimento ultrapassa e
nao € coordenado com o dos tecidos saudaveis e persiste na mesma maneira
excessiva depois da interrupcao dos estimulos que deram origem a mudanga (Willis,
1952).

Apesar do volume de estudos que abordam o cancer, a compreensao dos
mecanismos responsaveis pelo estabelecimento dessa condigao patologica continua
incompleta. Diferentes teorias tentam explicar o surgimento de células neoplasicas e
o0 desenvolvimento do tumor. Uma delas, a teoria da evolugao clonal, tem sido
amplamente discutida e defende que o surgimento do cancer é analogo a um

processo de evolugao darwiniana. Nesse processo, células somaticas adquirem
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mutagdes aleatoriamente e os fendtipos resultantes sdo gradualmente selecionados.
Alguns desses fenotipos s&o deletérios e as células com a mutagdo morrem. Por
outro lado, certas mutagcbes conferem a célula maior capacidade de proliferar e
sobreviver em condi¢gdes pouco favoraveis. Ocasionalmente, uma célula adquire
mutagdes suficientemente vantajosas que conferem capacidade invasiva as células
tumorais e permitem sua multiplicagdo mais intensa em relagdo as demais células do
tecido. O conjunto dessas e outras alteragdes resulta na formagao de uma neoplasia
(Stratton et al, 2009).

Sabe-se que a relagdo entre alteracbées no genoma e o surgimento do céncer foi
descrita entre o final do século 19 e o inicio do século 20 por David Von Hansemann
e Theodor Boveri. Em seus estudos, esses pesquisadores observaram a presenga
de aberragbes cromossémicas em células tumorais. Mais tarde, foi demonstrado que
agentes mutagénicos e que causam danos no DNA também causam céancer. Por
fim, a importancia do genoma foi demonstrada pela conversao de células de fenoétipo
normal em células cancerigenas por meio da introdugdo do DNA gendmico de
células tumorais em células normais (Krontiris, Cooper, 1981; Shih et al, 1981).
Atualmente, estudos demonstram que o tipo e o numero total de mutagcbes que
podem ser observadas em diferentes tumores sao bastante amplos podendo variar
de 1.000 a 100.000 (Stratton et al, 2009).

Apesar de as alteragbes genéticas serem bastante frequentes em canceres, existem
questionamentos sobre o conceito de que seriam as unicas responsaveis pelo
surgimento das neoplasias. Outra teoria visa explicar a formacédo de tumores e sua
resisténcia aos tratamentos clinicos baseada na existéncia de uma populagao de
células tronco tumorais. Elas representariam uma sub-populagdo de células
iniciadoras que dariam origem as células mais diferenciadas da massa tumoral
(Wicha et al, 2006). Por terem a capacidade de se auto-renovar e por serem pouco
diferenciadas, as células tronco tumorais podem dar origem a diferentes tipos
celulares. Essas células sao resistentes a apoptose e, portanto, apresentam maior
resisténcia as terapias convencionais (Gil et al, 2008). De fato, existem estudos que
demonstram a existéncia de células com caracteristicas de células tronco em

tumores de mama (Al-Hajj et al, 2003), cabegca e pescogo (Prince et al, 2007) e
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pancreas (Li et al, 2007), entre outros (Harper et al, 2010). Porém, os varios tipos de
cancer podem ter seu surgimento atribuido a causas distintas e complementares e
apresentam fatores de risco variados. Além disso, apresentam freqiéncia e
distribuicdo desigual na populagao e, independente dos mecanismos responsaveis
por sua formagao, consistem em uma condig&o patolégica complexa que pode afetar

diversos tecidos e 6rgéos.

Atualmente, o termo cancer refere-se a mais de 100 tipos de doencas (Stratton et al,
2009). Atée 2008, a Agéncia Internacional para a Pesquisa do Céancer, 6rgao ligado a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS), relacionou cerca de 100 fatores fisicos,
quimicos e biolégicos como carcinogénicos. Entre os fatores fisicos, a exposi¢cao a
radiagao ultravioleta esta associada, por exemplo, ao desenvolvimento de cancer de
pele (Massari et al, 2007). Asbestos, hidrocarbonetos aromaticos e tabaco
representam importantes fatores quimicos de risco para o desenvolvimento de
cancer de pulmao (Veglia et al, 2007). Além de fatores ambientais, que s&o
responsaveis por cerca de 95% dos carcinomas, fatores genéticos estao associados
a 5% dos canceres em humanos (Sonnenschein, Soto, 2008). Nesses casos,
alteracdes genéticas hereditarias favorecem o surgimento de neoplasias. Como
exemplo, mutagcées nos genes BRCA-1 e 2 aumentam a susceptibilidade aos
canceres de mama e ovario (Lynch et al, 2008). Por sua vez, a translocagao entre os
cromossomos 9 e 22, esta relacionada a um tipo especifico de cancer, a leucemia

mieldide crénica (Nowell, Hungerford, 1960).

Essas alteracbes genéticas presentes em neoplasias resultam em diferentes graus
de alteracao fenotipica (Figura 1). Como exemplo, pode haver aumento da
expressao de receptores para fatores de crescimento (Adriaenssens et al, 2008;
Dawood et al, 2008), favorecendo a proliferagao celular. Dois membros da familia do
receptor de fator de crescimento epidermal (EGF ou HER) tiveram sua
superexpressao descrita em diferentes tipos de cancer. O EGFR esta superexpresso
em até 80% dos tumores de cabeca e pescoco e de células escamosas do pulmao
(Kumar et al, 2005, p.281) enquanto o HER-2 esta amplificado em aproximadamente

25% dos carcinomas de mama (Hayes, Thor, 2002).
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Figura 1 — Representacdo esquematica dos principais mecanismos envolvidos na

oncogénese. Modificado de Hanahan e Weinberg (2000).

Outra alteragao fenotipica importante em células tumorais € a reducédo da apoptose
(Wendt et al, 2006; Toillon et al, 2007) e o desenvolvimento de mecanismos que
tornam possiveis a sobrevivéncia e a proliferacdo de células com DNA danificado.
No cancer de mama, por exemplo, genes associados a apoptose, entre eles BRCA-1
e BRCA-2 podem estar mutados. Além disso, inUmeras proteinas reguladoras da
apoptose tem a expressado alterada, o que também resulta em desregulagdo do

controle da morte celular programada (Di Pietro et al, 2009).

Também é comum ocorrer reativagao da enzima telomerase (Yano et al, 2002; Ernst
et al, 2006; Calcagnile, Gisselsson, 2007), uma transcriptase reversa responsavel
pela adicdo de sequéncias TTAGGG a extremidade 3' do DNA formando os
telébmeros (Figura 2). A principal fungcédo dos teldbmeros & proteger a porgao terminal
dos cromossomos prevenindo a fusdo dos mesmos e a degradagao de regides
codificadoras (De Lange, 2005). A cada divisdo celular, uma parte do teldmero é
perdida uma vez que a DNA polimerase nao é capaz de copiar a porgcéo terminal dos
cromossomos. A medida que divisdes celulares se sucedem ha encurtamento dos
teldbmeros nas células somaticas que ndo possuem a telomerase ativa (Harley et al,

1990) e as células param de se dividir indefinidamente. A reativacao da telomerase
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em células de neoplasias previne o0 encurtamento dos teldbmeros e,
consequentemente a senescéncia replicativa e a apoptose que resultam da intensa

proliferagdo dessas células (Hahn et al, 1999).

Telomerase

RNA
template -

DNA

Nucleotide

Figura 2 — Representagcdo esquematica da enzima telomerase evidenciando o molde de

RNA necessario para a sintese dos teldmeros na extremidade do DNA.

Além de se dividir intensamente, as células de cancer podem ter capacidade
invasiva e formar metastases. Uma vez que adquirem essa habilidade, as células
cancerigenas atingem a circulacdo linfatica e sanguinea e se estabelecem em
tecidos distintos daquele de origem, dando inicio a novos tumores (Hanahan,
Weinberg, 2000). Sabe-se que altera¢gdes na expressao de moléculas de adesédo
célula-célula desempenham papel importante na invasividade de células tumorais
(Johnson, 1991).

Nesse aspecto, a ativagdo de um programa génico de transigdo epitelial-
mesenquimal € apontada como grande facilitadora da metastase. Alguns
reguladores de transcri¢cao, entre eles SNAI1 e SNAI2, inibem a expressao de genes
que codificam proteinas epiteliais: citoqueratinas, E-caderina, B-catenina entre
outras. Concomitantemente, induzem a expressdao de vimentina e N-caderina,
caracteristicas de células mesenquimais (Thiery, Sleeman, 2006). Estudos tém sido
realizados com o objetivo de ampliar os conhecimentos a respeito das metastases

(Gupta et al, 2007; Minn et al, 2007; Gjerdrum et al, 2010) uma vez que as mesmas
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estdo relacionadas a grande parte das mortes de pacientes com cancer (Hanahan,
Weinberg, 2000; Gupta et al, 2005).

Esse amplo conjunto de dados obtidos a partir de avaliagbes experimentais e
clinicas demonstram que, de forma geral, as células de cancer apresentam defeitos
em vias de regulacédo de proliferagdo celular e homeostase. Entretanto, apesar dos
rapidos avangos na pesquisa do cancer, essa condi¢cao patoldgica permanece como
um grande desafio para os sistemas de saude. Atualmente, o cancer representa
uma das principais causas de morte em todo o mundo. De acordo com a OMS, cerca
de 7,6 milhdes de pessoas morreram em consequéncia do cancer em 2008 e
estima-se que os 6bitos ultrapassem 11 milhdes em 2030 (WCR_2008). No Brasil,
de acordo com dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA), 17% dos o&bitos
registrados em 2007 tiveram como causa o cancer. Esse percentual so6 foi superado

pelas doencas que afetam o aparelho circulatério.

Dentre os diferentes tipos de cancer, aquele com maior numero de casos previstos
no Brasil é o cancer de pele ndo-melanoma (114 mil casos em 2010). Nas mulheres,
0 cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais comum e estima-se que em
2010 sejam registrados 49 mil novos casos, cerca de 10% de todos os casos de
cancer previstos para esse periodo no pais (ESTIMATIVA, 2010). O céancer de
mama afeta, principalmente, mulheres acima dos 40 anos (Mcpherson et al, 2000).
Grande parte desses tumores se inicia no epitélio de revestimento dos ductos ou dos
I6bulos, glandulas individualizadas separadas por tecido conjuntivo denso e
constituidas por inumeros ductos (figura 3) (Junqueira e Carneiro, 2008, p. 448).
Quando o carcinoma de mama restringe-se a sua origem o cancer é considerado in
situ. Por sua vez, o tumor de mama invasivo espalha-se no tecido adjacente, sendo
que o grau de comprometimento esta relacionado ao estadio da doenga. Do ponto
de vista clinico, podem ser identificadas diversas subclasses de cancer de mama
com diferencas nas caracteristicas histopatoldgicas, no padrdo de organizacao
celular e na expressao de receptores hormonais (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER, 2004). Esses fendtipos tumorais estdo associados a fatores genéticos e
epigenéticos (Dejeux et al, 2010). Também existem evidéncias de que podem ser

determinados pelo tipo celular do qual o tumor deriva (Ince et al, 2007).
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Apesar de ser considerado como um céancer de bom progndstico, a mortalidade por
cancer de mama continua elevada e a sobrevida apds cinco anos mantém-se
reduzida (61% dos pacientes). Em parte, a dificuldade no controle desse tipo de
cancer pode ser atribuida ao fato de muitas pacientes evitarem o acompanhamento
meédico. Isso porque a deteccdo do cancer de mama tem resultados devastadores
na auto-estima da mulher e, frequentemente, € acompanhada por depresséo,
ansiedade e outras desordens psiquicas (Bish et al, 2005; Harbeck, Haidinger,
2007). Entretanto, os principais problemas no controle do cancer de mama sao

associados ao diagndstico.

Linfonodo
sentinela

Figura 3 — Representacdo esquematica da anatomia da mama evidenciando os I6bulos e

ductos que formam a glandula mamaria e o linfonodo sentinela.

Atualmente, a abordagem anatomopatoldgica é a principal ferramenta usada para
diagnosticar e classificar o cancer de mama. O Ministério da Saude em parceria com
o INCA publicou em 2004 um consenso que se baseia em documentos
internacionais para definicdo de protocolos de diagndstico, tratamento e
acompanhamento de pacientes com cancer de mama. De acordo com o0 consenso, 0
diagndstico deve incluir a descrigdo de determinadas caracteristicas do tumor como:
tamanho, tipo e grau histologicos e invasdo vascular peritumoral. Além disso, a
identificacdo de linfonodos comprometidos e a avaliagio do grau de

comprometimento dos mesmos e das margens cirurgicas de ressecgdo sao
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importantes para definicdo de diagndstico e progndstico (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER, 2004).

Outra ferramenta de grande utilidade para auxiliar na classificagcdo do cancer de
mama é a investigacdo de marcadores moleculares. Esse tipo de analise concentra-
se na dosagem de receptores de estrégeno e progesterona, sendo que o tumor é
considerado positivo para esses marcadores quando mais de 1% das células
expressam essas proteinas. Além disso, deve-se considerar a expressao de HER-2

na definicdo do tratamento (Abramovitz, Leyland-Jones, 2006).

Em conjunto, as informagdes obtidas com a avaliacdo histopatoléogica e a
investigacao de marcadores moleculares permitem classificar o tumor de mama e
definir seu estadiamento. Assim, & possivel estabelecer a modalidade terapéutica a
ser usada com base no quadro de cada paciente (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER, 2004). Uma das possibilidades de tratamento é a remogao cirurgica do
tumor. A paciente pode, também, ser submetida a radioterapia, quimioterapia,
imunoterapia e terapia hormonal. O uso de quimioterapia ou radioterapia associada
a cirurgia tem se tornado cada vez mais comum devido as crescentes evidéncias de
que esse tipo de abordagem aumenta a sobrevivéncia e a sobrevida das pacientes.
Além disso, a associagao de quimioterapicos também tem se mostrado util nos
casos em que ha metastases ou resisténcia a algum tipo de tratamento (Cox et al,
2006; Narayanan, Taylor, 2007; Chargari et al, 2009).

A quimioterapia do cancer de mama tem apresentado evolugdes significativas nos
ultimos anos. Entre os farmacos mais amplamente usados no tratamento desse tipo
de neoplasia, podem ser citados a doxorrubicina, a ciclofosfamida e os taxanos,
como o paclitaxel (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2004; Seidman et al, 1995;
Seidman et al, 2008). Entretanto, esses e outros quimioterapicos tradicionais
apresentam mecanismos de acao inespecificos, o que resulta na ocorréncia de
graves reagdes adversas. Como exemplo, pode-se citar os taxanos, que induzem
seus efeitos por meio da estabilizacdo de microtubulos causando inibicao da divisao

celular. A acédo dessas substancias em células de tecidos saudaveis pode causar
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neuropatia, estomatite, queratopatia e trombocitopenia (Ibrahim et al, 2002; Seidman

et al, 2008), reagdes adversas graves que debilitam bastante a paciente.

Entretanto, estdo disponiveis farmacos mais seguros e eficazes que interferem com
alvos associados a fenétipos caracteristicos de células tumorais como a expressao
de receptores de hormdbnio (Lewis et al, 2010) ou para fator de crescimento
(Cobleigh et al, 1999). Como exemplos desses tipos de quimioterapicos podem ser
citados o trastuzumab e o pertuzumab, anticorpos monoclonais que se ligam ao
HER-2, inativando-o. Estudos demonstram que cerca de 25% das neoplasias de
mama superexpressam essa proteina (Hayes, Thor, 2002) a qual pode contribuir
para um mau prognostico (Sawaki et al, 2006). Quando associado ao paclitaxel, o
trastuzumab reduz de forma significativa a evolugdo da doenca e mesmo a terapia
apenas com este farmaco é eficaz nos casos em que ha superexpressao de HER-2.
Por sua vez, o pertuzumab associado ao inibidor de tirosina cinase, erlotinib, é eficaz
em modelos de diversos tipos de cancer independente da expressdo de HER-2
(Hatake et al, 2007).

Apesar das evolugdes na terapia do cancer de mama, o tratamento de pacientes
com tumores que ndao podem ser completamente removidos ou de pacientes que
apresentam alto risco de recorréncia e metastases ainda representa um desafio. Por
ser uma doenca complexa e multifatorial, o tratamento do cancer de mama requer a
associagao de diferentes abordagens terapéuticas. Além da quimioterapia, a
radioterapia € frequentemente usada, sendo associada ou ndao a outras terapias
(Dewar, 2006; Fayanju et al, 2007). A radioterapia baseia-se na exposi¢cao da parte

do corpo afetada pelo tumor a uma fonte de raios y ou X.

Essas radiagcdes s&o ondas eletromagnéticas de alta energia. Ao interagir com a
matéria, induzem ionizacdo dos atomos e moléculas e, por essa razao, sao
denominadas radiagdes ionizantes (RI). Ao interagir com células e tecidos, a RI
induz a formacao de espécies reativas de oxigénio que, por sua vez, danificam,
entre outras moléculas, o DNA (Mozdarani et al, 2007). Entre as alteragdes
observadas no DNA, podem ser citadas trocas de bases e quebras simples e duplas.

Os danos causados pela Rl sdo mais intensos em células pouco diferenciadas, que
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apresentam intenso metabolismo e alta taxa de proliferagcdo. Assim, células tumorais
seriam mais afetadas pela radioterapia do que células diferenciadas, conforme a lei
de Bergonie e Tribondeau (1906). Os danos no DNA induzidos pela RI séo
detectados por proteinas nucleares que desencadeiam mecanismos de reparo. Os
inumeros mecanismos destinados a manutencdo da estabilidade gendmica
asseguram a transmissao precisa da informagéo genética no seu fluxo até a sintese

de proteinas (Lazzaro et al, 2009).

Além disso, uma vez que o DNA é a molécula responsavel pela hereditariedade, sua
integridade é indispensavel para a formagao de novas células. Portanto, quando as
células tem o DNA danificado durante o processo de divisdo celular, sdo ativadas
vias de bloqueio do ciclo (Kao et al, 2001; Lazzaro et al, 2009). Dessa forma, evita-
se a transferéncia de material genético danificado para células filhas. O controle do
ciclo celular também é importante para evitar que o mesmo progrida antes de uma
etapa ter sido concluida de forma adequada. Nos eucariotos, o ciclo celular é
composto por quatro fases principais: Gy, S, G, e M e a transigao entre elas é
altamente regulada. As células que estdo quiescentes se mantém em um estado
especial denominado Gy (Figura 4). Quando a célula em Gy recebe estimulo para se
dividir, progride até G1. Nessa fase, ha sintese de proteinas necessarias para a fase
S, durante a qual ha duplicacdo do DNA. A célula prossegue, entdo, para a fase G,

e, em seguida, para a mitose (fase M) (Alberts et al, 2004, p. 983).
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Figura 4 — Representacdo esquematica das fases do ciclo celular e dos pontos de
verificacdo existentes na transicdo entre as diferentes fases (tracos vermelhos) (Fonte:
Houtgraaf et al., 2006).

Apesar de ser considerada como uma fase da divisdo celular, a mitose pode ser
dividida em varios estagios (Figura 5). Na préfase os cromossomos, cada um
composto por duas cromatides irmas, sofrem intensa condensagéo em conjunto com
proteinas cromossOmicas e histonas. Durante a metafase, feixes de proteinas do
citoesqueleto promovem o alinhamento dos cromossomos em um plano central da
célula para que as cromatides irmas sejam separadas de forma organizada durante
a anafase. Em seguida, na teléfase, observa-se a presenga de cromossomos
descondensados e o0 envelope nuclear é reconstruido antes do inicio da citocinese,
etapa na qual o citoplasma ¢ dividido e duas células filhas sdo formadas (Lodish et
al, 2008, p. 847).
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Figura 5 — Representacdo esquematica das fases da mitose. Modificado de

http://www.biology.iupui.edu/biocourses/N100/images/8mitosiscropped.jpg

Para que as células filhas sejam cépias exatas da célula inicial, as transigdes entre
as diferentes fases do ciclo celular devem ser altamente reguladas. Isso se da por
um sistema de controle que consiste em uma série de eventos bioquimicos
interconectados. Os componentes centrais do sistema de controle do ciclo celular
sao as cinases dependentes de ciclinas. A atividade dessas enzimas varia durante
as diferentes fases do ciclo gragas a agao das proteinas reguladoras ciclinas, cuja
sintese e degradacdo estabelecem o carater ciclico do ciclo celular. Esse sistema
inclui, também, trés pontos principais de verificagdo: o primeiro ao final da fase G4, o
segundo entre as fases G, e M e o terceiro na transicdo entre a metafase e a

anafase (Houtgraaf et al, 2006).

A progressao entre as fases G, e M s6 pode ocorrer apds o término da replicagao do
DNA. E a célula s6 podera progredir da metafase para a anafase quando os
cromossomos estiverem aderidos ao fuso mitético. Além disso, mesmo que esses
requisitos sejam atendidos, a ocorréncia de lesdes no DNA bloqueara a progressao
do ciclo celular (Lazzaro et al, 2009). Esse dano pode resultar de falhas na
replicacdo ou de exposi¢cdo a agentes quimicos ou a radiacdo. Nesses casos, 0
bloqueio ocorre, freqiientemente, na transicdo entre as fases G e S ou entre G, e M
e permite a remogao das lesdes (Kao et al, 2001). Quando nao é possivel reparar o
DNA, o bloqueio permanente do ciclo € seguido da ativagcdo de mecanismos de
apoptose (Houtgraaf et al, 2006). Porém, células tumorais frequentemente

apresentam alteragdes nos mecanismos de detecgcao de lesdes e de reparo do DNA



32

(Concin et al, 2000; Nadin et al, 2003), sendo capazes de ignorar a existéncia de

aberragdes cromossdmicas.

A capacidade das células tumorais de se manterem viaveis apesar da presencga de
danos no DNA também pode estar relacionada a alteragdes nas vias de apoptose
(Wendt et al, 2006). A apoptose € um tipo de morte celular que ocorre de forma
organizada e controlada, com minima ativagdo do sistema imune. Esse processo de
morte celular programada tem papel fundamental no desenvolvimento e na
manutengdo dos organismos. A apoptose também esta envolvida na formacao de
tecidos, no desenvolvimento do sistema imune e na manutencdo da homeostase
uma vez que permite a eliminagdo de células e tecidos lesados (Kerr et al, 1972). As
células que entram em apoptose, inicialmente, sofrem retracdo e a membrana
celular envolve partes do citoplasma formando vesiculas chamadas corpos
apoptéticos. Ao final, os fragmentos das células sdo removidos por fagocitos sem

haver perturbagdo das células adjacentes (Wyllie et al, 1980; Savill, Fadok, 2000).

Durante a apoptose observa-se, também, condensacgéo e fragmentagcdo do nucleo
(Robertson et al, 1978; Wyllie et al, 1980). Organelas como o complexo de Golgi, o
reticulo endoplasmatico e as mitocondrias sdo fragmentadas (Frank et al, 2001;
Lane et al, 2002). A fragmentagdo atinge ndo apenas estruturas, mas moléculas
como o DNA e proteinas. Sabe-se que a clivagem de proteinas durante a apoptose

€ realizada, principalmente, por caspases (Nicholson, 1999; Creagh et al, 2003).

As caspases sao sintetizadas como zimogénios praticamente inativos (Stennicke et
al, 1998; Stennicke, Salvesen, 1998) e sua ativacao resulta, em geral, de estimulos
apoptdticos. Tais estimulos podem ser o passo inicial de uma das trés vias de
apoptose conhecidas (Figura 6). Na via extrinseca, alguns ligantes como Fas ou
TNFo interagem com receptores de morte na membrana celular e recrutam
proteinas adaptadoras como a FADD. Por sua vez, as proteinas adaptadoras
recrutam e agregam moléculas de caspase 8 promovendo auto-processamento e
ativacao dessa caspase iniciadora. A caspase 8 ativa promove protedlise e ativagao
das caspases efetoras 3 e 7, 0 que resulta na degradagao de inumeros substratos e,

finalmente, em morte celular (Taylor et al, 2008; Walsh et al, 2008).
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Em algumas situagdes, a via extrinseca pode estabelecer comunicagdo com a via
intrinseca por meio da protedlise de BID mediada por caspase 8. BID promove,
entdo, a liberagdo de citocromo ¢ e a formagao do apoptossomo. Esse agregado
protéico tem, além do citocromo ¢, moléculas de caspase 9 e Apaf1. BID é parte de
uma familia de proteinas que funcionam como sensores de estresse celular. Quando
as proteinas que compdem essa familia s&o ativadas acima de certo limiar, superam
a agao inibidora dos membros de outra familia, BCL-2, e promovem a formacéao de
oligbmeros de BAK-BAX na membrana mitocondrial (Taylor et al, 2008). Através
dessas estruturas ocorre o efluxo de componentes do espacgo intramembranar da
mitocdndria para o citoplasma, entre eles o citocromo c. Com a subsequente
ativacdo de caspase 9, desenvolve-se uma cascata proteolitica e a ativagado de

caspases efetoras (Slee et al, 1999).

Essas caspases também podem ser ativadas por uma via dependente de granzima
B, uma protease presente em granulos de linfocitos T citotoxicos e células NK
(Anthony et al, 2010). Além de granzima B, os grénulos contém uma proteina
formadora de poros, a perforina, que se polimeriza na membrana das células alvo
formando poros e permitindo a entrada da granzima (Masson, Tschopp, 1985;
Podack et al, 1985). Apds entrar na célula, a granzima B cliva seus substratos, entre

eles BID, caspase 3 e 7, dando inicio a apoptose (Adrain et al, 2005).
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Figura 6 — Representacdo esquematica das vias de ativacdo de caspases durante a

apoptose (Fonte: Taylor et al, 2008).

Entretanto, a redugdo da morte celular programada ocorre em diversos tipos de
cancer e, geralmente, a expressao de indutores de apoptose esta reduzida. Além
disso, cada tumor apresenta um padrao diferente de expressdo de proteinas
associadas a esse tipo de morte celular. Sendo assim, a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na reducdo da apoptose € importante para o
desenvolvimento de estratégias eficazes de combate a cada tipo de neoplasia (Di
Pietro et al, 2009). Atualmente, grande parte das pesquisas sobre cancer tem tido
como objetivo desenvolver estratégias para superar a resisténcia das células
tumorais aos tratamentos em uso clinico e induzir apoptose nas células tumorais.
Porém, existem outras vias de morte celular que podem estar intactas nessas
células e ser ativadas com o objetivo de superar a resisténcia a indugao de morte
por apoptose. Entre esses mecanismos, podem ser citadas a senescéncia, a

autofagia, a catastrofe mitética e a necrose (Okada, Mak, 2004) (Figura 7).
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Figura 7 — Representacdo esquematica das alteragbes morfoldgicas caracteristicas dos
diferentes tipos de morte celular. Apoptose: formagcao de corpos apoptdticos, exposicao de
fosfatidilserina e condensacdo da cromatina. Autofagia: presenca de vesiculas autofagicas
formadas pela fusdo de lisossomos e estruturas celulares. Catastrofe mitética: formacao de
micronucleos, aumento do volume celular e presenca de fuso mitdético anémalo.
Senescéncia: aumento da granulosidade do citoplasma, células apresentam-se esticadas e
achatadas. Necrose: aumento do volume celular e perda da integridade da membrana
plasmatica. Modificado de De Bruin e Medema (2008) e Gewirtz et al. (2008).

A senescéncia celular foi descrita em 1961 por Hayflick e Moorhead. Nesse
processo, a divisao celular é bloqueada de forma irreversivel, mas as células
permanecem metabolicamente ativas. Do ponto de vista bioquimico, a célula em
senescéncia apresenta alteragdes metabdlicas tipicas, como a indugcdo de [-
galactosidase (Dimri et al, 1995). A senescéncia pode ser iniciada pelo
encurtamento dos teldmeros, uma propriedade bastante conhecida de células de
mamiferos, ou por algum tipo de estresse (Singh et al, 2010). No caso de células
tumorais, a senescéncia pode ser considerada um tipo de morte cuja importancia

pode ser comparada aquela da apoptose (Narita, Lowe, 2005).

Apesar de n&o haver eliminagao da célula tumoral em decorréncia da senescéncia, o

controle da neoplasia pode ser alcangado uma vez que nao ha proliferacao (Ohtani
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et al, 2009). Por essa razdo, estudos tém sido conduzidos com o objetivo de
desenvolver estratégias terapéuticas que induzam senescéncia em células de
cancer. Um estudo recente demonstrou que a inibicao farmacolégica do complexo
Skp2-SCF, que tem atividade oncogénica, induz senescéncia em células de cancer
de préstata e reduz o crescimento de tumores in vivo (Lin et al, 2010), corroborando

com o potencial uso desse tipo de abordagem terapéutica no cancer.

Outro mecanismo envolvido na destruicao celular, a autofagia, pode ser descrito
como uma espécie de auto-canibalismo no qual os lisossomos degradam estruturas
celulares como organelas e membranas. A autofagia € um processo envolvido na
manutencgado da fungao celular ao destruir estruturas desgastadas ou mal-formadas
(Gu et al, 2004; Iwata et al, 2006; Levine, 2007). Porém, também pode ser
desencadeada por inumeros tipos de estresse metabdlico ou terapéutico como o
bloqueio de vias de sinalizacdo de fatores de crescimento (Lum et al, 2005), a
ativagao de vias de sinalizacdo de MAPK (Corcelle et al, 2006), o acumulo de calcio
intracelular (Hoyer-Hansen et al, 2007) e de espécies reativas de oxigénio (Scherz-
Shouval et al, 2007). Enquanto alguns estudos demonstram efeitos protetores contra
o desenvolvimento de tumores (Koneri et al, 2007; Miracco et al, 2007), outros
apontam que a autofagia pode funcionar como mecanismo de resisténcia a terapias
contra o cancer (Ding et al, 2008; Dalby et al, 2010).

Também tem sido amplamente investigado um tipo de morte celular denominado
catastrofe mitdtica. Esse processo resulta da tentativa de divisdo de células com
DNA danificado (De Bruin, Medema, 2008). Sabe-se que a presenga de danos no
DNA promove bloqueio do ciclo celular. Quando esse bloqueio nédo é eficiente e
células com DNA danificado entram em mitose, ocorre morte por catastrofe mitética
(Roninson et al, 2001). Do ponto de vista morfolégico, as células apresentam
alteragdes caracteristicas durante a catastrofe mitética. E comum observar-se a
presenca de células gigantes, multinucleadas e com cromossomos descondensados
(Singh et al, 2010). Além disso, pode ocorrer divisdo em mais de duas células filhas
com distribuicdo desigual de citoplasma, DNA e cromossomos (Castedo et al,
2004b).
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A catastrofe mitética pode ocorrer apds exposicdo a farmacos que induzem
hiperpolimerizacdo de microtubulos, como os taxanos, ou que causam
despolimerizagdo, como os alcaloides vincristina e vimblastina (Castedo et al,
2004a). Além disso, a catastrofe mitética representa um dos principais mecanismos
de morte celular associado a radioterapia (Chang et al, 1999). Os mecanismos
moleculares responsaveis pela morte das células por catastrofe mitoética ndo foram
completamente esclarecidos. Entretanto, sabe-se que diferentes tipos celulares
entram em apoptose em consequéncia da catastrofe mitética (Roninson et al, 2001).
Além disso, a catastrofe mitética pode resultar em morte celular por necrose
(Mansilla et al, 2006; Vakifahmetoglu et al, 2008).

A necrose é, geralmente, considerada um tipo de morte celular ndo programada.
Nesse processo, ha aumento do volume celular, hidrolise do DNA e perda da
integridade de membranas, inclusive de lisossomos. Com a lise da célula, o
conteudo intracelular € liberado e induz resposta inflamatéria e imune no tecido
adjacente (Kumar et al, 2005, p.3). Apesar de ser normalmente tida como um
processo desordenado, estudos demonstram que a necrose é controlada pela
interacdo de diferentes vias de sinalizacdo (Festjens et al, 2006; Golstein, Kroemer,
2007). A proteina que interage com receptor de morte (RIP), bem como o fator 2
associado ao receptor de TNF, s&o importantes reguladores da necrose celular
induzida por receptores de morte (Holler et al, 2000; Lin et al, 2004). Quando RIP é
ativada, é translocada para a mitocdndria e promove o acumulo de espécies reativas

de oxigénio e deplecado de ATP (Temkin et al, 2006).

Outra via que reduz a producédo de ATP em células com DNA danificado envolve a
ativagéo da poli-ADP-ribose polimerase a qual depleta o cofator da glicdlise NAD”
(Zong et al, 2004). O subsequente aumento do conteudo intracelular de calcio e de
especies reativas de oxigénio promove a ativagdo de calpainas, proteases
citoplasmaticas, e de fosfolipase A2. A protedlise e a peroxidacdo das membranas
que resultam da atividade dessas enzimas levam a permeabilizacdo da célula e a

morte por necrose (Amaravadi, Thompson, 2007).



38

Apesar de se sobrepor a apoptose em células submetidas ao tratamento com Rl e
quimioterapicos, a necrose possui sistemas regulatérios e consequéncias diferentes
da morte programada. Por exemplo, a resposta do sistema imune a necrose é
bastante diferente daquela que ocorre em consequéncia da apoptose (Gallucci et al,
1999; Shi et al, 2000). Durante a necrose ha liberacdo das chamadas alarminas,
moléculas enddgenas normalmente ausentes no meio extracelular (Oppenheim,
Yang, 2005; Chen et al, 2007). As alarminas podem ser moléculas de RNA, DNA
genbmico, proteinas de choque térmico ou acido urico e recrutam macréfagos,
células NK e dendriticas iniciando um processo inflamatério no sitio da necrose
(Scaffidi et al, 2002; Shi et al, 2003). As células dendriticas, por sua vez, estimulam
linfocitos T e a resposta imune adquirida (Matzinger, 2002; Trinchieri, Sher, 2007). A
estimulacdo da resposta imune pode favorecer o controle do tumor. Entretanto,
estudos com farmacos que interferem com estimuladores das vias de necrose ainda
nao estdo disponiveis, em parte devido a falta de marcadores moleculares de

necrose de utilidade comprovada (Amaravadi, Thompson, 2007).

Os estudos que investigam os mecanismos de morte celular, bem como aspectos
variados sobre a biologia das células tumorais, sdo bastante relevantes. A partir
deles sdo obtidas informagbes Uteis para o desenvolvimento de novas terapias.
Além disso, permitem o estudo de estratégias que visam superar a resisténcia de
células de cancer aos tratamentos atualmente disponiveis. Esses estudos se
beneficiam da identificacdo de novos alvos moleculares, em sua maioria proteinas
cuja expressao apresenta-se alterada em células tumorais em relagao a células de

tecidos saudaveis.

A identificacdo de novos alvos terapéuticos tem sido facilitada pelos avangos em
estudos de genbma, transcriptoma e proteoma (Figura 8). O sequenciamento do
genoma humano criou grande expectativa sobre a descoberta da cura de pacientes
com cancer. Entretanto, sabe-se que, gragas ao processamento pds-transcricional
do mRNA e poés-traducional das proteinas, um gene pode dar origem a inumeras
proteinas. Portanto, a partir da analise génica isolada ndo se obtém um panorama
completo das proteinas presentes em uma célula. Por sua vez, a analise protedbmica
fornece informagdes mais precisas a respeito da interagéo entre o genoma celular e

o ambiente (Banks et al, 2000). Dessa maneira, por estabelecer uma ligacao entre a
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sequéncia génica e a fisiologia celular, a analise protebmica complementa a analise
do genoma em pesquisas sobre novos marcadores para diagnoéstico, progndéstico e

avaliacdo da resposta ao tratamento (Clarke et al, 2008; Gast et al, 2009).
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Figura 8 — Representagdo esquematica do fluxo de informacao dos genes para a fungao
(fendtipo). Modificado de Goodacre (2005).

Apesar dos inumeros estudos que abordam o cancer de mama, as ferramentas
usadas atualmente para o diagnédstico e definicdo de progndstico desse cancer, em
muitos casos, ndo determinam o sucesso do tratamento (Ries et al., 2007; Jemal et
al, 2008). Por essa razéo, sdo necessarios estudos para estabelecer marcadores

adequados para esse tipo de neoplasia (Gast et al, 2009).
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O estudo proteémico do cancer de mama tem, portanto, como principais objetivos a
identificacdo de marcadores que possam ser uteis no diagnodstico, na avaliagdo de
progndstico, na definicdo de tratamento e no monitoramento das pacientes durante e
apés a terapia. Também busca identificar moléculas relacionadas ao
desenvolvimento do céncer ou a resisténcia de células tumorais a diferentes
abordagens terapéuticas (Espinosa et al, 2006; Clarke et al, 2008). Estudos
protedmicos permitiram a identificacdo de proteinas superexpressas em células de
cancer com aumento na expressao de HER-2, um receptor associado ao mau
prognoéstico no cancer de mama. Entre essas proteinas podem ser citadas a HSP
27, a triosefosfato isomerase, envolvida no metabolismo intermediario, além de
proteinas com atividades antioxidante e detoxificante (Zhang et al, 2005). Esse tipo
de analise também demonstrou que a expressao reduzida da isoforma o da proteina
14-3-3, envolvida no controle do ciclo celular, na diferenciacdo e na apoptose, nao
apresenta relagdo com o desenvolvimento do cancer de mama (Moreira et al, 2005),

como assumido anteriormente.

A analise protedmica tem sido aplicada tanto a linhagens celulares de cancer de
mama (Hathout et al, 2004; Pucci-Minafra et al, 2006; Crugliano et al, 2007) quanto a
amostras coletadas de pacientes durante o tratamento (Celis et al, 2005; Pucci-
Minafra et al, 2008) e tem se mostrado util por fornecer grande volume de
informacdes a respeito da expressao protéica nessas amostras. Muitos desses
estudos sao realizados com culturas de células as quais sao ferramentas
importantes e, relativamente, de facil aplicacdo (Lacroix, Leclercq, 2004). No
presente estudo foram usadas duas linhagens de cancer de mama humano, MACL-1
e MGSO-3, estabelecidas por Correa e colaboradores (2009) a partir de fragmentos
de tumores primarios de mama. As células dessas linhagens apresentam morfologia
epitelial, sdo capazes de crescer em meio semi-solido e sdo tumorigénicas em
camundongos imuno-suprimidos. Ambas expressam telomerase e apresentam
expressdao de MUC-1 superior aquela da linhagem comercial MDA-MB-231 (Correa
et al, 2009).

O uso de diferentes linhagens em estudos de cancer de mama € importante uma vez
que existe grande variedade genotipica e fenotipica nesse tipo de neoplasia (Vargo-
Gogola, Rosen, 2007). Além disso, devido as suas caracteristicas, as linhagens
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MACL-1 e MGSO-3 demonstram potencial para serem usadas como modelos no
estudo de aspectos moleculares e celulares do cancer de mama. Entretanto, ndo ha
conhecimento a respeito da resposta das células dessas linhagens a radiagao
ionizante. Portanto, a investigagdo dessas respostas bem como dos mecanismos
envolvidos seria relevante para a determinagao da possivel utilidade dessas células
em pesquisas inovadoras no campo do desenvolvimento de farmacos, terapia

hormonal e radioterapia.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

2.1 Justificativa

Uma parte consideravel do conhecimento a respeito do cancer de mama baseia-se
em estudos in vitro e in vivo realizados com culturas de células desse tipo de cancer.
Entretanto, mais de dois tergcos dos estudos que usam células de cancer de mama
foram realizados com trés linhagens derivadas de metastases: MCF-7, MDA-MB-231
and T-47D. Para superar essa limitagdo, as culturas estabelecidas a partir de
fragmentos de tumores primarios de pacientes com cancer de mama séao
ferramentas importantes. Isso porque as células metastaticas apresentam inumeras

alteracdes em relacado aquelas presentes no tumor primario.

Recentemente, duas linhagens de cancer de mama humano foram estabelecidas e
caracterizadas em nosso laboratério: MACL-1 e MGSO-3. Em fungédo de ndo haver
conhecimento a respeito dos mecanismos envolvidos na morte induzida pela
radiacao ionizante nessas linhagens, a condugcdo de um estudo que investigue de
forma ampla esse aspecto é importante para estabelecer o potencial uso dessas
linhagens celulares em estudos de biologia celular e molecular e para o
desenvolvimento racional de modelos para investigagado de terapias do cancer de

mama.
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2.2 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito induzido pela radiagcdo ionizante
sobre as linhagens de cancer de mama humano MACL-1 e MGSO-3 e o perfil de

expressao protéica dessas células.

2.3 Objetivos especificos

1. Avaliar a morte celular induzida pela radiacéao y.

2. Avaliaros mecanismos envolvidos naresposta celular induzida pela radiagéo vy.
3. Avaliar o envolvimento de caspases na resposta celular induzida pela
radiagao y.

4. Avaliar ocorréncia de alteracdo na expressao protéica induzida pela radiagao
v nas células da linhagem MDA-MB-231 por eletroforese bidimensional.

5. Comparar o perfil de expressao protéica de culturas de células de cancer de
mama e de células saudaveis por eletroforese bidimensional.

6. Identificar proteinas diferencialmente expressas por espectrometria de massa.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens celulares

Foram usadas duas linhagens celulares estabelecidas por Correa e colaboradores
(2009) a partir de amostras de tumores primarios de pacientes com cancer de
mama: MGSO-3 e MACL-1 (Figura 9). Também foi usada uma linhagem comercial
de células de cancer de mama da American Type Culture Collection (ATCC): MDA-
MB-231 (Anexo A). Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFMG sob Parecer n°® ETIC 404/06 (Anexo B).

Figura 9 - Aspecto morfolégico ao microscopio Optico das células das linhagens MACL-1,
MGSO-3 e MDA-MB-231 (aumento de 300x) (Correa et al, 2009).

3.2 Cultura celular

As células foram mantidas em frascos de cultura celular T-75 (TPP®) contendo meio
de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM — GIBCO) suplementado

com 10% de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO) e com os antibidticos gentamicina (50
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g/L), penicilina (500 U/mL) e estreptomicina (500 mg/mL) (GIBCO). As culturas foram
mantidas em estufa umida, contendo 5% de CO,, a 37 °C. As culturas foram
observadas diariamente em microscopio optico e repicadas sempre que atingiram

80% de confluéncia.

3.3 Tratamento das células com radiagao y

As células foram coletadas dos frascos de cultura por meio do uso de tripsina
(GIBCO) que foi, posteriormente, inativada com DMEM + 10% SFB. A suspenséo de
células foi centrifugada e suspensa em 1 mL de meio de cultura. Apds a contagem
no hemocitdmetro as células foram inoculadas em meio de cultura na densidade de
5 x 10* células/poco em placas de 24 pogos ou 1 x 10° células/poco em placas de 6

pocos e mantidas em estufa umida, contendo 5% de CO,, a 37 °C por 24 horas.

O tratamento das células com radiagdo y nas doses de 10 e 20 Grays (Gy) foi
realizado com uma fonte de %°Co, no Laboratério de Irradiagdo Gama do
CDTN/CNEN. As células foram transportadas em placas ou garrafas de cultura
vedadas e recolocadas em estufa umida, contendo 5% de CO, a 37 °C,
imediatamente apds o tratamento. As culturas usadas como controles dos
experimentos foram transportadas nas mesmas condicdes e recolocadas na estufa

simultaneamente com as células tratadas.

3.4 Avaliagao de morte celular

3.41 Avaliacao de viabilidade celular pelo ensaio de metabolizagao de

metiltiazoltetrazolio (MTT)

O ensaio de metabolizacdo de MTT é um método colorimétrico sensivel e

quantitativo que mensura a viabilidade, proliferacdo e estado de ativacao das células
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(Mosmann, 1983). Esse ensaio baseia-se na capacidade de enzimas
desidrogenases, presentes na mitocondria de células viaveis, de converter o
substrato MTT, soluvel em agua, no cristal de formazan, produto insoluvel em agua.
Uma vez que a quantidade de formazan produzida € diretamente proporcional ao
numero de células viaveis, esse modelo pode ser usado com o objetivo de avaliar

citotoxicidade e proliferacao celular induzidas por diferentes estimulos.

As células cultivadas em placas de 24 pogos foram submetidas ao tratamento com
radiacédo y (10 ou 20 Gy) e os ensaios de viabilidade foram realizados 24, 48 ou 72
horas apds a irradiacdo. Nos tempos indicados o0 meio de cultura das placas foi
removido e foram adicionados 170 uL de solugdo de MTT (5mg/mL) e 210 uL de
DMEM + 10% SFB em cada poco. As amostras foram mantidas na estufa por duas
horas para metabolizacdo do MTT. Apds esse periodo, foram adicionados 210 uL de
SDS/HCI 10%/pogo e as placas foram incubadas por 18 horas para solubilizacao
dos cristais de formazan. Foram coletados 100 uL de cada poco e a leitura dos
valores de absorbancia da solugao resultante foi realizada a 595 nm em um leitor
automatico de microplacas (Anthos 2010, Biochrom, UK). O valor de densidade
optica do grupo controle foi considerado como 100% para calculo da porcentagem

de alteragdo da viabilidade celular induzida pela irradiagao.

3.4.2 Ensaio de clonogenicidade

O ensaio de clonogenicidade ou sobrevivéncia clonogénica permite a avaliacdo da
capacidade das células formarem colénias em placas de cultura (Figura 10). Esse
ensaio detecta as células que mantém a capacidade de gerar um numero
consideravel de células filhas apés um tratamento que induz morte associada a

divisédo celular (Franken et al, 2006).
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Figura 10 — Visualizacdo das colbnias formadas a partir do plaqueamento de células de
cancer de mama nao irradiadas nas densidades de 100, 200 e 300 células em placas de 6
pocos. Imagens obtidas apds 10 dias de incubagdo. As colbnias foram fixadas com

glutaraldeido e coradas com cristal violeta.

Nesse ensaio, as células foram inoculadas em meio de cultura na densidade de 2 x
10° células em frascos T-25 (TPP®), incubadas em estufa Umida contendo 5% de
CO, a 37 °C por 24 horas e, posteriormente, irradiadas com 0, 10 ou 20 Gy.
Imediatamente apds o tratamento as células foram coletadas dos frascos de cultura
por meio do uso de tripsina. Apds a contagem no hemocitdmetro as células foram
inoculadas nas densidades de 100, 200, 300, 400 e 600 células/pogco em placas de 6
pogcos e incubadas por 10 dias para avaliar o crescimento celular. Apds esse
periodo, o meio de cultura foi cuidadosamente removido e os pogos foram lavados
com tampéo salina fosfato (PBS). As colénias foram, entdo, fixadas adicionando a
cada pogo 2 mL de solugdo contendo 6% (v/v) de glutaraldeido e 0,5% (p/v) de
cristal violeta em agua. As placas foram incubadas por 30 minutos a temperatura
ambiente. A solugao fixadora foi removida, as placas foram lavadas cuidadosamente
com agua corrente e mantidas a temperatura ambiente até secagem completa. As
colénias com mais de 50 células foram contadas com auxilio de microscopio

invertido.
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O numero de colbnias formadas a partir das culturas controle foi usado no calculo de

eficiéncia de plaqueamento (PE) de acordo com a equagao abaixo:

PE = ndmero de colbnias formadas x 100%

numero de células plaqueadas
O valor de PE e o numero de col6nias formadas a partir das culturas tratadas com
10 ou 20 Gy foram usados para o calculo da fragdo de sobrevivéncia (FS) de acordo

com a equacgao:

FS = numero de colbnias formadas apds o tratamento

numero de células plaqueadas x PE

3.4.3 Recuperacgao de células apods a irradiagao

Para a realizagcdo do ensaio de recuperacao de células apds a irradiacéo as células
foram cultivadas em placas de 6 pogos, tratadas com radiagao y (20 Gy) e mantidas
em cultura até atingirem confluéncia. Essas células que ndo entraram em processo
de morte celular foram transferidas para frascos de cultura T-25 e, posteriormente,
para frascos T-75 (Tyrsina et al, 2005). Apdos 21 dias as células recuperadas (R) e as
células controle (ndo expostas previamente a Rl) foram semeadas em placas de 24
pocos (5 x 10* células/pogo) e irradiadas com 0, 10 ou 20 Gy. Posteriormente, a
viabilidade dessas células foi avaliada por meio do ensaio de MTT, conforme

descrito no item 3.4.1.
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3.4.4 Determinagao do conteudo de DNA subdipléide por citometria de fluxo

A fragmentagdo do DNA induzida pela radiacéo y foi avaliada por meio da analise,
por citometria de fluxo, de nucleos corados com iodeto de propideo (Pl), um agente
intercalante fluorescente que se liga ao DNA corando-o de vermelho. Essa
substancia é amplamente usada no estudo de morte celular, pois ndo penetra
através da membrana celular integra e, portanto, diferencia células normais de
células apoptoticas e necroticas (Aubry et al, 1999). O Pl permite, também, analisar
a distribuicdo de uma populagao de células entre as diferentes fases do ciclo celular.
Isso porque a interagao entre o corante e o DNA segue uma relagdo estequiométrica
(uma molécula de Pl a cada 4 a 5 pares de bases) e o conteudo de DNA varia
durante as diferentes fases do ciclo celular (G4 — 2n; G2 - 4n). Além disso, a
fragmentacao do DNA pode ser observada por meio dessa coloragao, pois, quando
ocorre, o conteudo de DNA torna-se menor que 2n (subdiploide) (Nicoletti et al,
1991).

As células cultivadas em placas de 24 pogos foram submetidas ao tratamento com
radiacédo y (10 ou 20 Gy) e os ensaios foram realizados 24, 48 ou 72 horas apés a
irradiagdo. Nos tempos indicados, as placas foram centrifugadas a 330 g por cinco
minutos e o meio de cultura foi cuidadosamente removido. Foram adicionados 300
uL de uma solucdo fluorocrémica hipotonica (HFS) contendo 50 ug/mL de PI
(Calbiochem-Novabiochem Corporation, USA) e 0,5% de Triton X-100 (Sigma, USA)
em citrato de sédio 0,1% (Merck, Brasil). As placas foram incubadas por 4 horas a 4
°C e as amostras foram submetidas a analise por citometria de fluxo (FACScan,
Becton Dickinson). A delimitagdo da populagao celular foi feita em graficos de pontos
de tamanho versus granulosidade. Para determinagdo do conteudo de DNA
subdiploide, a distribuicdo dos nucleos foi analisada no programa CellQuest (Becton
Dickinson) em histogramas que representam o numero de eventos em fungédo da

fluorescéncia, como exemplificado na figura 11.



50

i
X0

GO/G1
DNA

@ 0 subdipléide
=]
5 5
i M1 it
" | l M1 :

| | S I I

G2/M
: '1'n*‘_.-__-77|-"" SRR N | ) NG |\ L o [C'H 10 —a e
lodeto de propideo lodeto de propideo

Figura 11 - Histograma representativo da analise do conteudo de DNA subdiploide,

representado no grafico pelo marcador M1.

3.4.5 Determinagao do indice mitético

A histona 3 é uma proteina que se liga ao DNA e auxilia no enovelamento desse
acido nucléico. Essa histona é fosforilada apenas durante a mitose, o que permite
seu uso para identificar células nessa fase do ciclo celular (Rodrigues et al, 2007).
Nesse ensaio, as células foram semeadas na densidade de 2 x 10° células em
laminulas de vidro, mantidas em estufa umida, contendo 5% de CO,, a 37 °C por 24
horas e submetidas ao tratamento com radiacdo y (20 Gy). O ensaio de

imunofluorescéncia foi realizado 24 horas apds a irradiacao.

Nesse momento o meio de cultura contido em cada poco foi delicadamente aspirado
e as células foram lavadas duas vezes com PBS. As células foram fixadas com
solugao de paraformaldeido 4% (p/v) em PBS por 15 minutos, a temperatura
ambiente. Depois de lavadas trés vezes (5 minutos cada) com PBS as células foram
permeabilizadas com PBS + Triton-X 100 0,1% (v/v) por 10 minutos a temperatura
ambiente e novamente lavadas com PBS. As laminulas foram, entdo, incubadas
com solugao de bloqueio contendo 1% (p/v) de albumina bovina (BSA) e 5% (v/v) de
soro de cabra em PBS por uma hora, a temperatura ambiente. Apds nova lavagem

com PBS as laminulas foram incubadas com o anticorpo primario de coelho anti-
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histona-3-fosforilada (Upstate, USA). O anticorpo foi diluido 1:200 em PBS contendo
1% (p/v) de BSA. As laminulas foram retiradas dos pogos e colocadas em uma
superficie limpa e impermeavel sobre 100 pl da solugdo contendo o anticorpo
primario, deixando as células em contato com a solugdo por 18 horas em camara
umida, a 4 °C. Foi preparado, também, um controle negativo que foi incubado na

auséncia do anticorpo primario.

Apods a incubagao com o anticorpo primario, as laminulas foram lavadas trés vezes
com PBS por 5 minutos cada lavagem. Em seguida, as células foram colocadas em
contato com 100 pl da solugdo de anticorpo secundario diluido 1:500 em PBS
contendo 1% (p/v) de BSA por uma hora em camara umida, ao abrigo da luz e a
temperatura ambiente. Foi usado o anticorpo de cabra anti-coelho conjugado a
Alexa Fluor 488 (Molecular Probes). As laminulas foram novamente lavadas trés
vezes com PBS por 5 minutos cada lavagem. A marcagao nuclear foi realizada com
Pl diluido em PBS (0,5 pg/ml) e as células foram marcadas seguindo os mesmos
procedimentos anteriores, por 5 minutos, ao abrigo da luz, em camara umida e a
temperatura ambiente. Em seguida as laminulas foram lavadas trés vezes por 20
minutos e as laminas montadas com Hydromount (National Diagnostics, EUA). Ao
final deste processamento, as laminas foram analisadas por meio de microscopia
confocal (Zeiss LSM 510 Meta) no Centro de Microscopia Eletrbnica do
Departamento de Morfologia do ICB/UFMG, usando-se os programas Carl Zeiss
Laser Scanning Microscope LSM 510 e Adobe Photoshop CS.

As imagens para contagem de células em mitose foram adquiridas aleatoriamente.
Foram contadas pelo menos 200 células/laminula e o experimento foi realizado em

triplicata. O calculo do indice mitético foi realizado conforme a equacao a baixo:

numero de células em mitose x 100

numero total de células
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3.5 Avaliagao dos mecanismos de morte celular

3.5.1 Ensaio de dupla coloragao com anexina V-FITC e PI

Esse ensaio baseia-se na afinidade da anexina V pelo fosfolipide de membrana
fosfatidilserina. Esse fosfolipide encontra-se voltado para a face interna da
membrana celular e é exposto na face externa durante os estagios iniciais da
apoptose. Nessa fase as células mantém a integridade da membrana celular, o que
impede a penetracdo do Pl. A permeabilizagdo da membrana nos estagios mais
avangados da apoptose permite a penetracdo desse corante e as células tornam-se
duplo-marcadas. Portanto, esse ensaio permite a quantificacdo de células em
estagios iniciais de apoptose bem como sua diferenciagdo daquelas em estagios

tardios de apoptose ou em necrose (Aubry et al, 1999).

Para a realizacdo desse ensaio, as células foram coletadas por meio do uso de
tripsina 48 horas apo6s o tratamento com 20 Gy. Apds serem lavadas com PBS, as
células foram suspensas em 100 pyL de tampéao de ligagdo (BD Pharmingen, USA) e
incubadas com 10 uL de PI (50 ug/mL) e 5 puL de anexina V-FITC (BD Pharmingen,
USA) por 15 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. As amostras foram
imediatamente submetidas a analise por citometria de fluxo (FACScan, Becton
Dickinson) utilizando o programa CellQuest (Becton Dickinson) para determinagao

da porcentagem de células marcadas com anexina V-FITC, Pl ou duplo-marcadas.

3.5.2 Tratamento com inibidor de caspases

Antes do tratamento das células com radiagdo y o meio de cultura foi removido e
foram acrescentados 300 uL de DMEM + 10% SFB contendo 80 pmol/L do inibidor
de caspases Z-Val-Ala-Asp(OCHjs)-fluorometilcetona (zVAD-FMK - Biomol

International LP, UK). As placas de cultura foram incubadas durante uma hora em
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estufa umida de CO, (Souza-Fagundes et al, 2003). Apds esse periodo foram
acrescentados 700 yL de DMEM + 10% SFB em cada pogo e as placas foram
submetidas ao tratamento com radiagéo y (20 Gy). O conteudo de DNA subdiploide
e a viabilidade celular foram determinados 48 horas apos a irradiagdo, conforme

descrito nos itens 3.4.4 e 3.4.1, respectivamente.

3.5.3 Ensaio de detecgao de ativagcao de caspases 8 e 9

A ativacao das caspases 8 e 9 foi detectada por meio do kit ApoTarget (Invitrogen,
USA), sendo que o experimento foi realizado de acordo com a orientagdo do
fabricante. As células foram coletadas por meio do uso de tripsina 24 ou 30 horas
apo6s o tratamento com 20 Gy. A lise foi realizada com Caspase Assay Kit Cell Lysis
Buffer (Invitrogen, USA) e a concentracao de proteinas foi determinada pelo método
de Bradford. Para o ensaio de atividade de caspase foram usados 200 ug de
proteinas. Nesse ensaio, foram usados substratos conjugados a cromoforos
especificos para caspases 8 e 9, IETD-pNA e LEHD-pNA, respectivamente. Apds
incubagédo por duas horas em estufa umida, a 37 °C, a absorbancia das amostras foi
analisada a 405 nm em um leitor de placas (Anthos 2010, Biochrom, UK). O
resultado foi expresso como unidades relativas de absorbancia em comparagao com

os valores do grupo controle (n&o irradiado).

3.5.4 Deteccao de caspase 3 ativa por citometria de fluxo

As células foram coletadas por meio do uso de tripsina 30 horas apds o tratamento
com 20 Gy. Apds lavagem com PBS as células foram fixadas e permeabilizadas com
o tampao Cytofix/Cytoperm™ (BD Pharmingen, USA) por 20 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, foi realizada a marcagdo com o anticorpo anti-caspase 3
ativa conjugado a FITC (BD Pharmingen, USA) em tampdo Perm/Wash™ (BD

Pharmingen, USA) por 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. As
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amostras foram analisadas por citometria de fluxo (FACScan, Becton Dickinson). A
porcentagem de células com caspase 3 ativa foi determinada por meio do programa
CellQuest (Becton Dickinson) em histogramas que representam o numero de

eventos em funcgao da fluorescéncia.

3.6 Cultura de células de mama saudavel

A cultura transitéria de células de mama saudavel foi obtida em nosso laboratério a
partir de fragmentos de tecido de mamoplastia. O tecido foi gentilmente doado pelo
Dr. Evaldo Lacerda Vilaga com o consentimento livre e esclarecido da paciente. O
material foi processado imediatamente apds a cirurgia. Todos os procedimentos
foram realizados em ambiente estéril. Inicialmente, o tecido foi lavado com DMEM e
fragmentado com o auxilio de uma tesoura. Em seguida, foi imerso em solugéo
contendo 2% de colagenase (Sigma-Aldrich, USA) em PBS e mantido em estufa
umida a 37 °C com 5% de CO, durante 24 horas. Apds esse periodo, o material foi
filtrado em gaze estéril para remogao dos fragmentos de tecido. O filtrado contendo
células foi transferido para trés frascos de cultura T-25 que foram incubados em
estufa umida a 37 °C com 5% de CO,. As culturas foram observadas diariamente e o
meio de cultura foi substituido a cada trés dias. Quando atingiram confluéncia, as
células foram transferidas para trés frascos T-75. Apdés doze semanas as células

foram coletadas conforme descrito no item 3.7.1.

3.7 Eletroforese bidimensional

3.7.1 Extracao de proteinas

O meio de cultura das garrafas T-75 foi coletado em tubos de 50 mL estéreis. Em

seguida, foram adicionados 5 mL de DMEM a cada garrafa e, com o auxilio de um
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raspador de células estéril, as células foram desprendidas. O conteudo de cada
garrafa foi transferido para os tubos correspondentes. As garrafas foram lavadas
duas vezes com 5 mL de DMEM, que também foi recolhido. Os tubos foram
centrifugados a 330 g durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado de células foi lavado com 5 mL de DMEM. Apos nova centrifugacéo, as
células foram suspensas em 1 mL de DMEM. A suspenséo foi transferida para tubos
de 2 mL e centrifugada a 12800 g durante 5 minutos. O sobrenadante foi
cuidadosamente removido a fim de que o precipitado de células estivesse livre de

DMEM. Esse material foi submetido ao processo de lise conforme descrito a seguir.

Ao precipitado de células foi adicionado um volume de tampao de lise (uréia 7 M;
tiouréia 2 M; CHAPS 4%) equivalente ao volume estimado do material inicial. As
células foram suspensas com o auxilio de um vortex e mantidas em gelo, sob
agitagao, durante 2 horas. A fim de melhorar o processo de lise, o conteudo de cada
tubo foi passado dez vezes por uma agulha de 12 G com o auxilio de uma seringa.
O material foi, entdo, centrifugado por 30 minutos a 12800 g a 4 °C. O sobrenadante
foi coletado em um novo tubo, a concentracdo de proteinas foi determinada com o
kit 2D Quant (Amersham Biosciences, UK) e as amostras foram armazenadas a -70
°C.

3.7.2 Marcagao de proteinas para eletroforese bidimensional diferencial por
fluorescéncia (2D-DIGE)

Apos a determinacdo da concentragdo de proteinas, foi realizada a marcagédo com
os corantes fluorescentes CyDye DIGE Fluors™ Cy2, Cy3 e Cy5 (GE Healthcare,
UK). Uma vez que o pH ideal para a ligacdo dos corantes as proteinas é de 8,5; o
pH das amostras foi ajustado com solugédo de hidréxido de sédio (0,1 M) ou acido
cloridrico (0,1 M). Em seguida, aliquotas contendo 160 ug de proteinas foram
marcadas conforme os quadros 1 e 2. O padrao interno foi preparado pela mistura

de quantidades iguais de proteinas de cada amostra usada no experimento. O
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volume final do padrao interno foi dividido entre os géis apds a marcagao com Cy 2.

Foi usada a proporgao de 1,2 pmol de corante/ug de proteinas.

Quadro 1 — Coloragcado de amostras protéicas usadas nos géis 2D-DIGE para comparagéo

da expressao protéica de células MDA-MB-231 controle e tratadas com 20 Gy.

Numero do gel Cy2 Cy3 Cy5
1 Padréo interno Controle 1 20Gy 1
2 Padrao interno 20Gy 2 Controle 2

Quadro 2 — Coloracdo de amostras protéicas usadas nos géis 2D-DIGE para comparagao

da expressao protéica de células saudaveis e das linhagens MACL-1 e MGSO-3.

Numero do gel Cy2 Cy3 Cy5
1 Padrao interno MACL-1 MGSO-3
2 Padréo interno Saudavel MACL-1
3 Padrao interno MGSO-3 Saudavel

Apos adicionar cada corante a amostra correspondente, os tubos foram
homogeneizados, rapidamente centrifugados e mantidos em gelo por 30 minutos, ao
abrigo da luz. Em seguida, 1 yL de solugao de lisina 10 mM foi adicionado a cada
tubo com o objetivo de interromper a reacao de ligagado dos corantes aos residuos
de lisina das proteinas presentes nas amostras. Apos mistura por pipetagem e breve
centrifugacédo, as amostras foram mantidas em gelo por 10 minutos, ao abrigo da

luz.

3.7.3 Focalizagao isoelétrica

Os extratos celulares foram submetidos a eletroforese bidimensional (2D), que
separa proteinas de acordo com o ponto isoelétrico e o peso molecular. Para
realizacdo da focalizagdo isoelétrica as amostras foram aplicadas em tiras de

Immobiline Drystrip Gel (GE Healthcare, UK) por meio de reidratacdo passiva em
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bandeja de reidratagdo, durante 12 horas, conforme protocolo recomendado pelo
fabricante. Foram usadas tiras de 13 cm com faixa de pH de 3 a 10 ndo-linear para
2D. Para as amostras analisadas por 2D-DIGE foram usadas tiras de 18 cm com

faixa de pH de 3 a 10 nao-linear.

Para a hidratagédo das tiras de Immobiline Drystrip Gel, as amostras marcadas com
os corantes fluorescentes foram reunidas para preparo dos géis conforme os
quadros 1 e 2. As amostras usadas em géis nao fluorescentes foram aplicadas em
tiras individuais. As amostras de proteinas foi acrescentado tamp&o de reidratagdo
(uréia 7 M; tiouréia 2 M; CHAPS 2%; tamp&o IPG pH 3-10 2%; DTT 10 mg/ml; azul
de bromofenol 0,002%) para volume final de 250 ou 340 pl para aplicagéo nas tiras

de 13 e de 18 cm, respectivamente.

Foi usado o programa de focalizagao sugerido pelo fabricante conforme o quadro 3.

Quadro 3 — Programa de focalizagao para tiras de Immobiline Drystrip Gel de 13 e 18 cm na
unidade de focalizacdo isoelétrica Ettan IPGphor Il (GE Healthcare, UK). Condigbes de
focalizacao: 20 °C, corrente de 50 pAltira.

Modo de Voltagem (V) Tempo (h:min) Volt-hora (kVh)

voltagem 13 cm 18 cm 13 cm 18 cm 13 cm 18 cm
Constante 500 1:00 -
Gradiente 1000 - 800
Gradiente 8000 10000 - 11300 | 16500
Constante 8000 10000 - 5400 13700
Gradiente 500 1:00 -

3.7.4 Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Apos a focalizagao isoelétrica, as tiras foram incubadas por 15 minutos, sob agitagéo
a temperatura ambiente, em tampao de equilibrio (uréia 6 M; Tris-HCI 75mM; glicerol
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29,3%; SDS 2%; azul de bromofenol 0,002%) contendo 10 mg/mL de DTT (Sigma-
Aldrich, USA), seguidos de 15 minutos em tampéao de equilibrio contendo 25 mg/mL
de iodoacetamida (GE Healthcare, UK). Em seguida, foi realizada a eletroforese em
gel de poliacrilamida 12%, que separa proteinas de acordo com o peso molecular,
no sistema Ettan Dalt Six (Amersham Biosciences, UK). Apds o equilibrio, as tiras
foram posicionadas na parte superior dos géis de poliacrilamida e a eletroforese foi
realizada com corrente de 50 mA/gel com resfriamento. Nos experimentos em que
foram usadas amostras marcadas com corantes fluorescentes, todos os
procedimentos foram realizados ao abrigo da luz e foram usadas placas de vidro de

baixa fluorescéncia para montagem dos géis de poliacrilamida.

3.7.5 Deteccgao de proteinas e analise dos géis bidimensionais

Imediatamente apdés o término da 2D-DIGE, os géis foram escaneados no
equipamento Typhoon™ 9410 Variable Mode Imager (Amersham Biosciences, UK)
e, em seguida, corados conforme procedimento descrito a seguir. A analise dos géis
foi realizada com os programas Image Master 2D Platinum 6.0 (GE Healthcare, UK)
e DeCyder 7.0 (GE Healthcare, UK). Para avaliar a diferenga na expressao protéica

foi aplicado o teste t de Student, considerando-se p < 0,05 como significativo.

Para coloragdo, os géis foram inicialmente fixados em solugcdo contendo 2% de
acido fosforico (HzPO4) € 30% de etanol, durante 1,5 hora; sendo que a solugao
fixadora foi substituida a cada 30 minutos. Em seguida, os géis foram incubados por
trés intervalos de 10 minutos em uma segunda solugéo fixadora (H3PO4 2%). Por
fim, os géis foram mantidos por 30 minutos em solu¢do contendo 2% de H3zPO4, 18%
de etanol e 12% de sulfato de amonio. Apds esse periodo foi acrescentada solugao
de azul de comassie coloidal 2% para proporgao final de 5 mL/L. Os géis foram
mantidos na solugdo de coloragdo por 5 dias e digitalizados no Image Scanner
(Amersham Biosciences, UK). Para conservagéo, os géis foram mantidos em etanol

20% (v/v) até o momento da coleta das proteinas de interesse.
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3.7.6 Digestao triptica em gel bidimensional

As proteinas de interesse foram recortadas dos géis com o auxilio de um bisturi n°
15. Os fragmentos de gel foram lavados com 350 yL de agua Milli-Q por 5 minutos.
Apoés a remogao da agua os fragmentos foram mantidos em 190 yL de acetonitrila
por 20 minutos e secos em SpeedVac (Savant) por cerca de 15 minutos. Em
seguida, foram acrescentados 15 pL de solugao de tripsina (Promega, USA) a 20
ng/uL em bicarbonato de aménio 25 mM e os fragmentos de gel foram mantidos em
gelo por 60 minutos. O excesso de tripsina foi removido e a digestao foi realizada em
banho-maria a 58 °C por 30 minutos. A reacao foi interrompida pela adicao de 1 L

de solugao de acido férmico a 5% (v/v).

A fim de extrair os peptideos, foram acrescentados 30 pyL de solucdo de acido
férmico 5% em acetonitrila 50%. Os tubos foram agitados em voértex por 20
segundos e mantidos em sonicador de banho por 10 minutos. A solugdo com
peptideos foi recolhida em tubos Eppendorf para PCR. O procedimento de extracao
foi repetido e a solugdo de peptideos foi combinada aos extratos anteriores. Em
seguida, as amostras foram concentradas até cerca de 10 yL em SpeedVac
(Savant). Por fim, os peptideos foram purificados e concentrados em ZipTip (resina
C18; P10, Millipore Corporation, MA). A eluicado foi feita em tubos Eppendorf para
PCR em 4 uL de solugdo de acetonitrila 50% em acido trifluoroacético 0,1%. Os
peptideos foram armazenados a -20 °C para posterior analise por espectrometria de

massa.

3.7.7 Identificagao de proteinas por espectrometria de massa

Cada amostra (1 pL) foi gotejada em uma placa de amostras (MTP AnchorChip
600/384) e misturada com o mesmo volume de uma solugdo de matriz (acido o-
ciano-4-hidroxicinamico; Aldrich, WI) na concentragcao de 10 mg/ml em acetonitrila

50%/acido ftrifluoroacético 0,3%. Os espectros MS e MS/MS foram obtidos usando
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um espectrometro de massa MALDI-TOF/TOF (Autoflex Ill Smartbeam, Bruker
Daltonics, Alemanha), controlado pelo programa FlexControl 3.0 (Bruker Daltonics,
Alemanha). Ambos os espectros foram obtidos em modo positivo/refletido, com a
frequéncia do laser ajustada em 50 Hz. O aparelho foi calibrado com padrao
externo Peptide Calibration Standard Il (Bruker Daltonics, Alemanha). Os dados
foram analisados com o programa FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics, Alemanha).
As proteinas foram identificadas a partir dos espectros de MS combinados com
MS/MS usando os programas Biotools 3.0 e MASCOT para a taxonomia Homo
sapiens no banco de dados do National Center for Biotechnology Information
(NCBI).

3.8 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Os dados
foram analisados por meio da analise de variancia simples, seguida pelo teste de
Bonferroni, que realiza a comparagdo de todos os grupos entre si. Os géis
bidimensionais foram analisados por meio do teste t de Student. Adotou-se o nivel

de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Citotoxicidade induzida pela radiagado y nas linhagens de células de cancer

de mama

O ensaio de MTT foi usado a fim de avaliar o efeito induzido pela radiagéo y sobre o
metabolismo celular nas linhagens de cancer de mama usadas no presente estudo.
A exposigcdo das linhagens MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231 a RI nao alterou
significativamente o metabolismo celular 24 horas ap6s o tratamento. Apos 48 horas,
observou-se reducdo estatisticamente significativa do metabolismo nas trés
linhagens celulares avaliadas. Por outro lado, 72 horas depois da exposi¢cao das
células a RI, observou-se reducdo do metabolismo celular nas linhagens MACL-1 e
MGSO-3, mas nao na linhagem MDA-MB-231 (Figura 12). Apesar de ter ocorrido
reducdo do metabolismo celular, houve recuperacdo das culturas apds trés

semanas.
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Figura 12 - Efeito induzido pela RI (10 ou 20 Gy) sobre a metabolizagdo de MTT pelas
células MACL-1 (A), MGSO-3 (B) e MDA-MB-231 (C). Os resultados representam a média +
desvio padrao de trés experimentos independentes (trés réplicas para cada experimento). *

Diferenca estatisticamente significativa em relagao ao grupo controle (p < 0,05).
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Também foi avaliada a capacidade de formagao de colbnias apds o tratamento com
a RI. Ap6s 10 dias de incubagao, as coldnias foram fixadas e contadas (Figura 13).
A eficiéncia de plaqueamento foi de 39%, 38% e 41% para as linhagens MACL-1,
MGSO-3 e MDA-MB-231, respectivamente. O tratamento com 10 ou 20 Gy reduziu
substancialmente a sobrevivéncia clonogénica das células dessas trés linhagens

(Figura 14).

MACL-1 MGSO-3 MDA-MB-231

10 Gy Controle

20 Gy

Figura 13 - Imagens representativas da formagao de colénias das linhagens de cancer de
mama MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231 10 dias apds o tratamento com RI (10 ou 20 Gy).

O controle foi estabelecido por células que nao receberam tratamento.
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Figura 14 - Efeito induzido pela RI (10 ou 20 Gy) sobre a sobrevivéncia clonogénica das
células MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231. Os resultados representam a média £ desvio
padrdo de dois experimentos independentes (trés réplicas para cada experimento). *

Diferenca estatisticamente significativa em relagao ao grupo controle (p < 0,05).

4.2 Recuperagao das linhagens apés tratamento com radiagao y

A recuperagao das culturas celulares apds o tratamento com Rl pode indicar que as
linhagens usadas apresentam certo grau de radiorresisténcia. A fim de avaliar se
doses repetidas de radiagdo induziriam alteracdes na resposta celular em relagao
aquela induzida por exposi¢cao unica a radiagao vy, foi seguido o protocolo descrito
por Tyrsina e colaboradores (2005). A resposta das células recuperadas (R) a um
novo tratamento com RI nao diferiu, de forma significativa, daquela das células

irradiadas apenas uma vez (Figura 15).
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Figura 15 — Efeito induzido pela Rl (10 ou 20 Gy) sobre a metabolizacdo de MTT pelas
células MACL-1 (A), MGSO-3 (B) e MDA-MB-231 (C) controle e recuperadas (R). Os
resultados representam a média + desvio padrao de trés experimentos independentes (trés
réplicas para cada experimento). * e #: diferencgas estatisticamente significativas em relagao

ao grupo controle e controle recuperado (p < 0,05).
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4.3 Bloqueio do ciclo celular induzido pela radiagcao y

A fim de identificar células em mitose, foi usado um anticorpo anti-fosfo-histona-3 e
as células foram analisadas por microscopia confocal. A coloragao das células com
Pl permitiu, ainda, a visualizagdo dos nucleos. Na figura 16, nos campos de luz
transmitida e na imagem em que se observa a coloragdo dos nucleos por Pl
(vermelho), & possivel observar a presenca de 34 células. Dentre elas, quatro
células foram marcadas pelo anticorpo anti-fosfo-histona-3 e seus nucleos
apresentaram morfologia caracteristica de profase (setas brancas) e pro-metafase
(setas amarelas). Nas demais células ndo ha indicio de marcacédo pelo anticorpo

anti-fosfo-histona-3.

Figura 16 — Perfil de células da linhagem MACL-1 em mitose. Em verde esta representada a
marcagao com histona-3-fosforilada e em vermelho a marcagéo de nucleos com Pl. No
painel superior a esquerda (A) esta representada a marcagao com anticorpo anti-histona-3-
fosforilada e a direita (B) a imagem de luz transmitida (DIC). No painel inferior a esquerda
(C) esta representada a imagem da marcagdo dos nucleos com Pl e a direita (D) a

sobreposicéo das imagens.
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Nas células ndo tratadas com RI foi possivel observar a presenca de diversas
figuras mitdticas apdés marcagdo com anticorpo anti-fosfo-histona-3 (verde) e Pl
(vermelho). Na figura 17 foram incluidas imagens representativas de nucleos de
células da linhagem MACL-1 em préfase, pro-metafase, metafase, anafase e
teléfase. A contagem dessas figuras mitéticas foi usada no calculo do indice mitético

que representa a porcentagem de células em mitose.

profase
p-histone 3
- I y v
pro-
metafase
p-histone 3
metafase
anafase
teléfase

p-histone 3

Figura 17 — Imagens representativas de células da linhagem MACL-1 em diferentes fases do
ciclo celular. As imagens de imunofluorescéncia foram obtidas por microscopia confocal
apos marcagao com anticorpo anti-fosfo-histona-3 (verde) e iodeto de propideo (vermelho)

para marcar o nucleo.



68

O tratamento com RI (10 ou 20 Gy) induziu bloqueio do ciclo celular apds 24 horas
nas trés linhagens usadas. O bloqueio ocorreu na fase G2, como evidenciado pelo
aumento do pico correspondente as células com conteudo de DNA 4n (Figura 18) e

pela auséncia de alteragdo no indice mitético das células tratadas em relagdo as

células controle (Figura 19).
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Figura 18 - Distribuicdo da populagao de células MACL-1 (A), MGSO-3 (B) e MDA-MB-231
(C) coradas com iodeto de propideo 24 horas apds tratamento com RI (10 ou 20 Gy).

Histogramas representativos da analise por citometria de fluxo.
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Figura 19 — Efeito induzido pela RI (20 Gy) sobre a porcentagem de células MACL-1,
MGSO-3 e MDA-MB-231 em mitose 24 horas apds o tratamento. Os resultados representam
a média + desvio padrdao de dois experimentos independentes (trés réplicas para cada

experimento).

Apesar de nao ter sido observada alteracdo no indice mitdtico 24 horas apds o
tratamento com 20 Gy, foi observada a presenca de células com morfologia nuclear
alterada e distribuicdo desigual de cromossomos durante a mitose em células

tratadas com RI (Figura 20).

profase metafase telofase

Figura 20 — Imagens representativas de células da linhagem MACL-1 em diferentes fases do
ciclo celular 24 horas ap6s o tratamento com RI (20 Gy). As imagens de imunofluorescéncia
por microscopia confocal foram obtidas apés marcagdo com anticorpo anti-fosfo-histona-3

(verde) e iodeto de propideo (vermelho) para marcar o nucleo.
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4.4 Fragmentagao do DNA induzida pela radiagao y

Uma vez que foi observado que a radiagdo y reduz a viabilidade celular, altera a
morfologia nuclear e induz bloqueio do ciclo celular, foi avaliada a fragmentagéao do
DNA induzida pela RI. As culturas de células MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231
foram coradas com PI e analisadas por citometria de fluxo. O aumento da populagéo
na regido do marcador M1 foi avaliado 24, 48 e 72 horas apos o tratamento com 10
ou 20 Gy nas trés linhagens usadas (Figuras 18, 21, 22 e 23). A analise quantitativa
da populagdo de células com DNA fragmentado feita no programa Cell Quest
demonstrou que ndo houve aumento de fragmentacdo do DNA 24 horas apos o
tratamento em nenhuma das linhagens avaliadas. Porém, foi observado aumento
estatisticamente significativo do numero de células com conteudo de DNA sub-
dipldide 48 e 72 horas ap6s o tratamento com 10 ou 20 Gy (Figura 24). Esse

aumento do conteudo de DNA fragmentado pode ser interpretado como morte

celular.
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Figura 21 — Distribuicdo da populag¢ao de células MACL-1 coradas com iodeto de propideo
apo6s tratamento com Rl (10 ou 20 Gy). Histogramas representativos da analise por

citometria de fluxo realizada 48 e 72 h apés a irradiagao.



71

Controle 10Gy 20Gy
8 & &
@
s 8 8 2
2% G B
w o i i
~

‘ uw I i i
=0t v Tor Ot e L 10" o oo
lodeto de propideo

"lodeto de propideo” "Todeto de propideo.

72 horas
Eventos
Eventos

oy M

"y

e T

‘lodeto dempropideo v o 'Inc;deto de ;;Topideo v

10 10* 10"
lodeto de propideo

Figura 22 — Distribuicdo da populacido de células MGSO-3 coradas com iodeto de propideo

ap6s tratamento com Rl (10 ou 20 Gy). Histogramas representativos da analise por

citometria de fluxo realizada 48 e 72 h apés a irradiacao.

Controle 10Gy 20Gy
g §
@
8 2 2 2
o 5 ] ]
£ L S >
o @ i ]
~
M
LA _ L " M1
o{ﬂn 30" 10° 70 To* “0* 0 10° 5 [ LR “o® 10" oy . .
lodeto de propideo lodeto de propideo lodeto de propideo
8 4 &8
@«
g g g g
Fe) = = c
2 8 : :
o o | o
~

o0 0"

10" 0"
lodeto de propideo

e prya——— .

o 10" o To 10" 00 %
lodeto de propideo lodeto de propideo

Figura 23 - Distribuicdo da populacdo de células MDA-MB-231 coradas com iodeto de
propideo apds tratamento com RI (10 ou 20 Gy). Histogramas representativos da analise por

citometria de fluxo realizada 48 e 72 h apés a irradiacgao.
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Figura 24 — Fragmentagcéo do DNA em células MACL-1 (A), MGSO-3 (B) e MDA-MB-231 (C)
induzida pela RI (10 ou 20 Gy). Os resultados representam a média + desvio padréo de trés
experimentos independentes (trés réplicas para cada experimento). * Diferenga

estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (p < 0,05).
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4.5 Exposigao de fosfatidilserina induzida pela radiagao y

Uma vez que o tratamento com Rl reduziu o metabolismo celular e induziu morte
celular, foi realizado um ensaio que avalia a exposicdo de fosfatidilserina para
investigar se essas alteragdes celulares estavam associadas a ocorréncia de
apoptose ou necrose. As células das linhagens MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231
foram tratadas (20 Gy) e avaliadas apds 48 horas. A concentragdo das células dos
grupos controle no quadrante inferior esquerdo nos graficos de pontos indica que
essas populacdes nao foram significativamente marcadas por anexina V-FITC ou PI.
Nos grupos tratados com 20 Gy, foi observado deslocamento da populagdo para os
quadrantes superior esquerdo, inferior direito e superior direito. Esse deslocamento
esta relacionado ao aumento da marcagao dessas células com PI, anexina V-FITC e
anexina V-FITC + PI, respectivamente (Figura 25 A). A quantificagdo das células nos
quadrantes dos graficos de pontos foi realizada no programa Cell Quest e

apresentada na figura 25 B.
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Figura 25 — Exposicao de fosfatidilserina em células MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231 48
horas apés o tratamento com RI (20 Gy). (A) Graficos de pontos representativos de células
coradas com anexina V-FITC e Pl. (B) Porcentagem de células das linhagens MACL-1,
MGSO-3 e MDA-MB-231 marcadas com anexina V-FITC ou anexina V-FITC e PI.
Resultados expressos como porcentagem de células marcadas de um total de 20.000
eventos. Os resultados representam a média + desvio padrao de trés experimentos
independentes (trés réplicas para cada experimento). * Diferenga estatisticamente

significativa em relagéo ao grupo controle (p < 0,05).
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4.6 Envolvimento de caspases nos efeitos induzidos pela radiagao y

A fim de investigar o envolvimento de caspases na citotoxicidade induzida pela R,
as células foram pré-tratadas com o inibidor de caspases zZVAD-FMK (80 uM, 1h).
Como demonstrado na figura 26, o tratamento com 2zVAD-FMK inibiu,
significativamente, a reducdo de viabilidade celular induzida pela Rl nas linhagens
MACL-1 e MGSO-3, mas ndo na linhagem MDA-MB-231. O inibidor de caspases
também reduziu a fragmentagcédo do DNA nas trés linhagens, como demonstrado por
meio da quantificacdo de DNA sub-dipléide 48 horas apds o tratamento com 20 Gy
(Figura 27).
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Figura 26 — Efeito induzido pela RI (20 Gy, 48 h) sobre a metabolizacdo de MTT pelas
células MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231 na auséncia ou presenga de um inibidor de
caspases (80 pM, 1h). Os resultados representam a média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes (trés réplicas para cada experimento). * e #: diferengas
estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle e irradiado (20 Gy),

respectivamente (p < 0,05).
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Figura 27 — Fragmentacdo do DNA em células MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231 induzida
pela RI (20 Gy, 48 h) na auséncia ou presenca de um inibidor de caspases (80 uM, 1h). Os
resultados representam a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes (trés
réplicas para cada experimento). * e #: diferengas estatisticamente significativas em relagéo

ao grupo controle e irradiado (20 Gy), respectivamente (p < 0,05).

Uma vez que parte da resposta celular induzida pela RI foi inibida pelo zZVAD-FMK,
foi investigada a ativagcdo de determinadas caspases apos o tratamento com a
radiacao v. Inicialmente, avaliou-se a ativagdo da caspase 8. Nas linhagens MACL-1
e MDA-MB-231 a caspase 8 foi ativada 24 horas apo6s o tratamento com 20 Gy. Nas
células da linhagem MGSO-3 foi detectado aumento da atividade dessa caspase 30

horas apds o tratamento com RI (Figura 28).
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Figura 28 — Efeito induzido pela RI (20 Gy) sobre a atividade de caspase 8 em células
MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231 24 e 30 horas apés o tratamento. Foram usados 200 ug
proteinas de extrato total para detectar a atividade de caspase 8 a partir da clivagem do
substrato IETD-pNA. O resultado foi expresso como unidades relativas de absorbancia em
relacdo ao grupo controle. Os resultados representam a média + desvio padrao de dois
experimentos independentes (duas réplicas para cada experimento). * Diferenca

estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p < 0,05).

Também foi avaliada a atividade de caspase 9. Vinte e quatro horas apds o
tratamento com 20 Gy, houve ativagao de caspase 9 nas linhagens MACL-1 e MDA-
MB-231. A atividade de caspase 9 manteve-se 30 horas apds o tratamento nas
células dessas linhagens. Nas células da linhagem MGSO-3 nao houve atividade de

caspase 9 superior aquela do grupo controle nos momentos avaliados (Figura 29).
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Figura 29 — Efeito induzido pela RI (20 Gy) sobre a atividade de caspase 9 em células
MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231 24 e 30 horas apés o tratamento. Foram usados 200 ug
proteinas de extrato total para detectar a atividade de caspase 9 a partir da clivagem do
substrato LEHD-pNA. O resultado foi expresso como unidades relativas de absorbancia em
relacdo ao grupo controle. Os resultados representam a média + desvio padrao de dois
experimentos independentes (duas réplicas para cada experimento). * Diferenca

estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (p < 0,05).

Na via da apoptose, as caspases 8 e 9 sao consideradas ativadoras de uma
caspase efetora, a caspase 3. Portanto, foi avaliada a atividade dessa caspase 30
horas apds o tratamento com 20 Gy. Nos grupos tratados com RI houve aumento
significativo da porcentagem de células com caspase 3 ativa quando comparados
com 0s grupos nao irradiados nas linhagens MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231
(Figura 30).
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Figura 30 — Efeito induzido pela RI (20 Gy) sobre a atividade de caspase 3 em células
MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231 30 horas apds o tratamento. O resultado foi expresso
como porcentagem de células marcadas de um total de 30.000 eventos. Os resultados
representam a média + desvio padrao de trés experimentos independentes (trés réplicas
para cada experimento). * Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo

controle (p < 0,05).

4.7 Avaliagao da expressao protéica por eletroforese bidimensional apés

tratamento com radiagéao y

A fim de avaliar se o tratamento com a RI alterou o perfil de expressado protéica
foram usadas as técnicas de 2D e 2D-DIGE. Os géis foram preparados a partir de
amostras de extratos protéicos de células da linhagem MDA-MB-231 tratadas ou n&o
com radiagao y (20 Gy). Os extratos usados foram obtidos 24 ou 30 horas apds o
tratamento uma vez que nesses momentos foram observadas respostas celulares
indicativas de citotoxicidade nas células das linhagens MACL-1, MGSO-3 e MDA-
MB-231. A sobreposi¢cao das imagens de géis 2D-DIGE (Figuras 31 e 32) permite
observar que, 24 horas apds o tratamento, o padrdao de expressao protéica das
células tratadas com RI ndo difere daquele das células ndo irradiadas. Além disso, a
analise pelo programa Image Master 2D Platinum 6.0 ndo demonstrou diferencas
entre a composicao dos extratos de células controle ou tratadas com RI. De forma
semelhante, 30 horas apds o tratamento com 20 Gy, ndo foram identificadas
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alteracbes na expressao protéica nas células irradiadas em relagao as células

controle (Figuras 33 e 34).

Figura 31 — Gel bidimensional representativo de extrato protéico de células da linhagem
MDA-MB-231 controle (Cy 3) e tratado (Cy 5; 20 Gy, 24h) obtido por 2D-DIGE. A imagem
corresponde a sobreposicdo da imagem desses géis com aquela do padrdo interno,

marcado com Cy?2.

Figura 32 — Gel bidimensional representativo de extrato protéico de células da linhagem
MDA-MB-231 controle (Cy 5) e tratado (Cy 3; 20 Gy, 24h) obtido por 2D-DIGE. A imagem
corresponde a sobreposicdo da imagem desses géis com aquela do padrdo interno,

marcado com Cy2.
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Figura 33 — Gel bidimensional representativo de extrato protéico de células da linhagem
MDA-MB-231.

Figura 34 — Gel bidimensional representativo de extrato protéico de células da linhagem
MDA-MB-231 obtido 30 horas apés o tratamento com RI (20 Gy).
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4.8 Analise comparativa do perfil de expressao protéica de células de tecido de

mama saudavel e das linhagens MACL-1 e MGSO-3

Também foi avaliada a existéncia de diferengas na expressio protéica de células
das linhagens MACL-1 e MGSO-3 em relagéo a células de tecido ndo tumoral por
meio de 2D-DIGE. A analise dos géis realizada com o programa DeCyder 2D 7.0
indicou a existéncia de 50 proteinas diferencialmente expressas entre as células de
tecido saudavel e as células da linhagem MACL-1. A figura 35 corresponde ao gel
2D-DIGE contendo extratos protéicos da linhagem MACL-1 e das células obtidas a
partir de tecido de mama saudavel. Na tabela 1 estdo relacionadas as proteinas
identificadas por espectrometria de massa. Nas figuras 36 e 37 estao representados
resultados das proteinas galectina 1 e anexina V, respectivamente, que tiveram
expressao alterada nas células MACL-1 em relacdo as células saudaveis. Foram
incluidos os graficos de tendéncia, a imagem do spot como observado no gel apos
coloragdo com comassie coloidal e o grafico tridimensional que representa a
densidade Optica detectada pelo programa DeCyder 2D 7.0. As demais proteinas

nao puderam ser identifcadas
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Figura 35 — Gel bidimensional representativo de extrato protéico de células da linhagem
MACL-1 (Cy5) e células saudaveis (Cy3) obtido por 2D-DIGE. A imagem corresponde a
sobreposi¢céo da imagem desses géis com aquela do padréo interno, marcado com Cy2. Os

nuameros indicam a posi¢ao das proteinas identificadas por espectrometria de massa.



Tabela 1 — Proteinas identificadas com expresséao diferente entre células MACL-1 e de tecido de mama saudavel.
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Sequéncia de

Nivel de expressao em

Proteina Fungao peptideos MS/MS relacédo a célula saudavel Razao
. Adeséo das células a KDSNNLCLHFNP +
1 Galectina 1 glicoconjugados (laminina) Carbamidomethyl (C) Aumentada °6,9
Cadeia leve da . GNFNYVEFT .
2 miosing 2 Motilidade celular KGNENYVEFT Reduzida -2,5
Enovelamento e
, direcionamento de proteinas WIYEDVE .
3 Calumenin sintetizadas no reticulo DWILPSDYDHAEAEA Reduzida 4.9
endoplasmatico
AVFPSIVGRP
4 Actina a1 Motilidade celular IWHHTFYNEL Reduzida -2,3
SYELPDGQVITIGNE
. Proteina ligadora de fosfolipide SLYYYIQQDTK .
° Anexina A2 dependente de Ca®* GVDEVTIVNILTN Reduzida -10,3
SEIDLFNI
. . GTVTDFPGFDE .
6 Anexina V Anticoagulante GLGTDEESILTLLTS Reduzida -7,3
WGTDEEKFITIFGT
7 Vimentina Componente do citoesqueleto ISLPLPNFSSLNLR Reduzida -7,8
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Figura 36 — Visualizagdo grafica da proteina galectina 1 no programa DeCyder 7.0. (A)
Representacao grafica da quantidade de galectina 1 nos extratos protéicos de células
saudaveis e da linhagem MACL-1. (B) Visualizagao no gel 2D-DIGE do spot correspondente
a galectina 1. (C) Representacao tridimensional da intensidade do spot correspondente a

galectina 1.
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Figura 37 — Visualizagdo grafica da proteina anexina V no programa DeCyder 7.0. (A)
Representagdo grafica da quantidade de anexina V nos extratos protéicos de células
saudaveis e da linhagem MACL-1. (B) Visualizagédo no gel 2D-DIGE do spot correspondente
a anexina V. (C) Representacao tridimensional da intensidade do spot correspondente a

anexina V.
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Entre as células da linhagem MGSO-3 e as células saudaveis, a analise do gel 2D-
DIGE (Figura 38) com o programa DeCyder apontou a existéncia de 57 proteinas
com expressao diferencial. Uma dessas proteinas foi identificada como HSP 27
(sequéncia de peptideos MS/MS: LFDQAFGLP) (Figura 39). Sua expressao esta
aumentada em relagéo as células de mama saudavel (razdo: 8,52) e sabe-se que
essa proteina esta envolvida na resisténcia a diferentes tipos de estresse celular. As

demais proteinas nao puderam ser identificadas por espectrometria de massas.
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Figura 38 — Gel bidimensional representativo de extrato protéico de células da linhagem
MGSO-3 (Cy3) e células saudaveis (Cy5) obtido por 2D-DIGE. A imagem corresponde a

sobreposi¢cao da imagem desses géis com aquela do padrao interno, marcado com Cy2.
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Figura 39 — Visualizacdo grafica da proteina HSP 27 no programa DeCyder 7.0. (A)
Representacao grafica da quantidade de HSP 27 nos extratos protéicos de células
saudaveis e da linhagem MGSO-3. (B) Visualizacdo no gel 2D-DIGE do spot correspondente
a HSP27. (C) Representacgao tridimensional da intensidade do spot correspondente a HSP
27.
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5 DISCUSSAO

O céancer de mama afeta cerca de 470.000 mulheres a cada ano em todo o mundo.
No Brasil, sdo cerca de 50.000 novos casos ao ano (ESTIMATIVA 2010). Esse tipo
de cancer, normalmente, ndo produz sinais ou sintomas nos estadios iniciais,
quando o tumor ainda é pequeno e de mais facil controle. Por essa razao, muitas
pacientes demoram a ser diagnosticadas, fator que reduz drasticamente a chance
de cura. Porém, gracas a estratégias de rastreamento populacional, tem sido cada
vez maior o numero de mulheres que tem recebido tratamento precocemente. Isso
tem se refletido na reducéo gradual da taxa de mortalidade por cancer de mama nos

ultimos 25 anos em muitos paises da Europa e na América do Norte (WCR_2008).

Entretanto, no Brasil, a taxa de mortalidade continua elevada. O Ministério da Saude
preconiza que seja realizado exame mamografico a cada dois anos em mulheres de
50 a 69 anos. De 40 a 49 anos de idade é sugerido apenas o exame clinico anual
das mamas. Além disso, independente da faixa etaria, o exame clinico deve ser
realizado em todas as mulheres atendidas no servigo de saude. Essa estratégia de
rastreamento muitas vezes nao permite o diagnostico precoce, colaborando para a
manutencao da alta taxa de mortalidade por cancer de mama no Brasil uma vez que
a demora no diagnostico compromete a eficacia do tratamento (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER, 2004).

Uma das principais limitagcbes da terapia do cancer de mama em estadios
avancgados € o risco de remocgao incompleta do tumor. Nesses casos, a eficacia do
tratamento complementar torna-se crucial para a cura da paciente, evitando
recorréncia da doenca. Porém, em diferentes tipos de cancer (Mullighan et al, 2008;
Nguyen et al, 2008; Du Bois et al, 2009) incluindo o cancer de mama (Cancello et al,
2010; Yu et al, 2010) foi observada a recorréncia de tumores por falhas das terapias
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atualmente disponiveis. No céncer de mama essa realidade muitas vezes torna
ineficazes tratamentos como a radioterapia (Valachis et al, 2010). Portanto, a
compreensao dos mecanismos envolvidos na morte e sobrevivéncia de células
tumorais apos o tratamento € um ponto chave no desenvolvimento de terapias mais
eficazes. Linhagens celulares derivadas de tumores primarios sdo amplamente
usadas nesse tipo de pesquisa, uma vez que apresentam inumeras vantagens do

ponto de vista experimental (Vargo-Gogola, Rosen, 2007).

Em geral, as linhagens de cancer de mama s&o culturas de facil manutengéo. Além
disso, permitem manipulagdes genéticas e sdo consideradas um modelo de cancer
mais relevante do que aqueles desenvolvidos em animais. Em consequéncia, o uso
de linhagens celulares derivadas de cancer de mama humano tem fornecido um
grande volume de informagdes a respeito de genes e vias de sinalizagdo envolvidos
no desenvolvimento, na proliferagdo e na sobrevivéncia de células tumorais.
Entretanto, uma linhagem celular ndo é representativa da diversidade de alteragdes
genéticas e fenotipicas envolvidas na geracdo dos tumores de mama (Vargo-
Gogola, Rosen, 2007). Tal fator justifica o uso de diferentes linhagens celulares em
um estudo a fim de validar a relevancia das observagdes realizadas (Burdall et al,
2003). No presente estudo foram usadas duas linhagens de cancer de mama
humano estabelecidas em nosso laboratério a partir de tumores primarios, MACL-1 e
MGSO-3 (Correa et al, 2009), e uma linhagem comercial derivada de metastase,
MDA-MB-231 (Cailleau et al, 1974).

Apesar de serem consideradas como bom modelo para o estudo da biologia do
cancer de mama, as linhagens celulares trazem algumas limitagcées. Por exemplo, as
células em cultura n&o estado inseridas em uma estrutura tridimensional. Elas formam
uma monocamada e nao existem outros tipos celulares adjacentes, como ocorre no
tumor in vivo. Portanto, ndo ha barreira para a exposig¢ao das células a farmacos e a
radiacdo, o que dificulta a interpretacdo dos resultados. A fim de minimizar a
interferéncia desses aspectos nos resultados dos experimentos realizados, a dose
de radiacido usada no presente estudo foi definida com base em estudos clinicos de

radioterapia intraoperatéria (Luini et al, 2005).
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Nesse tratamento, a paciente recebe uma dose de radiagdo entre 15 e 21 Gy
diretamente no sitio do tumor durante o procedimento cirurgico (Veronesi et al, 2005;
Kraus-Tiefenbacher et al, 2007; Chadha et al, 2009; Lemanski et al, 2009). Essa
dose unica de cerca de 20 Gy equivale a dose total de 60 Gy, administrada em
fragbes diarias de 2 Gy, cinco dias por semana durante seis semanas, esquema de
tratamento frequentemente usado na radioterapia apds a remocao cirurgica do tumor
(Luini et al, 2005). Portanto, no presente estudo, as culturas celulares foram
irradiadas com a dose de 20 Gy e com uma dose inferior, de 10 Gy, a fim de simular

os efeitos induzidos pela radioterapia.

Sabe-se que a morte celular resultante da exposicdo a RI esta relacionada aos
danos celulares induzidos por esse tipo de energia. A interacdo da radiagdo com as
biomoléculas induz danos diretos. Entretanto, grande parte das lesdes celulares
promovidas pela irradiagdo esta associada a geragdo de espécies reativas de
oxigénio pela interagdo da radiagcdo com as moléculas de agua, fendmeno
conhecido como radidlise da agua. As espécies reativas de oxigénio danificam
diversas biomoléculas, como proteinas e acidos nucléicos (Choi et al, 2007;
Mozdarani et al, 2007), resultando em fragmentagcdo do DNA, bloqueio do ciclo
celular e apoptose (Kim et al, 2004). Desse modo, a fim de investigar os efeitos da
radiacdo sobre as células de cancer de mama das linhagens MACL-1, MGSO-3 e

MDA-MB-231 foram realizados diferentes ensaios.

Inicialmente, foram avaliados efeitos agudos da RI sobre o metabolismo celular por
meio do ensaio de MTT. Estudos demonstram que ha reducdo da atividade
metabdlica de diferentes tipos celulares apds o tratamento com RI (Eriksson et al,
2007; Jiao et al, 2007; Hayashi et al, 2008). No presente estudo foi observada
reducdo da metabolizagdo do MTT 48 e 72 horas apés o tratamento com RI. Essa
alteracao foi de pequena magnitude e nao foi significativa na linhagem MDA-MB-231
72 horas ap6s a exposicao a radiacéo y. E provavel que a reducdo do metabolismo
celular resulte de danos induzidos pela Rl em biomoléculas. De fato, quando foi
avaliado o conteudo de DNA nas trés linhagens apdés esquema de tratamento
similar, observou-se aumento significativo da fragmentagcdo do material genético 48

e 72 horas ap6és o tratamento com 10 e 20 Gy.
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O ensaio de fragmentacdo de DNA pode ser usado para a avaliagdo de morte
celular induzida por diferentes tipos de estimulos: quimicos (Mcneill-Blue et al, 2006;
Gahr et al, 2008; Ramakrishnan et al, 2009), biolégicos (Schoier et al, 2001) ou
fisicos (Tokalov et al, 2007; Zhang et al, 2008). O aumento da fragmentacdo do DNA
observado no presente estudo pode ser interpretado como morte celular (Nicoletti et
al, 1991; Lecoeur, 2002) e esta de acordo com a redugdo de metabolismo de MTT

observada 48 e 72 horas apods o tratamento.

Também foi realizado o ensaio de clonogencidade o qual avalia a capacidade de
células que sobreviveram ao tratamento com RI formarem colénias (Franken et al,
2006). Esse ensaio tem sido amplamente usado para investigacdo da manutengao
da capacidade de gerar células filhas apdés o tratamento com Rl (Machida et al,
2005; Raffoul et al, 2006; Jin et al, 2007; Gow et al, 2008). Nas células das linhagens
MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231 o tratamento com 10 ou 20 Gy reduziu
significativamente a sobrevivéncia clonogénica. Isso demonstra que células
aparentemente integras e metabolicamente ativas quando avaliadas 72 horas apos
o tratamento no ensaio de MTT provavelmente carregavam danos incompativeis
com a manutencdo da proliferacdo celular. E possivel que células com danos
tenham entrado em senescéncia e apesar de estarem vivas, perderam a capacidade
de se dividir e formar colénia. Esse mecanismo ¢é valido para o controle do cancer
uma vez que a célula incapaz de se dividir ndo é capaz de manter o tumor (Gewirtz
et al, 2008).

Também é possivel supor que as células com danos n&o reparados no DNA tenham
escapado do bloqueio em G, e entrado em um tipo anormal de mitose o que,
posteriormente, resulta em morte por catastrofe mitdtica (Okada, Mak, 2004,
Vakifahmetoglu et al, 2008; Varmark et al, 2009). De fato, a Rl pode induzir morte
por esse mecanismo (Eriksson et al, 2007). Além disso, por meio de microscopia
confocal, foram observadas aberragdes nos cromossomos 24 horas apds o
tratamento com 20 Gy. Portanto, € possivel que as células com alteragoes
cromossOmicas que permaneceram vivas 72 horas apos o tratamento com RI
tenham morrido ao iniciar novo ciclo de divisdo, entrando em processo de catastrofe

mitoética.
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Apesar desses efeitos citotoxicos induzido pela RI, o tratamento com uma dose de
20 Gy n&o foi suficiente para eliminar todas as células em cultura. As células das
linhagens MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231 foram capazes de se recuperar apds
um tratamento com 20 Gy. Trés semanas apos o primeiro tratamento com RI as
células haviam restabelecido culturas com aspecto e comportamento semelhantes
ao das culturas que nao foram expostas a radiagcdo. Essas células recuperadas
foram tratadas com 10 ou 20 Gy e a redugédo do metabolismo de MTT induzida por
esse novo tratamento ndo diferiu daquela observada nas culturas que estavam
sendo tratadas pela primeira vez. Esse resultado sugere que as linhagens MACL-1,
MGSO-3 e MDA-MB-231 apresentam certo grau de resisténcia a RI.

Entretanto, esse resultado aparentemente contradiz aquele obtido com o ensaio de
clonogenicidade no qual n&o foi observado crescimento de colbénias 10 dias apds o
tratamento com a dose de 20 Gy. E possivel supor que essa divergéncia resulte da
diferenca entre o0s protocolos experimentais realizados. No ensaio de
clonogenicidade, apdés o tratamento as células foram coletadas dos frascos de
cultura e inoculadas em densidades conhecidas (100 a 600 células) em placas de
seis pogos. Dessa maneira, partindo-se de um numero pré-determinado de células
irradiadas, pode ser realizada uma analise quantitativa da fracao de células capazes
de gerar células filhas. Por sua vez, no ensaio de recuperagao de células apos a
irradiacao, cerca de 100.000 células foram irradiadas e todas foram mantidas em
cultura apés o tratamento. Portanto, nesse protocolo, parte-se de um niumero maior
de células irradiadas e isso aumenta a probabilidade de que sejam detectadas
células capazes de sobreviver ao tratamento com RIl. Com base nesse resultado,
pode-se sugerir que as células das linhagens MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231
dispdem de mecanismos que permitem reparar os danos causados pela exposi¢ao a
radiacdo y ou sobreviver na presenga desses danos sendo, portanto, resistentes a

esse tratamento.

Sabe-se que a resisténcia a radioterapia representa um importante fator limitante na
terapia do cancer de mama uma vez que a sobrevivéncia de parte das células
tumorais resulta em recorréncia do tumor (Wolfort et al, 2006). Um dos fatores que

determinam a sensibilidade a radiacao é a regulagao da transicdo entre as fases do
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ciclo celular uma vez que esta afeta o processo de reparo do DNA. Em geral, células
capazes de estabelecer bloqueio prolongado do ciclo celular apdés exposi¢céo a Rl
sdo mais aptas a sobreviver aos danos induzidos por esse tratamento (Coucke,
Crompton, 1995). Entre as diversas vias de sinalizagdo envolvidas no controle do
ciclo celular a via da p53 € uma das principais responsaveis pelo bloqueio que
ocorre na presenga de DNA danificado (Houtgraaf et al, 2006) o qual parece estar

relacionado a ativacdo de ATM e Chk2 cinase (Lazzaro et al, 2009).

Por sua vez, a transicdo G,/M também pode ser alterada pela RI. As proteinas ATM
e ATR detectam danos no DNA e ativam as cinases Chk2 e Chk1, respectivamente.
Essas proteinas fosforilam diferentes proteinas reguladoras do ciclo celular e
estabelecem o bloqueio em G, o que resulta no atraso da transigdo entre as fases
G2 e M (Lazzaro et al, 2009). O bloqueio do ciclo celular em G, tem o objetivo de
permitir que ocorra o reparo do DNA antes do prosseguimento da diviséo celular.
Dessa forma, reduz-se o risco de DNA danificado ou de cromossomos segregados
de forma inadequada serem transmitidos para células filhas (Kao et al, 2001). No
presente estudo foi observado que, 24 horas apos o tratamento com 10 ou 20 Gy, as
células das linhagens MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231 apresentaram bloqueio do
ciclo celular na transicao entre as fases G, e M apesar de né&o ter sido observada
alteracdo no metabolismo celular ou na porcentagem de células com DNA

fragmentado nesse momento.

A fim de avaliar em qual fase ocorreu o bloqueio do ciclo foi calculado o indice
mitético. Essa quantificacdo foi realizada por meio do uso de um anticorpo anti-
histona-3-fosforilada. A proteina histona 3 é fosforilada durante a mitose sendo que
a intensidade da fosforilacdo e, consequentemente, da fluorescéncia observada por
meio da ligagcdo do anticorpo, aumenta gradativamente até a profase e esta
praticamente extinta na tel6fase (Hendzel et al, 1997). A observacado de campos de
microscopia confocal com células ndo marcadas pelo anticorpo anti-fosfo-histona-3 e
com diferentes figuras mitéticas marcadas por esse anticorpo demonstra a
seletividade do mesmo e sua aplicabilidade em ensaios para identificacdo e

quantificacdo de células em mitose (Bossard et al, 2006; Veras et al, 2009).
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A visualizagdo por microscopia confocal dos nucleos celulares 24 horas apos o
tratamento com 20 Gy permitiu observar que ndo houve aumento significativo do
numero de células em mitose nas células MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231. Esse
resultado sugere que o bloqueio do ciclo induzido pela Rl ocorreu antes da transi¢cao
para a fase M. Portanto, as células com conteudo de DNA 4n observadas 24 horas

apos o tratamento com 20 Gy encontravam-se na fase G do ciclo celular.

Também foi possivel observar que a Rl provocou alteragbes na morfologia dos
cromossomos nas células das linhagens MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231 24 horas
apos o tratamento com 20 Gy. Os danos ao DNA resultantes da exposi¢cédo a RI
funcionam como estimulo quimico para ativagao de diversas respostas celulares. A
RI induz trocas de bases e quebras simples e duplas no material genético sendo as
quebras duplas do DNA o tipo de lesdo mais relevante. A fragmentagcdo do DNA
ocorre, portanto, devido a acdo direta da radiagdo sobre o acido nucléico (Blocher,
1988; Schmidberger et al, 2003) e pela ativacdo de vias de apoptose e de

endonucleases apds a detecgdo desses danos (Gulston et al, 2004).

Uma vez que o tratamento com RI induziu morte celular, foram investigados os
mecanismos envolvidos. Sabe-se que lesdes no DNA, como aquelas induzidas pela
RI, podem ativar vias de apoptose (Yarnold, 1997). Portanto, inicialmente, foi
avaliada a porcentagem de células que apresentavam caracteristicas de células
apoptéticas 48 horas apos o tratamento com 20 Gy. Uma das alteragdes celulares
mais precoces observadas em células apoptdticas € a exposicdo de fosfatidilserina
na face externa da membrana plasmatica. A fosfatidilserina € um fosfolipide
encontrado na face interna da membrana de células viaveis e, quando exposta na
superficie externa de células apoptéticas, funciona como sinal para macréfagos que

fagocitam essas células (Fadok et al, 1992).

Outra caracteristica de células em estagios iniciais de apoptose € a manutencao da
integridade da membrana e a capacidade de excluir corantes como o Pl (Aubry et al,
1999). No presente estudo, foi observado que 48 horas apds o tratamento com 20
Gy uma parte da populagéo celular encontrava-se em estagio inicial de apoptose,
tendo sido marcada apenas com anexina V. Outra parte da populacao apresentava-
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se marcada com anexina V e PI, caracterizando células em estagio avangado de
apoptose ou em necrose. Portanto, parte da morte celular resultante do tratamento

com 20 Gy pode ser descrita como apoptética.

A morte celular por apoptose pode ser iniciada pela via de sinalizagdo extrinseca,
mediada por receptor de morte; intrinseca, também denominada via mitocondrial; ou
ser mediada por granzima B (Taylor et al, 2008). Essas vias ativam uma série de
processos bioquimicos nas células que resultam na ativagdo de caspases,
serinoproteases envolvidas na digestdo generalizada de proteinas que ocorre
durante a apoptose (Okada, Mak, 2004; Dogu, Diaz, 2009). Para avaliar o
envolvimento de caspases nos efeitos induzidos pela RI sobre as células das
linhagens MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231, foi usado um inibidor geral de
caspases, z-VAD-FMK. Esse inibidor de caspases nao foi capaz de abolir a
fragmentacdo do DNA e a morte celular induzidas pela RI. Isso pode estar
relacionado ao fato de essa substancia bloquear a clivagem do DNA e a morte

celular iniciadas, diretamente, pela ativagdo de caspases (Varmark et al, 2009).

Portanto, pode-se supor que os efeitos induzidos pela radiagao y sejam, em parte,
independentes da ativacao de caspases, resultando, por exemplo, da ac¢ao direta da
radiagcdo sobre o DNA, entre outros mecanismos. Estima-se que cada 1 Gy de
radiacdo induza uma quebra dupla no DNA, um tipo de lesdo de dificil reparo
(Blocher, 1988; Schmidberger et al, 2003). Esse tipo de lesdo desencadeia diversos
processos celulares entre eles a morte celular e a ativagdo de endonucleases e
exonucleases. Essas enzimas clivam o material genético de forma generalizada e
independente de caspases (Lee et al, 2005), efeitos da radiagéo y nado inibidos pelo
zVAD. Diferentes estudos também demonstraram que a inibicdo da apoptose em
células que sofreram danos no DNA nao altera a sobrevivéncia clonogénica. Nesses
estudos, mesmo havendo redugdo de marcadores de apoptose, a morte celular
ocorreu independente desse mecanismo devido a ativagao de vias alternativas que
resultam em morte, por exemplo, por catastrofe mitética (Lock, Stribinskiene, 1996;
Kyprianou et al, 1997; Ruth, Roninson, 2000; Mansilla et al, 2006).
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Apesar de nao ter abolido as respostas celulares induzidas pela RI, o inibidor de
caspases reduziu de forma significativa a fragmentacdo do DNA e a redugédo de
metabolismo do MTT, o que sugere que ha envolvimento de caspases nessas
respostas. De fato, a ativacdo de caspases apds o tratamento com RI foi
demonstrada por estudos usando linhagens celulares diferentes (Giagkousiklidis et
al, 2005; Verbrugge et al, 2008). Portanto, a ativagdo de duas caspases iniciadoras
foi investigada 24 e 30 horas apds o tratamento com 20 Gy. Esses momentos foram
selecionados, pois os resultados dos ensaios de MTT e de fragmentagao do DNA
demonstram que 24 horas apés o tratamento ndo ha morte celular significativa. Por
outro lado, apds 48 horas, houve reducdo do metabolismo de MTT e cerca de 50%

das células apresentavam fragmentacdo do DNA nas trés linhagens usadas.

A caspase 8 foi ativada pelo tratamento com RI nas linhagens MACL-1 e MDA-MB-
231, apos 24 horas. Na linhagem MGSO-3 a ativagéo foi observada 30 horas apds o
tratamento. A via de ativacdo da caspase 8 mais amplamente estudada envolve
receptores de morte da superfamilia de receptores de fator de necrose tumoral,
como CD-95 e TRAIL (Ashkenazi, 2002). Existem evidéncias de que a RI torna mais
eficiente esse mecanismo tornando mais facil a ativacao da caspase 8 (Verbrugge et
al, 2008). Porém, a caspase 8 também pode ser ativada por mecanismos
independentes de receptores de morte, em um processo de comunicagao entre as

vias intrinseca e extrinseca da apoptose (Jones et al, 2001; Vit et al, 2001).

A ativacdo de outra caspase iniciadora, a caspase 9, observada 24 horas apds o
tratamento com 20 Gy nas linhagens MACL-1 e MDA-MB-231 pode resultar de
danos mitocondriais induzidos pela Rl. A permeabilizagdo da membrana externa da
mitocbndria permite a liberagdo de citocromo ¢ o qual, quando no citoplasma,
interage com Apaf-1 e caspase 9 formando um complexo protéico denominado
apoptossomo que promove a ativagao de caspase 9 (Okada, Mak, 2004; Dogu, Diaz,
2009). Além disso, a clivagem de BID pela caspase 8 também pode resultar na
ativacao de caspase 9 (Belka et al, 2000). As caspases 8 e 9 sao denominadas
iniciadoras, pois um de seus principais alvos moleculares € a caspase 3, uma

caspase efetora.
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A caspase 3, cuja ativagao foi demonstrada 30 horas apds o tratamento com 20 Gy
nas trés linhagens estudadas, esta envolvida na degradagéo de diversas estruturas
celulares resultando em alteragdes fenotipicas caracteristicas da apoptose. A
exposicao de fosfatidilserina, observada 48 horas apds tratamento com RI, é
dependente da atividade da caspase efetora 3 (Taylor et al, 2008). Além disso, o
fator de fragmentacdo do DNA, uma DNAse ativada por caspase 3, promove a
clivagem do DNA durante a apoptose (Liu et al, 1997 ; Enari et al, 1998). No
presente estudo, a fragmentacao do DNA foi observada 48 horas apds o tratamento
com radiacéo vy, posterior a ativacao de caspase 3 que ocorreu 30 horas apds o
tratamento. Portanto, a ativacdo dessa caspase nas linhagens MACL-1, MGSO-3 e
MDA-MB-231 esta de acordo com as alteragdes celulares observadas

posteriormente nessas células.

Em conjunto, esses resultados demonstram que a Rl induz morte celular a qual, em
parte, esta relacionada a ativagcado de vias de apoptose. Entretanto, o fato de as
culturas terem se restabelecido trés semanas apds o tratamento sugere que as
células das linhagens MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231 possuem mecanismos que
permitem sua sobrevivéncia mesmo apos sofrerem danos extensos no material
genético. Apesar dos inumeros avangos, a compreensido dos mecanismos
envolvidos nessa habilidade de células neoplasicas sobreviverem em condi¢coes
desfavoraveis permanece incompleta. Uma das areas mais promissoras atualmente
que pode contribuir para a superacao dessas limitagcbes € a analise protedmica
(Hanash, 2003; Abramovitz, Leyland-Jones, 2006).

Apods a decodificagcdo do genoma humano, o proximo desafio tem sido estabelecer
uma relacdo entre os genes presentes nas células e as fungdes desempenhadas
pelas proteinas codificadas por eles. Diferentes abordagens podem ser adotadas a
fim de alcangar esse objetivo, entre elas o estudo do transcriptoma (conjunto das
moléculas de mRNA) e do proteoma. Uma vez que as proteinas sao pegas centrais
da funcdo biolégica e importantes candidatas a alvos de farmacos e testes

diagndsticos, os estudos protedmicos tém recebido grande ateng¢ao (Simpson, 2003,
p.1).
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Com o objetivo de identificar proteinas possivelmente envolvidas nas respostas
celulares induzidas pela RI foram usadas duas técnicas de eletroforese
bidimensional: 2D e 2D-DIGE. Inicialmente, foi comparada a expressao protéica de
células da linhagem MDA-MB-231 com aquela de células dessa linhagem 24 ou 30
horas apds o tratamento com 20 Gy. Nesses protocolos ndo foram detectadas
alteracbes na expressao protéica. Esse resultado pode resultar de limitacdes da
técnica usada. Uma vez que os géis 2D e 2D-DIGE foram preparados a partir de
extrato total de células, pode néo ter sido possivel detectar alteragbes de pequena
magnitude na expressdo protéica apds o tratamento com 20 Gy. E possivel que a
analise de fragdes do extrato celular aumente a sensibilidade permitindo, assim, a
identificacdo de proteinas cuja expressao sofre interferéncia do tratamento com RI.
Além disso, essa analise pode ser realizada em diferentes momentos apods o
tratamento com RI estabelecendo, assim, um estudo da cinética da alteracdo do

perfil protedémico.

Apesar de nao terem sido detectadas alteragbes na expressao protéica 24 e 30
horas apds o tratamento com RI, os resultados do presente estudo demonstram que
as ceélulas das linhagens MACL-1 e MGSO-3 apresentam certo grau de
radiorresisténcia. Portanto, é valido investigar se existem diferengas na expressao
protéica dessas células em relagdo a células de tecido ndo tumoral. Com esse
objetivo, foram preparados géis 2D-DIGE a partir de amostras de extratos protéicos

de células dessas linhagens e de células de tecido de mama saudavel.

Apos a separacao dos extratos protéicos pela técnica de 2D-DIGE, os géis foram
analisados e as proteinas de interesse extraidas para posterior identificacdo por
espectrometria de massa. Foram identificadas sete proteinas diferencialmente
expressas na linhagem MACL-1 em relagédo as células obtidas a partir de tecido de

mama saudavel.

Uma das proteinas com expressdo aumentada na linhagem MACL-1 foi a galectina
1, uma lectina envolvida em varios processos celulares. Sabe-se que sua forma
monomeérica ou dimérica, a localizagao intracelular ou extracelular, bem como o tipo

celular considerado influenciam no efeito induzido por essa proteina (Camby et al,



100

2006). A galectina 1 presente no meio extracelular estimula a mitose em células
vasculares (Moiseeva et al, 2000) e hepaticas (Maeda et al, 2003), mas inibe, por

exemplo, o crescimento de células da medula 6ssea (Andersen et al, 2003).

Até o momento, diferentes estudos demonstraram o aumento da expressdo de
galectina 1 em células de cancer de pulmao (Szoke et al, 2007), célon (Hittelet et al,
2003) e bexiga (Sheng et al, 2006). Também ha aumento da expressdo dessa
proteina em carcinoma de células basais (Cada et al, 2009) e em células da
linhagem de cancer mama MDA-MB-231 em relac&o a linhagens nao-metastaticas
(Imai et al, 2008). Sabe-se que a galectina 1 modifica os processos de adesao e
motilidade e a capacidade invasiva de células (Camby et al, 2006). Essa proteina
promove aumento da ades&o de células a matriz extracelular (Van Den Brule et al,
2003) e a células endoteliais, favorecendo a disperséo de células tumorais (Glinsky
et al, 2000). Além disso, a superexpressao de galectina 1 em células de carcinoma
hepatico resulta em aumento da migragao e da capacidade invasiva dessas células
(Spano et al, 2010).

Por sua vez, a expressao de galectina 1 na membrana de células de carcinoma
mamario esta relacionada a um fenoétipo altamente invasivo (Harvey et al, 2001). De
fato, no presente estudo, a detecgdo da superexpressao de galectina 1 nas células
da linhagem MACL-1 esta de acordo com dados clinicos. Na ocasido do diagnéstico,
com base no resultado do exame de microscopia, o tumor da paciente foi descrito
como carcinoma ductal invasor (Anexo A). A partir de fragmento desse tumor foram

extraidas as células que deram origem a linhagem MACL-1.

Atualmente, a galectina 1 é considerada uma das principais lectinas envolvidas na
carcinogénese (Demydenko, Berest, 2009). Sua superexpressao esta relacionada ao
aumento da capacidade invasiva das células tumorais (Jung et al, 2007) bem como
a habilidade de escapar da agao do sistema imune por meio da indug¢ao de apoptose
em células T (He, Baum, 2004). Sendo assim, o aumento da expressao dessa
proteina pode ser considerado um fator progndstico ruim e sua avaliagdo pode ser

empregada como auxiliar no diagndstico. Além disso, o uso de inibidores de
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galectina 1 pode ser uma estratégia valida para favorecer o controle do cancer de

mama (Demydenko, Berest, 2009).

Ao contrario do que foi demonstrado para a galectina 1, no presente estudo foi
detectada reducdo da expressdo de anexina A2 nas células da linhagem MACL-1
quando comparada com células saudaveis. As anexinas sao proteinas capazes de
se ligar a fosfolipides de membrana de maneira dependente de Ca®" (Babiychuk,
Draeger, 2000). A anexina A2 é um membro dessa familia de proteinas que interage
com a actina modulando sua polimerizacdo e mantendo a plasticidade do
citoesqueleto (Hayes, Thor, 2002). Estudos sugerem que tumores de mama com
aumento da expressao de anexina A2 tém progndstico menos favoravel uma vez
que essa proteina parece estar envolvida em mecanismos de inibicdo de apoptose
(Chuthapisith et al, 2009), de estabelecimento de metastases (Sharma et al, 2010) e

de resisténcia a quimioterapia (Zhang et al, 2009).

Além disso, em relacdo a expressdao em células de mama saudavel, a anexina A2
encontra-se superexpressa na linhagem MDA-MB-231, considerada metastatica. Por
outro lado, ha reducdo da expressdo dessa proteina em diversas linhagens de
células de cancer de mama nao metastaticas (Imai et al, 2008). Entretanto, estudos
demonstram que a redugdo da expressao de anexina A2 esta associada ao
desenvolvimento e a progressdao do cancer de prostata (Liu et al, 2003) e
nasofaringeo (Chan et al, 2008). Sendo assim, com base no nivel de expressao
dessa unica proteina nao € possivel definir o potencial metastatico e a agressividade

das células da linhagem MACL-1.

A expressao de outro membro da familia das anexinas, a anexina V, apresentou-se
reduzida em células da linhagem MACL-1 em relagdo a células de mama saudavel.
Os dados de literatura a respeito da expressdo dessa anexina em células tumorais
sdo variaveis. Ocorre aumento da expressdo de anexina V em carcinomas de
pancreas (Cui et al, 2009) e de esbdfago (Du et al, 2007). Por sua vez, observou-se
reducdo da expressao de anexina V em céancer de bexiga (Celis et al, 2002) e em
um estudo realizado em camundongos com tumores pulmonares (Bortner et al,

2009). Portanto, o papel dessa anexina no cancer ainda € controverso.
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Outra proteina com expressao reduzida nas células MACL-1 em relagdo as células
de tecido de mama saudavel foi a calumenina. Essa proteina possui seis dominios
de ligacao de Ca* do tipo méo-EF e esta presente no reticulo endoplasmatico e no
complexo de Golgi (Honore, Vorum, 2000). A reduc&o da expressédo de calumenina
foi demonstrada em linhagens de células de outras neoplasias como células
metastaticas de carcinoma de cabeca e pescoco (Wu et al, 2002) e de figado (Ding
et al, 2004). Entretanto, o papel da calumenina na carcinogénese ainda nao esta

bem estabelecido.

Nas células da linhagem MGSO-3 foi identificado aumento da expressédo de HSP 27,
uma proteina de choque térmico de 27 kDa que exerce fungado protetora contra
diferentes tipos de estresse celular como calor (Landry et al, 1989) e espécies
reativas de oxigénio (Mehlen et al, 1997; Rogalla et al, 1999). Além disso, a
superexpressao dessa proteina esta associada a resisténcia a quimioterapia em
pacientes com cancer de ovario (Langdon et al, 1995), es6fago (Langer et al, 2008)
e mama (Vargas-Roig et al, 1998). Estudos demonstraram, também, que a
superexpressao de HSP 27 em tumores de prostata (Foster et al, 2009) e estdbmago
(Giaginis et al, 2009) esta relacionada a prognéstico desfavoravel. Sabe-se que
parte do efeito protetor induzido pela HSP 27 é mediado pela reducao da liberagao
de citocromo c (Paul et al, 2002) e consequente diminuicdo da ativagdo de caspase
9 (Garrido et al, 1999; Bruey et al, 2000). No presente estudo, nao foi observada
ativagdo dessa caspase nas células da linhagem MGSO-3 apds o tratamento com
radiacdo y. Esse mesmo tratamento ativou a caspase 9 nas células das linhagens
MACL-1 e MDA-MB-231. Pode ser sugerido que a auséncia de ativagcdo dessa
caspase na linhagem MGSO-3 resulte da expressdo elevada de HSP 27 nessas

células.

As proteinas com expressao diferencial identificadas no presente estudo estédo
descritas na literatura de cancer. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para
definir o papel que desempenham no estabelecimento e na progressdo dos tumores.
Além disso, sua aplicagdo como marcadores de diagnostico e progndstico nao foi

claramente estabelecida. Apesar de o numero de proteinas identificadas até o
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momento ter sido reduzido, foi possivel estabelecer correlacdo entre caracteristicas
bioldgicas das células de cancer de mama humano MACL-1 e MGSO-3 e o nivel de

expressao das proteinas galectina 1 e HSP 27.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo foi demonstrado que parte da morte celular induzida pela
radiagdo y nas células das linhagens de cancer de mama humano, MACL-1 e
MGSO-3, é dependente da ativacdo de caspases. Essas células apresentam certo
grau de radiorresisténcia e seu perfil de expressao protéica difere daquele de células
obtidas de tecido de mama saudavel tendo sido detectado aumento da expressao de
proteinas relacionadas a invasividade e a resisténcia a diferentes tipos de estresse
celular. Tais alteragbes sdo compativeis com caracteristicas bioldgicas dessas

células.

Esses resultados, associados ao fato de que as linhagens MACL-1 e MGSO-3 foram
estabelecidas a partir de tumores primarios, podem dar suporte a estudos que
empreguem essas células na investigacdo de mecanismos envolvidos na resisténcia
a radioterapia bem como na identificacdo de potenciais marcadores de diagndstico e

progndstico de cancer de mama.
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7 PERSPECTIVAS

e Avaliar a presenca de alteragdes na expressao protéica de diferentes fragdes

celulares em diferentes momentos apos o tratamento com radiagao v;

e Validar os resultados de alteracao da expressao protéica por meio de PCR

em tempo real e Western-blot;

e Comparar o perfil de expressao protéica das linhagens MACL-1 e MGSO-3

com aquele de novas amostras de células de tecido de mama saudavel.
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ANEXO A - DESCRIGCAO DA LINHAGEM MDA-MB-231

Cell Biology

ATCC® Number: HTB-26™
Designations:  MDA-MB-231

Depositors: R Cailleau

Biosafety Level: 1

Shipped: frozen

Medium & See Propagation
Serum:

Growth adherent

Properties:

Organism: Homo sapiens (human)

Morphology: epithelial

Source: Organ: mammary gland; breast
Disease: adenocarcinoma
Derived from metastatic site: pleural effusion
Cell Type: epithelial

Permits/Forms: In addition to the MTA mentioned above, other ATCC and/or regulatory permits
may be required for the transfer of this ATCC material. Anyone purchasing ATCC
material is ultimately responsible for obtaining the permits. Please click here for
information regarding the specific requirements for shipment to your location.

Applications: transfection host (Nucleofection technology from Lonza
Roche FUGENE® Transfection Reagents)
Receptors: epidermal growth factor (EGF), expressed

transforming growth factor alpha (TGF alpha), expressed
Tumorigenic:  Yes

DNA Profile Amelogenin: X

(STR): CSF1PO: 12,13
D13S317: 13
D16S539: 12
D5S818: 12
D7S820: 8,9
THO1:7,9.3
TPOX: 8,9
vVWA: 15,18

Cytogenetic The cell line is aneuploid female (modal number = 64, range = 52 to 68), with

Analysis: chromosome counts in the near-triploid range. Normal chromosomes N8 and N15
were absent. Eleven stable rearranged marker chromosomes are noted as well as
unassignable chromosomes in addition to the majority of autosomes that are
trisomic. Many of the marker chromosomes are identical to those shown in the
karyotype reported by K.L. Satya-Prakash, et al.

Isoenzymes: AK-1, 1
ES-D, 1
G6PD, B
GLO-I, 2
Me-2, 1-2
PGM1, 1-2
PGM3, 1

Age: 51 years adult

Gender: female


http://www.atcc.org/CulturesandProducts/TechnicalSupport/BiosafetyLevels/tabid/660/Default.aspx
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx?ATCCNum=HTB-26&Template=cellBiology#aPropb9ebd
http://www.atcc.org/ProductUsePolicy/MaterialTransferAgreement/tabid/613/Default.aspx
http://www.atcc.org/CulturesandProducts/HowtoOrder/SpecialForms/tabid/696/Default.aspx
http://www.atcc.org/PermitsForms/tabid/733/Default.aspx?ATCCNum=HTB-26
http://www.amaxa.com/mda-mb-231.html?partner=ATCC%20
http://www.roche-applied-science.com/transfection

Ethnicity:
Comments:

Propagation:

Subculturing:

Preservation:

Related
Products:

References:
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Caucasian
The cells express the WNT7B oncogene [PubMed: 8168088].

ATCC complete growth medium: The base medium for this cell line is ATCC-
formulated Leibovitz's L-15 Medium, Catalog No. 30-2008. To make the complete
growth medium, add the following components to the base medium: fetal bovine
serum to a final concentration of 10%.

Atmosphere: air, 100%

Temperature: 37.0°C

Protocol:
1. Remove and discard culture medium.
2. Briefly rinse the cell layer with 0.25% (w/v) Trypsin- 0.53 mM EDTA

solution to remove all traces of serum that contains trypsin inhibitor.

3. Add 2.0 to 3.0 ml of Trypsin-EDTA solution to flask and observe cells
under an inverted microscope until cell layer is dispersed (usually within 5
to 15 minutes).

Note: To avoid clumping do not agitate the cells by hitting or shaking the
flask while waiting for the cells to detach. Cells that are difficult to detach
may be placed at 37°C to facilitate dispersal.

4. Add 6.0 to 8.0 ml of complete growth medium and aspirate cells by gently
pipetting.

5. Add appropriate aliquots of the cell suspension to new culture vessels.

6. Incubate cultures at 37°C without CO2.

Subcultivation Ratio: A subcultivation ratio of 1:2 to 1:4 is recommended
Medium Renewal: 2 to 3 times per week

Freeze medium: Complete growth medium supplemented with 5% (v/v) DMSO
Storage temperature: liquid nitrogen vapor phase

Recommended medium (without the additional supplements or serum described
under ATCC Medium):ATCC 30-2008

recommended serum:ATCC 30-2020

purified DNA:ATCC 45518

purified DNA:ATCC 45519

purified DNA:ATCC HTB-26D

purified RNA:ATCC HTB-26R
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22182: Cruciger Q, et al. Morphological, biochemical and chromosomal
characterization of breast tumor lines from pleural effusions. In Vitro 12: 331, 1976.
22429: Siciliano MJ, et al. Mutually exclusive genetic signatures of human breast
tumor cell lines with a common chromosomal marker. Cancer Res. 39: 919-922,
1979. PubMed: 427779

22532: Cailleau R, et al. Breast tumor cell lines from pleural effusions. J. Natl.
Cancer Inst. 53: 661-674, 1974. PubMed: 4412247
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origin: preliminary characterization. In Vitro 14: 911-915, 1978. PubMed: 730202
22977: Bates SE, et al. Expression of the transforming growth factor-
alpha/epidermal growth factor receptor pathway in normal human breast epithelial
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23010: Dickstein B, et al. Increased epidermal growth factor receptor in an
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ANEXO C — RELATORIO DE EXAME ANATOMOPATOLOGICO MACL-1

CENTRO DE DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Dr. MAMICKKBUSENK NHBEX

132

XN MEIEEAEX
Paciente: BRI ARAREEIDN ZRDRREX RANXIE
Clinica Dr(a): XNNXMARKEXMXEEXMMERODOSBXNXEEX Ent: XX
Procedéncia: SRR XE X O BFRRN XRBX X2RX
Conveénio: MSUSKKERNXK Admiss&o: XRXMICRXX
Exame: EXAME ANATOMO PATOLOGICO/BIOPSIA Reg.: BX26BX-BX X

Material: MAMA ESQUERDA+MARGENS (2)

RELATORTIO

RESUMO CLINICO:

MACROSCOPIA:

Material recebido em frasco rctulado e constituido por porcdoc de tecido
pardo-amarelado pesando 50,0 gramas e medindo 6,0x5,0x2,5 cm, exibindo
areas marcadas com fios ( 04 fios curtos, anterior, 01 fio longo
caudal,

04 fios longos, lateral e 02 fios longos).

Aos cortes observamos lesdo brancacenta, firme medindo 2,3 cm de
extensdo, situada a 1,0 cm da borda anterior (04 fios curtos) e 0,2 cm
da borda aposta a estd (posterior) pintada em nankin.

MICROSCOPIA E CONCLUSAO:

Carcinoma ductal invasor de mama, com atipias nucleares moderadas (2),;
algumas mitoses (2) e pouca formagdo de tubulos (3), (grau II de
Bloom-Richardson) .

H& desmoplasia moderada, escasso infiltrado linféide e frequentes,
microcalcificacdes.

A lesdo situa-se a 2,0 mm da margem posterior.

Belo Horizonte, 04 de maio de 2009

0 presente laudo € uma analise interpretativa com asg subjetivos dos elementos morfologicos expressos na amostra,sendo consequencia de dados clinicos, laboratoriais
e morfolégicos. Os diagnosticos podem variar na dependéncia do patologista examinador, dos informes clinicos, das imagens anexas, do emprego de técnicas especiais (ex
imunchistoquimica) e da evolugdo cientifica. Quaisquer dividas ou discordancias frente ao laudo devem ser imediatamente comunicadas, postergando-se medidas terapéuticas
pois a sensibilidade e especificidade do método histopatologico ndo sao absolutas, podendo requerer revisbes de laminas ou novos cortes para completa elucidagao do caso
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ANEXO D — RELATORIO DE EXAME ANATOMOPATOLOGICO MGSO-3
CENTRO DE DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Dr. MEMAICOEENAN NS

JOBMME CEOUE
Paciente: MDA NI KX G B RX DDA OGS AN DK IKEXRX
Clini~2 Dr(a): RXXNREERREFMXDORDEIRE Ent: XX
Procedéncia: SXNEAX XABSROEXTERND EXT XX
Convénio: S0 Admissao: X/REIRO08

Exame: EXAME ANATOMO PATOLOGICO POR ORGAO, BIOP Reg.. BXMXacEX
Material: MAMA ESQUERDA

RELATORTIO

RESUMO CLINICO:

MACROSCOPIA:

Material recebido em frasco rotulado e constituido por retalho de pele
mamario, medindo 4,5x3,5x1,5 cm.

' Ros cortes apresenta lesdo nodular e firme em margem inferior, medindo

1,0 com.

MICROSCOPIA:

Cortes histolégicos do material mostram tecido fibro-adiposo mamario
contendo carcinoma intraductal de alto grau, com focos de necrose
central, tipo comedocarcinoma, sem Areas de invasdo franca do EStIOIl:la.

na amostra. A lesdo alcan¢a as margens.

CONCLUSAO:

Carcinoma intraductal de mama, de alto grau, tipc comedocarcinoma.

Belo Horizonte, 20 de maio de 2009

0O presente laudo & uma analise interpretativa com 1 bjetivos dos el tos morfologicos expressos na amostra,sendo consequencia de dados clinicos, laboratoriais
@ morfologicos. Os diagnésticos podem variar na dependéncia do patologista examinador, dos informes clinicos, das imagens anexas, do emprego de técnicas especiais (ex.
imunchistoquimica) & da evolugo cientifica, Quaisquer dvidas ou discordancias frente ao laudo devem ser imediatamente comunicadas, poslergando-se medidas terapauticas
pois a sensibilidade e especificidade do método histopatologico no so absolutas, podendo requerer revisbes de IAminas ou novos cortes para completa slucidago do caso
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ANEXO E — ARTIGO CIENTIFICO



