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INTRODU(}T\O RESULTADOS
O cancer de pulmédo de nédo-pequenas células (NSCLC) é o
maior responsavel por morte em decorréncia de neoplasia
maligna no mundo, sendo o tratamento com cisplatina o
principal recurso terapéutico utilizado no tratamento tales
patologia. A cofilina € uma proteina do citoesqueleto evidal
na dindmica de actina, sendo um componente importante na
motilidade celular. Em estudos anteriores, observamosague
quantidade de cofilina em linhagens de NSCLC correlacgma- ~
com a resisténcia a agentes alquilantes. Assim, o objetsted A K 20 i - I

Células A549 Controle

trabalho € investigar o papel da cofilina na resisténcia agigyra 2. Figura mostra a mudanga morfolégica em célulaadaa com 10 vezes d
cisplatina. IC50 de cisplatina quando comparadas ao controle.
5 *

MATERIAIS E METODOS it Ko Renara S22 Conto é .
Cultura celular: células de carcinoma de pulm&o humano A549 ° = Resistente g s
foram cultivadas em meio RPMI-1640, com 10% de SFB, a E: I
37°C e 5% CQ. -l B T 5?2
IC50 da Cisplatina: o valor de IC50 foi determinado ap6s 72h > g 1
de tratamento (segundo protocolo NCI-60) pelo ensaio de 2
sulforodamina B (SRB) e posteriormente analisado no progra L) T e = A ° R
GraphPadPrism. Concentragao de Cisplatina (uM) 00&‘ &\q\o
Protocolo de Resisténcia Intrinsecaapés a determinagdo do ) N

Controles

GI5C, as célula: foram tratada comr 1C veze: sel IC50 de

cisplatina por 24h. As células resistentes foram plaquepdea .—— 18 kDa (cofilina)

nova andlise de IC50 ou coletadas para Western Blot.
P Figura 3. Valores de IC50 de células A540 apds indugéo dstéesia intrinseca, o

Western Blot 25 pg de ,meemE,i foram utlllzeadas Para & 5 mento relativo da dose em relagéo ao controle e Westerpar cofilina de células
eletroforese em gel de poliacrilamida e as proteinas s#@ra as4g controle e resistente a cisplatina.

foram posteriormente transferidas para uma membrana de CFL1
nitrocelulose. Em seguida, houve incubagdo com anticorpo DOT BLOT
policlonal de coelho para cofilina-1 (Abcén (1:2000) e .

secundario anticoelho (DaRp(1:8000) . Cofilina Mock
Super-expresséo de Cofilina0.2 pg de plasmideo de cofilina 24h| o
(pPCMV-XL5) e Mock foram transfectados em placa de 96 pogo
utilizando lipofectamina na propor¢ao 1:2 de
plasmideo:lipofectamina. A viabilidade celular foi 48h| & e .
posteriormente avaliada por ensaio de MTT. & &
DotBlot: 1, 2, 4 e 8 pl de amostras foram aplicadas a um 72 h @ ® o . Sttt
membrana de nitrocelulose e incubadas com anticorpos como &o‘
no Western Blot.

Andlise Densitométrica os valos de densitometria foram
obtidos pelo programa Image® B analisados no programa

GraphPadPrism. DISCUSSAO

Est;’:}stlga gara 0 ISSOLfO' utlll;lgdodtestg t Ear_a 0%];:'0 de Trabalhos anteriores do grupo indicaram que a cofilina padsstar

viabiiida iNg\t/fng €ccdo € ana ';e ensgometrlca,t’l_ o foi envolvida na resisténcia a agentes alquilantes. Para tigagesesse

0 te;c’;e do signifi e lumaov(l)as. m ambas as anaiises, envolvimento, utilizamos um protocolo de resisténcia imseca e

considerado significativo  0,05. ord - verificamos o imunoconteddo das células selecionadas. sDltado
vetor de express3o p

e 3 : I*  mamiferos contendo obtido sugere que o imunoconteddo de cofilina aumenta. A din
R- & o cOtAda crlt reforcar o papel da cofilna na resisténcia a cisplatinaystetamos
I id " f i z . .pe - .
FE 51 { células A549 com plasmideo da cofilina. A super-expressaeofilina e
AR —Fp—— S

= V7 (AT tradugdo a viabilidade foram avaliadas em diferentes tempos. O proxpasso
iReiccania i[ I mENA (sintese de proteinas) seré a determinacéo do IC50 da cisplatina das célulasécadhs. Até o
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Figura 4. Andlise densitométrica, em diferentes tempoés ap transfeccdo com d
plasmideo da cofilinaGFL1) e Mock.

) 3 momento, nossos resultados implicam que ha envolvimeniofilina
naresisténcia a cisplatina.
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Suporte:
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Figura 1. Esquema mostrando & %g- / O P A4
transfeccdo de células A549 com /% o :[ CN q e ¢ |
plasmideo pCMV-XL5  contendo 2% 2 2 ey Clritton o Toanetsgiog oo™
sequéncia codante da cofilina. ) gggv : aggé ) é%! wCT/cNPaUniversal CT/CNPqINGT-TH CAPES Fapergs
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