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RESUMO

Dentre os agentes antitumorais, as antraciclinas Doxorrubicina (DOX) e Daunorrubicina
(DNR) estdo entre as drogas mais utilizadas. Seu mecanismo de a¢do classicamente reconhecido ¢ a
inibi¢do da enzima topoisomerase II. No entanto estes agentes sdo responsaveis ainda pela geragio
de radicais livres, formacao de pontes inter e intracadeia e de adutos no DNA. Pouco se sabe sobre
como essas lesdes sdo reparadas, mas existem indicios do envolvimento do reparo por excisao de
nucleotideos (NER) na remocao dessas lesdes. O NER ¢ uma das vias mais versateis de reparo
envolvido principalmente em lesdes que levam a desestabilidade na dupla hélice do DNA. Neste
trabalho linhagens celulares de fibroblastos humanos proficientes (MRCS5) e deficientes no NER
(CSB, XPA e XPD) foram submetidas ao tratamento com DOX e DNR e avaliadas para viabilidade
celular, morfologia nuclear, apoptose e senescéncia. Os resultados aqui obtidos demonstram que as
linhagens deficientes no NER s3o mais sensiveis aos agentes do que a respectiva linhagem
proficiente, e que morrem principalmente por apoptose. Quando avaliada a senescéncia celular,
percebeu-se que as linhagens MRC5 e XPA entram em senescéncia com os tratamentos utilizados
enquanto que nas linhagens CSB e XPD ndo se observa a mesma resposta. Provavelmente o
resultado encontrado decorre do fato de CSB e XPD exercerem papel na transcri¢do e morrerem por
apoptose antes de entrar em senescéncia, ou ainda pela importancia delas na inducdo de
senescéncia. Além disso, observou-se independéncia do mecanismo de inibi¢ao da topoisomerase 11
na citotoxicidade causada por DOX e DNR. Somando-se os dados encontrados, podemos sugerir
que o NER tem envolvimento no reparo das lesdes causadas por DOX e DNR, e que essa via

possivelmente estd associada a resisténcia encontrada na terapia clinica do cancer com essas drogas.



I. INTRODUCAO

1.Introduciao Geral

Continuamente nossas células sdo expostas a uma série de insultos exdgenos e enddgenos.
Muitos dos agentes nocivos acabam danificando a molécula de DNA, que ¢ indispensavel para a
célula em decorréncia do seu conteudo biologico informacional, que posteriormente ¢ o responsavel
por determinar as respostas ao meio [1,2].

Dada a complexidade dos organismos, ¢ esperado que evolutivamente tenham sido
desenvolvidos uma série de mecanismos que nos permitam conviver com esses insultos e prosseguir
com a vida no ambiente [3]. Tais mecanismos de checagem (checkpoints) promovem uma parada no
ciclo celular e permitem o reparo de DNA, a senescéncia, ou determinam vias de morte celular. Na
falha destes, as células acabam acumulando mutag¢des que podem levar, por exemplo, a uma série
de doencas hereditarias ou a um processo tumoral (Figura 1). O reparo de DNA ¢ uma soma de vias
que reparam de acordo com o tipo de lesdo, envolvendo mecanismos complexos com diversas

proteinas de diferentes fungdes, que as vezes se sobrepdoem com outras fungdes celulares [4].



DHA mismatch lonizing radiation

Hydralytic reactions Ultraviclet Immunoglobulin recombination
mMethylations aggﬂl'ig Meiotic recombination
Reactive oxigen spicies ts Chermicals

Inter-closslink

o

DMA damoge
Stalled repBcation

| |

DHA damage checkpoint
o DA damage repair
O misrabch repair [MMR)
. Base excision repair [BER) Homologous recombination [(HE]
senescence oOpoptosits  nclegtide excision repair [MER) Mon-homologous end joining (MHEJ)

L1

autcphagy

Trans lesion synthesis [TLS)

l Concer MNewodegenerative disease Immunodeficiency '

Figura 1. Danos ao DNA, vias de reparo e respostas celulares [5]. Uma série de agentes levam a
danos ao DNA que ap0s serem detectados desencadeiam diversas respostas. Quando essas respostas
sd0 bloqueadas, podem causar morte celular, mutagdes ¢ instabilidade gendmica que tem como

desfecho uma série de patologias.
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2. Doxorrubicina e Daunorrubicina

Doxorrubicina (DOX) e Daunorrubicina (DNR) estdo entre as primeiras antraciclinas
isoladas na década de 60, a partir de Streptomyces peucetius. Sao antibidticos antitumorais
constituidos de uma por¢do agliconica (Figura 2), formada por um anel tetraciclico com
grupamentos quinona e hidroquinona adjacentes € uma porcdo glicosidica nomeada de
daunosamina. Apesar destas moléculas diferirem apenas em seus ligantes laterais (enquanto DOX
possui um alcool primario, DNR termina com uma metila), elas exibem um espectro de agdo
diferente. DOX ¢ utilizada principalmente em cancer de mama, tumores sélidos da infincia,
sarcomas de tecidos moles e linfomas agressivos, enquanto DNR tem sido usada em leucemias
linfoblasticas e mieloblasticas agudas [6].

No entanto, apesar do extenso uso clinico, o mecanismo de agdo dessas drogas ainda ndo ¢
completamente compreendido. O mecanismo mais bem caracterizado ¢ a inibicdo da enzima
topoisomerase-1I (topo II) formando um complexo ternario antraciclina-topo II-DNA, gerando
quebras duplas no DNA. Isto pode levar a uma parada no ciclo celular, o que permite a célula
recrutar as enzimas de reparo, entrar em senescéncia ou ainda levar a morte por apoptose. Além
disso, outros mecanismos estdo envolvidos na indugdo de citotoxicidade das antraciclinas, como a
formagao de radicais livres ou através da atuacao direta sobre a estrutura do DNA, causando

alquilagdes, pontes intercadeia e adutos [7,8].

Figura 2. Estrutura quimica da Doxorrubicina e da Daunorrubicina. Constitui¢do basica das
antraciclinas que possuem quatro anéis aromaticos (A, B, C e D) assim como um agticar ligado a

posicdo 7 do anel A [6].
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3. Reparo por excisdo de nucleotideos

Alteragdes no DNA podem comprometer a replicagdo e a transcricdo, levando a
instabilidade genomica, mutagénese, senescéncia ou morte celular. Assim, a remogao dessas lesoes
¢ um processo de vital importancia para a manutencao celular em estado funcional. Para tanto, uma
cascata de eventos deve ocorrer de forma adequada, desde o reconhecimento do dano no DNA, a
suspensao do ciclo celular e a ativacdo de mecanismos de reparo de DNA especificos [9].

O reparo por excisdo de nucleotideos (NER) ¢ uma das vias mais versateis e flexiveis de
reparo, responsavel pelo reparo de uma gama de lesdes estruturais ndo relacionadas entre si. Adutos
volumosos no DNA, como fotolesdes (6-4 fotoprodutos) e dimeros de ciclobutano pirimidina
(CPD), causados por luz ultravioleta, pontes intra e intercadeias (crosslinks), entre outras, sao
reparadas pelo NER [10]. Esse sistema age removendo lesdes que levam a distor¢des da dupla
hélice, interferem no pareamento de bases e bloqueiam a replicagdo do DNA. O processo ¢
realizado através de uma estratégia astuta: em vez de possuir uma colecdo de enzimas especificas
para reconhecer lesdes diferentes, o NER as detecta através das distor¢des que causam no DNA.

Os mecanismos basicos desta via de reparo sdo conservados evolutivamente, onde processos
analogos no reconhecimento da lesdo, na incisdo do DNA, excisdo do fragmento e na ressintese da
fita de DNA sdo observados entre bactérias, leveduras e mamiferos [11, 12].

Diversos estudos bioquimicos € moleculares tém demonstrado que o sistema NER (Figura 3)
pode ser dividido em duas sub-vias de reparacdo: a reparacdo global do genoma (GGR), que pode
detectar e remover lesdes através do genoma e a reparagdo acoplada a transcri¢do (TCR), que
garante um reparo mais rapido de lesdes localizadas na fita transcrita de genes que estdo sendo
expressos [13,14]. O GGR ¢ iniciado pelo complexo protéico XPC/hHR23B, que medeia o
reconhecimento da distor¢do da hélice de DNA, enquanto no caso do TCR isso acontece pelo
bloqueio da RNA polimerase II na lesdo da fita que estd sendo transcrita e pelo recrutamento dos
fatores CS (CSA e CSB), que embora essenciais para este tipo de reparo ainda tem papel
parcialmente definido[15]. Sabe-se que CSB ¢ uma proteina da familia SWI/SNF de remodeladores
de cromatina dependentes de ATP, havendo indicios de que CSB possui papel também na
transcrigdo [11]. Apds, ocorre a convergéncia das duas sub-vias, onde é recrutado o fator de
transcrigao TFIIH, um complexo multiprotéico composto por 10 subunidades dentre as quais estao
XPD e XPB, com atividades de helicase e ATPase, respectivamente, que fazem a abertura da hélice
de DNA [16], gerando fitas simples ao redor da lesdo, facilitando o recrutamento de XPA e RPA.
Estas ultimas possuem papel de verificar a lesdo, proteger o DNA fita simples e estabilizar o

complexo pré-incisional [17]. O complexo endonucleasico ERCC1-XPF ¢ entdo recrutado e incide
12



a fita danificada na por¢do 5', enquanto XPG incide em 3'. O oligonucleotideo que possui a lesdo ¢
entdo removido, € a lacuna resultante ¢ preenchida pelas polimerases de €, provavelmente
associadas ao antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) e ao fator de replicacdo C (RFC).
Sendo posteriormente a fita ligada pela DNA ligase III, com uma menor contribuicio da DNA

ligase I em células replicativas [18].

(A) NER pathway

R XPB [
£y (7
- e % int
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Figura 3. Reparo por excisio de nucleotideos. Apesar do processo de reconhecimento de danos
no DNA ocorrer de forma distinta as duas vias do NER, GGR e TCR convergem para uma via Gnica
[19].

Insuficiéncias no NER sdo conhecidas por causar doencas hereditarias (Figura 4) como
Xeroderma pigmentosum (XP), Sindrome de Cockayne (CS) e Tricotiodistrofia (TTD) [18].

Xeroderma pigmentosum ¢ uma sindrome autossdmica recessiva na qual o paciente apresenta uma

13



severa sensibilidade a luz solar, o que desencadeia uma progressiva degeneracao das regides da pele
e dos olhos expostas ao sol, levando a varias formas de malignidade, tendo alta incidéncia de cancer
de pele. Um numero significante desses pacientes também apresenta uma degeneragao neuroldgica
progressiva [20,21]. CS ¢ caracterizada por fotosensibilidade cutdnea e aumentada sensibilidade a
luz UV devido a uma deficiéncia na via de reparo acoplada a transcri¢do (TCR). Esses pacientes
apresentam disfungdes no desenvolvimento fisico e neuroldgico [15,20]. Algumas mutagdes em
genes XP (XPB, XPD e XPQG) levam ao tipo severo e raro de CS, onde os acometidos manifestam
uma combinagdo de sintomas de XP com CS (XP/CS) [15, 18, 21]. As degeneracdes neuroldgicas
presentes tanto em CS, como em alguns pacientes XP, tem sido correlacionadas com uma atividade
precaria do NER em reparar lesdes oxidativas no DNA durante o desenvolvimento inicial do
cérebro [15].

A TTD tem como principal caracteristica a redugdo da matriz protéica rica em cisteinas dos
cabelos (sulfur-deficient brittle hair), além da reducdo de estatura, comprometimento mental e
ictiose (pele escamosa). A maioria dos pacientes apresenta sensibilidade a luz solar, devido a
deficiéncia do NER atribuida as mutagdes em subunidades do TFIIH, embora nao haja referéncia de
cancer nesses pacientes nem de anormalidades de pigmentagado da pele [15,20,22,23].

A diferenca de sintomas entre os pacientes XP e os pacientes CS e TTD pode estar ligada
com defeitos relacionados a transcricdo encontrados em CS e TTD, ja que essas sindromes sdao
causadas por mutacdes em subunidades de TFIIH ou em proteinas que interajam com este
complexo, como CSA e CSB [14]. Acredita-se que a alta incidéncia de cancer em pacientes XP
esteja correlacionada com deficiéncias no GGR [1]. Pacientes com TTD e deficiéncias em TCR ou

CS ndo apresentam suscetibilidade aumentada ao cancer [1].
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Figura 4. Pacientes com XP (a), TTD (b) e CS (c). E notavel a diferenca de pigmentagio dos
pacientes CS e TTD comparados aos pacientes XP. Adaptado de Lehmann (2001) [22].
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4. Apoptose

A fim de eliminar células alteradas ou desnecessdrias, organismos vivos possuem um
mecanismo de “suicido celular” denominado de apoptose. Apoptose € a morte celular programada
que exerce um papel vital para o desenvolvimento normal e manuten¢do da estrutura dos 6rgaos e
tecidos, para a manutengdo da homeostasia celular e na resposta imune efetiva. Este processo serve
como parte de um controle de qualidade que contribui para o alto nivel de plasticidade durante o
desenvolvimento, compensando muitos erros genéticos ou estocasticos. Além disso, a apoptose
participa na eliminagdo de células ap6s indugdo de dano por agentes genotdxicos [24].

Morfologicamente a apoptose ¢ caraterizada por: arredondamento da célula, retragdo de
pseudopodes, reducdo do volume celular (“pyknosis”), condensagdao da cromatina, fragmentacao
nuclear (“Karyorrhexis”), pouca ou nenhuma alteracdo estrutural em organelas citoplasmaticas,
formagdo de prolongamentos de membrana plasmatica (“blebbing”) com a manutencdo da
integridade desta até o final do processo, e in vivo pelo engolfamento por fagdcitos [25].

As alteragdes observadas sao consequéncia de uma cascata de eventos moleculares e
bioquimicos especificos e geneticamente regulados. As caspases, pertencentes a familia de cisteinas
proteases, sinalizam e executam a apoptose clivando substratos que possuem residuos de aspartato
em seqliéncias especificas. Duas principais vias de ativagdo de caspases foram descritas e
reconhecidas: a via extrinseca, envolvendo os chamados receptores de morte localizados na
superficie da célula, e a via intrinseca, provocada por varias formas de estresse, incluindo suporte
inadequado de citocinas, diversos tipos de danos no DNA e hipoxia. Apesar da heterogeneidade de
sinais que desencadeiam essa via, ela estd associada a um mecanismo de controle central da
mitocondria [26].

O papel da mitocondria nessas vias apoptoticas pode envolver a permeabilizacdo da sua
membrana e consequente liberagdo do citocromo ¢ e outras moléculas pro-apoptoticas nela
presentes. As duas vias de apoptose possuem grupos de caspases “iniciadoras” independentes,
compartilhando as caspases “efetoras” que executam o final do programa de morte celular [27].
Enquanto a via de apoptose extrinseca ¢ dependente da ativagdo de caspases, a apoptose intrinseca
pode ocorrer de forma independente por mecanismos ativos através do fator de inducao de apoptose
(AIF) e da endonuclease G (ENDO), que migram da mitocondria para o nucleo apos estimulos de
apoptose e induzem a condensacdo de cromatina e fragmentagdo do DNA, ou ainda por
mecanismos passivos como o esgotamento de ATP [26]. Além disso, a apoptose ¢ regulada por uma

série de fatores pro-apoptoticos, muitos dos quais sdo genes supressores tumorais inativos em varios
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tipos de canceres como Bax, Bid, Bak e Bad, e antiapoptéticas, proto-oncogenes normalmente
superexpressos em canceres como Bcl-2 e Bel-XL. As proteinas inibidoras de apoptose (IAP) atuam
inibindo a atividade de algumas caspases e modulando o fator de transcri¢do NF-KB. Por outro lado,
a proteina p53 participa como supressor tumoral, tendo fundamental importancia na manutengao do
genoma, permitindo a acdo de mecanismos de reparo de DNA ou removendo células danificadas

através da apoptose.
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5. Senescéncia

A senescéncia ¢ um mecanismo que limita o tempo de vida celular e constitui uma barreira
para a imortalizacdo celular, onde a célula perde irreversivelmente a capacidade de proliferagao
[29]. Células senescentes caracterizam-se morfologicamente por serem mais largas e planas que as
demais em cultura, pela presenga de vactiolos que coram positivamente para o marcador [3-
galactosidase associada a senescéncia. Além disso, vias efetoras importantes estdo envolvidas, como
p53 e RB. [30].

A senescéncia replicativa resulta da reducdo dos telomeros e pelo aumento da expressdo de
inibidores de cinases dependentes de ciclinas (CDKIs), podendo ser revertida pela expressdo da
subunidade catalitica da telomerase. Mesmo que a perda de telomeros ndo seja detectada, células
podem entrar em senescéncia por vias que ndo envolvem a divisdo celular continua induzida por
uma variedade de condi¢cdes como agentes que danificam o DNA e ativacdo oncogénica, e dessa
forma ¢ nomeada de prematura ou induzida por estresse. Células normais respondem a muitos
oncogenes, como por exemplo RAS, entrando em senescéncia. A senescéncia induzida por
oncogenes (OIS), que parece ser um mecanismo antitumoral enddgeno importante, envolve a
ativagdo de p53, expressdo de p21 e p16, além da formagao de heterocromatina através da metilagao
de histonas. Uma distinta forma de senescéncia ¢ caracterizada pela perda de PTEN, impedindo a
hiperreplicagdo [31].

A quimioterapia classica tem como foco principal a eliminacdo das células tumorais,
levando as células a morte. No entanto a senescéncia tem um papel importante em impedir o
desenvolvimento tumoral, j4 que as células perdem a capacidade de proliferar. E relatado na
literatura que o tratamento em baixas concentragdes com DOX em linhagens celulares de
neuroblastoma estdo correlacionadas com a parada de crescimento celular e alteragdes na
proliferacdo celular com perfil semelhante a senescéncia. Além disso também ja relatou-se DNR

induzindo perfil semelhante a senescéncia em células Jurkat T [32, 33].
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Figura 5. Os varios caminhos da senescéncia. Diversos fatores podem levar a parada irreversivel

da proliferag¢do, conhecida como senescéncia [34].
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IL.TRABALHO EXPERIMENTAL/ ARTIGO CIENTIFICO
-De acordo com as normas do periodico:

“DNA Repair “ ( http:.//www.journals.elsevier.com/dna-repair/ )

Apesar de o trabalho ter sido escrito nas normas do periddico DNA Repair, as legendas e

figuras deste trabalho foram inseridas no corpo de texto para se mais didatico.
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RESUMO

As antraciclinas doxorrubicina (DOX) e daunorrubicina (DNR) sdo importantes agentes na
terapia do cancer. O mecanismo de agdo destas drogas inclui inibi¢do da topoisomerase II, geragao
de radicais livres, adutos de DNA e formacao de pontes intercadeia. O reparo por excisao de
nucleotideos (NER) participa da remogao de lesdes que distorcem a dupla hélice do DNA e de
adutos quimicos. A literatura relata que linhagens celulares deficientes no NER sdo mais sensiveis
ao tratamento com antraciclinas, no entanto pouco se sabe sobre o0s processos celulares que ajudam
a c€lula a sobreviver apos os tratamento com essas drogas. Neste trabalho verificou-se a
sensibilidade e o tipo de mecanismo celular decorrente do tratamento com DOX e DNR em
linhagens de fibroblastos humanos proficientes (MRCS) e deficientes no reparo por excisdo de
nucleotideos (CSB, XPA ¢ XPD). Para tanto, foram realizados ensaios de MTT, Anexina-V, 3-
galactosidase associada a senescéncia e analise da morfologia nuclear. Os resultados obtidos
indicam que as linhagens deficientes no NER sdo mais sensiveis ao tratamento com antraciclinas
morrendo principalmente por apoptose. Observou-se também, que as linhagens MRCS5 e XPA
entram no processo de senescéncia celular apds o tratamento, porém, as linhagens CSB e XPD ndo
sdo induzidas a este mecanismo, provavelmente por também estarem associadas a transcri¢ao. O
tratamento com um inibidor catalitico de topoisomerase II demonstrou que a sensibilidade causada
por DOX e DNR nas linhagens utilizadas nao ¢ dependente da inibi¢do da topoisomerase II nas
condigdes realizadas. Analisados conjuntamente esses resultados sugerem a participagdo do NER no
reparo das lesdes causadas pelas antraciclinas utilizadas, e possivelmente um papel dessa via na

resisténcia encontrada na terapia do cancer com antraciclinas.

Palavras-chave: Doxorrubicina, Daunorrubicina, Reparo por excisdo de nucleotideos, Senescéncia,

Apoptose.
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1. Introduciao

As antraciclinas sdo um dos grupos de quimioterapicos mais utilizados no tratamento clinico
do cancer [1]. Doxorrubicina (DOX) e daunorrubicina (DNR) estdo entre as primeiras antraciclinas
isoladas de Streptomyces peucetius no inicio dos anos 60. Elas diferem apenas na sua cadeia lateral,
onde DOX termina com um alcool primario € DNR com uma metila. Essa minima diferenga tem
importante consequéncia no espectro de atividade dessas drogas, enquanto DOX ¢ um componente
essencial no tratamento do cancer de mama, de tumores sélidos e de alguns linfomas agressivos,
DNR apresenta atividade em leucemias agudas mieloblasticas e linfoblasticas.

O mecanismo de agdo destas antraciclinas ainda ndo ¢ completamente compreendido,
embora a inibi¢do da enzima topoisomerase II (topoll) e subsequente formacao de quebras duplas
no DNA (DSBs) parega ser o mecanismo predominante na citotoxidade [2]. No entanto, varios
outros mecanismos estdo envolvidos na citotoxicidade das antraciclinas [2,3], incluindo inibi¢ao da
sintese de DNA e RNA, pontes intercadeias, produc¢do de radicais livres e formagao de adutos no
DNA [4-8]. Estes mecanismos podem levar a uma parada no ciclo celular, tendo como
consequéncia o recrutamento da maquinaria de reparo no DNA, de senescéncia e em ultima
instancia levando a morte celular. Além disso, como normalmente observado para os agentes
quimioterapicos, as respostas celulares ao tratamento sao afetadas ndo somente pela concentragdo
da droga [7], como também pelo tipo celular especifico [8].

Apesar do extenso uso na quimioterapia, pouco se sabe sobre os mecanismos de reparo de
DNA envolvidos na remocao das lesdes causadas por antraciclinas. Portanto, ¢ um desafio dissecar
as vias envolvidas neste processo, que se bem sucedido pode favorecer o prognostico dos pacientes
em tratamento clinico com essas drogas.

Uma das vias que podem ser importantes para o reparo das lesdes causadas por antraciclinas
¢ o reparo por excisdo de nucleotideos (NER), uma das mais versateis vias de reparo de DNA, que
remove uma grande variedade de lesdes que levam a desestabilidade da dupla hélice de DNA,
incluindo as causadas por luz ultravioleta (UV) e adutos quimicos gerados pela exposi¢do a agentes
genotoxicos [9]. Existem duas sub-vias no NER, o reparo global do genoma (GGR) e o reparo
acoplado a transcrigdo (TCR), que diferem apenas na etapa envolvida no reconhecimento da lesdo
no DNA. No TCR o reconhecimento do dano, se da pelo bloqueio da RNA polimerase 11 e
recrutamento das proteinas CSA e CSB, onde CSB ¢ membro de uma familia de ATPases
dependentes de DNA, relacionada ao remodelamento da cromatina e possivelmente envolvida no
recrutamento do fator de transcricdo TFIIH [10]. Seguindo o reconhecimento do dano, as helicases

XPB e XPD associadas ao complexo TFIIH, abrem a dupla hélice. A seguir as endonucleases XPG
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e ERCCI-XPF clivam a fita danificada. As proteinas XPA e RPA também sdo importantes para a
eficacia do processo de reparo verificando a presenga do dano e estabilizando a fita aberta, que ¢
seguido pela remocao do seguimento de DNA que contem a lesdo, e ressintese usando como modelo
a fita intacta [11,12].

A importancia biologica do NER, ¢ ressaltada por severas consequéncias clinicas associadas
a um defeito hereditario no NER como envelhecimento precoce, anormalidades no desenvolvimento
e suscetibilidade ao cancer [12-15]. Defeitos na familia de proteinas XP geralmente tem como
desfecho clinico Xeroderma pigmentosum (XP) ou tricotriodistrofia (TTD), enquanto defeitos em
CS sdo associados a sindrome de Cockayne [14-18].

O provavel envolvimento de proteinas do NER como XPA, XPC [14,20] ¢ XPD [19], no
reparo de lesdes causadas pela DOX levou-nos a investigar as respostas decorrentes do tratamento
com as antraciclinas DOX e DNR. C¢lulas deficientes em CSB, XPA e XPD e células proficientes
no reparo por excisdo de nucleotideos foram tratadas com uma das drogas em estudo e analisadas
para viabilidade celular, apoptose e senescéncia. Os resultados indicam que as linhagens deficientes
no NER sdo mais sensiveis ao tratamento com essas drogas quando comparadas a linhagem

proficiente no reparo, sugerindo um papel do NER no reparo dessas lesdes.
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2.Materiais e métodos

2.1. Cultura de células

Os fibroblastos transformados por SV40 utilizados nesse trabalho proficientes no reparo de
DNA (MRC5), ou deficientes no reparo de DNA isolados de biopsias de pele de pacientes com XP e
CS: XP12RO (celulas XP-A), XP6BE (células XP-D) ASCN1 (células CS-B). A linhagem normal
MRCS foi utilizada como controle. Essas células foram gentilmente cedidas pelo Dr. Alain Sarasin
((Institut Gustave-Roussy, Villejuif, Franca). Todos os materiais de cultura foram obtidos da Gibco
Laboratories (Grand Island, NY, USA). As células foram cultivas em meio Dulbecco’s modified
Eagle’s (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% penicilina/estreptomicina, 1%

glutamina a 37°C/5% CO, em estufa umidificada.

2.2. Viabilidade celular

Para o ensaio de viabilidade, as células foram plaqueadas em placa de 24 pogos na
concentragdo de 1.10*células por pogo em meio completo e crescidas por 24 h antes do tratamento.
As culturas foram tratadas com diferentes concentragdes de DOX ou DNR por 72 h. Depois de cada
tratamento, as células foram lavadas duas vezes com PBS e o sal de MTT [brometo de 3- (4,5-
dimetil)difenil tetrazolio] foi adicionado a cada pogo em condigdes estéreis (concentracao final de
5mg/ml). Posteriormente as placas foram incubadas por 4 h a 37°C [21]. Os cristais de Formazan
foram dissolvidos em dimetil sulfoxido (1 ml/pogo). Os cristais roxos de Formazan sdo formados a
partir do MTT amarelo pela succinato desidrogenase em células viaveis. A absorbancia do produto
formazan foi medida a 540 nm com o leitor de placas EnSpire Multimode Plate Readers
(PerkinElmer Inc.). A viabilidade celular foi representada com relagdo ao percentual de viabilidade
de células ndo tratadas, estimada em 100% do controle. Todos os valores sdo médias de trés
experimentos independentes, cada um em triplicata. Para o ensaio com o inibidor catalitico de
topoisomerase I, Suramina (100 uM), este foi adicionado 30 min antes dos tratamentos com DOX

ou DNR e o ensaio seguiu-se como descrito anteriormente.

2.3. B-galactosidase associada a Senescéncia (SA--gal)

A coloragao da [3-galactosidase associada a senescéncia nas células foi realizada conforme
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descrito previamente por Dimri et al. [22]. As células foram tratadas por 72 h com DOX ou DNR e
apods 7 dias em meio sem tratameto, as células foram lavadas com PBS, fixadas durante 15 min em
formaldeido 3% a temperatura ambiente, lavadas novamente, e incubadas com a solucao de
coloragdo de SA-B-gal contendo 1 mg/mL 5-bromo-4cloro-3-indolil 3-D-galactosideo (X-gal,
Sigma), 40 mM 4cido citrico/fosfato de sddio (pH 6.0), 5 mM ferrocianeto de potassio, 5 mM
ferricianeto de potéssio, 150 mM NaCl, and 2 mM MgCl por 12—16 h a 37°C. O percentual de
células coradas foi determinado depois da contagem de trés campos aleatdrios com 100 células
cada.

2.3. Citometria de fluxo com Anexina V

A externalizagdo da fosfatidilserina foi determinada pelo sinal fluorescente da Anexina V-

FITC com o Kit ApoDETECT (Invitrogen, Grand Island, NY, EUA) conforme o protocolo do

fabricante. Células na concentracao de 504 por poco foram plaqueadas em placa de 24 pogos, em
seguida foram tratadas por 72h com DOX ou DNR. Apos, as células sdo tripsinizadas e incubadas
com uma solugdo contendo iodeto de propideo (IP) e Anexina por 30 min, como indicado pelo
fabricante. As amostras foram analisadas com o citometro de fluxo Guava Flow Cytometer e o

software GUAVA Cytosoft (Millipore, Billerica, MA).

2.4. Andlise da Morfologia Nuclear (NMA)

Para realizar a analise da morfologia nuclear as células foram plaqueadas e tratadas com
DOX ou DNR, e ap6s 72 fixadas durante 15 min com formaldeido 3% ou metanol, e coradas com
300nM de 4,6 -diamino 2-fenil-indol (DAPI). Apds coloracao, fotos foram obtidas com microscopio
invertido de fluorescéncia Carl Zeiss e as imagens foram analisadas utilizando o software ImageJ e
submetidas ao plugin NII de acordo com Filippi-Chiela et. al. [23], devido alguns erros na execugao
do software por ainda estar em fase experimental, os dados obtidos com essa analise serviram

apenas para avaliar a senescéncia celular.
2.5. Analise estatistica

Os resultados sdo médias de trés experimentos independentes com barras de erros
demonstrando o erro padrao. Diferencas experimentais foram testadas para significancia utilizando
analise de variancia ANOVA duas vias, seguida de pds teste Bonferroni (Prism 5 — GraphPad

Software Inc., Califérnia, EUA).
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3. Resultados

3.1. Viabilidade celular

Com a finalidade de definir a citotoxicidade de DOX e DNR nas linhagens celulares
proficientes (MRC5) e deficientes (CSB, XPA e XPD) no reparo de DNA, realizou-se uma curva de
viabilidade através do ensaio de MTT. A Fig.1 A demonstra que as linhagens deficientes em CSB,
XPA e XPD, apresentam maior sensibilidade ao tratamento de 72h com DOX, quando comparadas
com a linhagem proficiente em reparo MRCS5 até a concentracdo de 0,1 pg/ml. Com relagdo ao
tratamento de 72h com DNR (Fig. 1B), a linhagem celular deficiente em XPD demonstrou alta
sensibilidade quando comparada a linhagem proficiente MRCS5, enquanto as linhagens deficientes

em CSB e XPA apresentaram sensibilidade intermedidria.
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Fig. 1. Sensibilidade das linhagens deficientes em CSB, XPA e XPD e da linhagem MRCS as
antraciclinas. 1. 10* células sdo expostas durante 72 h 4 DOX (A) e DNR (B) ¢ a viabilidade celular
foi avaliada pelo ensaio de MTT. Resultados sdo expressos como porcentagem do crescimento do
controle para cada ponto e representa a média (+ erro padrdo) de trés experimentos independentes.
A andlise estatistica foi aplicada comparando-se a linhagem proficiente MRCS5 com as linhagens
deficientes em NER, CSB, XPA e XPD. Significativamente diferente em relacdo ao controle

*p<0,05;** p<0,01; *** p<0,001.
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3.2.

Inducao de apoptose por DOX e DNR

Apoptose foi quantificada ap6s 72h de tratamento com 0,05pg/ml e 0,6 pg/ml de DOX e

DNR através da marcagdo com Anexina V-FITC/IP e analisada por citometria de fluxo. A Anexina

V ligada aos residuos de fosfatidilserina externalizados na membrana celular ¢ um marcador inicial

de apoptose, enquanto iodeto de propideo (IP) € um corante de DNA impermeavel a membrana.

Como demonstrado na Fig. 2, apds o tratamento de 72h com DNR e DOX a apoptose foi observada

em todas as linhagens deficientes no reparo de DNA, sendo menos pronunciada na linhagem

proficiente MRC5. A DNR aumentou discretamente o percentual de células apoptdticas em todas as

linhagens.
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Fig. 2. DOX e DNR levam a morte celular. Células proficientes MRCS5 (A), e deficientes em CSB
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(B), XPA (C) e XPD (D) sao expostas as concentracdes indicadas de DOX e DNR por 72 h, e entdo

marcadas com Anexina V-FITC e iodeto de propideo e avaliados por citometria de fluxo. CN =

Controle Negativo. Significativamente diferente em rela¢ao a linhagem MRCS5 *p<0,05;** p<0,01;

8% n<0,001.
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Interessantemente, apesar de as linhagens XPA e CSB (Fig. 2 B e 2C) mostrarem
sensibilidade similar a selvagem ao tratamento com DNR no MTT, apresentaram um percentual
significante de células apoptoticas neste ensaio. A linhagem deficiente em CSB apresenta o maior
percentual de células apoptdticas para as duas drogas utilizadas, enquanto XPD ¢ a unica a
apresentar um aumento de marcagdo com IP no tratamento com DNR, sugerindo que um percentual
dessas células tenha morrido por necrose. Portanto, € possivel inferir que o envolvimento ativo do
NER (especificamente das proteina XPA, CSB e XPD) no reparo eficiente das lesdes causadas pelos

tratamentos com DNR e DOX ¢ essencial para evitar apoptose.

3.3. Senescéncia é observada apos o tratamento com DOX e DNR nas linhagens MRCS e

XPA, mas ndo em XPD e CSB

Indugdo de senescéncia tem sido observada em varias linhagens celulares tratadas com DOX
e DNR [24-26]. Para investigar se as linhagens deficientes e proficientes no NER tratadas com
DOX e DNR apresentam um fendtipo senescente, avaliou-se a atividade da 3-galactosidase acida,
um marcador bioquimico da acidificacao dos lisossomos [22]. Tanto o tratamento com DNR como
com DOX, produziu um aumento significativo, em relagdo ao controle ndo tratado, no percentual de
células B—galactosidade positivas (SA-[B-gal). Este aumento foi dose-dependente na linhagem
MRCS e na linhagem deficiente em XPA (cerca de 70% e 50% na concentrag¢ao de 0,05pg/ml,
respectivamente) para as duas drogas (Fig. 3). Interessantemente, as linhagens deficientes em CSB e
XPD (Fig. 3), apresentam um percentual menor que 20% de células [B-galactosidade positivas (SA-
-gal), em todos os tratamentos utilizados. Esses dados foram confirmados pela analise de
morfologia nuclear (Fig. 4), realizada através da visualizagdo dos nticleos corados com DAPI no
programa ImageJ e submetidos ao plugin NII [23]. Neste ensaio observou-se o mesmo padrido de
resposta encontrada na analise da atividade da [3-galactosidade para todas as linhagens, exceto para
o tratamento com 0,05 mg/ml DOX na linhagem CSB e XPD, o que pode ser explicado se
considerarmos o n pequeno que foi utilizado e que o numero de eventos em cada analise foi
diferente, sem desconsiderar ainda a possibilidade de serem subpopulag¢des. Entretanto, o
percentual menor de células em senescéncia, em relagdo ao ensaio com [3-gal, indica que as células
precisam de um tempo maior para responder com o mecanismo de senescéncia, ou ainda que
acumulo de lisossomos/marcadores acidos ocorra numa fase anterior ao aumento do tamanho

nuclear. Esses resultados sugerem um papel importante das proteinas CSB e XPD no processo de
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senescéncia celular nas condi¢des aqui utilizadas.

Além disso, observa-se um pequeno percentual, menor que 10%, de células que sofrem

catastrofe mitotica.
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Fig. 3. Inducdo de senescéncia pelo tratamento com DOX e DNR. Apoés tratamento de 72 h com
0,01 pg/ml e 0,05 pg/mL de DNR e DOX células foram incubadas durante 7 dias em meio livre de
droga, e incubadas com solugdo de coloragdo SA-B-gal. A. Quantificagdo das células [3-gal positivas

Resultados sdo representados como percentual de células SA-B-gal-positivas de pelo menos trés
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campos de trés experimentos independentes. B. Fotografias Representativas ( aumento 100x). A-

MRCS, B - CSB, C - XPA, D - XPD, a — Controle negativo, b - 0,01 pg/ml de DOX, c - 0,01 pg/ml

de DNR.
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Fig. 4. Andlise da Morfologia Nuclear. As células foram tratadas durante 72h com DOX e DNR, e
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apos coradas com DAPI. Foram obtidas trés fotos de campos aleatorios de cada tratamento e
analisadas no software Image J submetendo-se o plugin NII. Este foi desenvolvido para extrair
informagdes morfométricas sobre os nucleos utilizados na ferramenta NMA. Os

parametros utilizados geram um Indice de Irregularidade Nuclear (NII) que somado a
medi¢do da area nuclear classificam os nicleos como normais (normal, N), irregulares
(irregular, I), pequenos e regulares (small and regular, SR), pequenos (small, S), pequenos e
irregulares (small and irregular, SI), grandes e regulares (large and regular, LR) ou grandes

e irregulares (large and irregular, LI)[23]. Onde foram considerados como senescentes os
nucleos LR, e I e LI nucleos que sofreram catastrofe mitdtica.(A) MRCS5, (B) CSB, (C) XPA, (D)
XPD, (a) 0,05 pg/ml de DOX, (b)0,6 pg/ml de DOX, (c) 0,05 pg/ml de DNR e (d) 0,6 pg/ml de
DNR. Os resultados sdo representados como percentual de células em cada campo.***Esse
experimento ainda tem resultados preliminares, aqui se utilizou um n=1 com o objetivo de
avaliar apenas a senescéncia, devido a fase experimental foram desconsiderados os nticleos

apoptoticos.
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3.4. Efeitos da Topoisomerase Il na sensibilidade ao tratamento com DOX e DNR

A fim de verificar se os efeitos citotdxicos observados nos tratamentos com DOX e DNR

sdo dependentes da inibicdo da Topoisomerase Il empregou-se Suramina, um inibidor catalitico de

Topoisomerase II. Como demonstrado na Fig. 5 ndo foi detectada diferenca entre os tratamentos de

DNR e DOX com e sem o pré tratamento com Suramina, o que indica que a citotoxicidade
observada nas linhagens utilizadas deve estar correlacionada a outros mecanismos de agao dessas

drogas como, por exemplo, a formag¢do de adutos no DNA [1].
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Fig. 5. Inibicdo catalitica da topoisomerase II. Antes do tratamento com DOX e DNR as células
foram pré-tratadas com Suramina (100uM) durante 30 min e ap6s realizou-se o ensaio de MTT.
Resultados sdo expressos como porcentagem do crescimento do controle e representa a média (+
erro padrdo) de trés experimentos independentes. Significativamente diferente em relagio ao

tratamento sem Suramina *p<0,05;** p<0,01; *** p<0,001.
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4. Discussao

As antraciclinas DOX e DNR sao extensamente utilizadas na terapia antitumoral e possuem
um amplo espectro de acdo [2]. Apesar de serem classificadas como inibidoras de topoisomerase I,
a atividade dessas drogas ndo se limita a este mecanismo, podendo gerar diferentes tipos de dano ao
DNA como: quebras duplas, pontes inter e intra cadeia, formac¢ao de adutos de DNA e radicais
livres que podem levar a uma parada no ciclo celular e consecutivamente a apoptose ou senescéncia
[1-3,7,26]. Classicamente o NER ¢ conhecido por sua atividade em reparar danos no DNA que
levam a distor¢des da dupla hélice, como aqueles causados por luz - UV. No entanto, at€ o momento
pouco se sabe sobre o envolvimento do NER e de outros mecanismos de reparo na resposta a drogas
antitumorais como DOX e DNR.

Enquanto Spencer et al. [27] demonstrou que apds um curto tempo de tratamento (2h-4h) as
linhagens de roedores deficientes em XPD, XPB ou XPG (componentes do NER), sdo mais
tolerantes a inducdo de danos no DNA causados pela DOX, resultados do nosso grupo indicam
maior sensibilidade de fibroblastos humanos deficientes em NER apds tratamento de 72h [19].
Além do envolvimento da helicase XPD no reparo de lesdes induzidas pela DOX foi mostrado
também que XPA e XPC s2o necessarios para o reparo efetivo dessas lesdes [14,20]. Diversos
trabalhos relataram que a resposta 8 DOX pode se dar por mecanismos como apoptose, autofagia,
catastrofe mitotica e senescéncia [24,25,28,29], sendo que algumas dessas respostas sao
dependentes da dose. Enquanto doses mais altas levam a morte celular por apoptose, doses mais
baixas levam a uma parada no ciclo celular e a inducao de senescéncia [24]. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar a sensibilidade de células deficientes no NER ao tratamento com antraciclinas,
bem como possiveis diferengas no mecanismo de morte celular por apoptose e/ou senescéncia.

Demonstrou-se que CSB, XPA e XPD sdo necessarias para o reparo efetivo de lesdes
induzidas por DOX, ja que as linhagens deficientes nessas proteinas sdo mais sensiveis aos efeitos
citotoxicos do tratamento com DOX comparadas a linhagem proficiente no reparo MRC5 (Figura
1A). Por outro lado, o tratamento com DNR pareceu ser menos citotoxico para as linhagens CSB e
XPA nas concentragdes usadas, em relacdo a citotoxicidade induzida em XPD (Figura 1B). Este
resultado poderia sugerir o envolvimento de outras vias, além do TCR, no reparo das lesdes
causadas por DNR. No entanto, o ensaio de Anexina V, para detectar apoptose, mostra um
percentual elevado de células apoptoticas nas linhagens CSB, XPA e XPD, tanto para o tratamento
com DOX quanto para o tratamento com DNR. A sensibilidade mais baixa ao DNR observada no

MTT para linhagem CSB poderia indicar um menor dano mitocondrial em relagdo ao tratamento
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com DOX. O colapso da mitocondria ap6s tratamento com DOX impediria a metabolizag¢do do sal
de MTT a Formazan, interferindo com o resultado do teste. Estes resultados indicam a importancia
das proteinas do NER estudadas para o reparo das lesdes causadas por DOX e DNR.

Cutts et al. [1,7] demonstraram que a citotoxicidade da DOX, além da interferéncia com
topoisomerase II, também ¢ devida a formacgdo de adutos no DNA. Para determinar se a
sensibilidade dessas linhagens deficientes em NER ao tratamento com DOX e DNR ¢ dependente
da inibi¢do da topoisomerase II, formando quebras duplas no DNA [2,26], utilizou-se Suramina, um
inibidor catalitico de topoisomerase II [1]. Nao foi observada nenhuma diferenca na sensibilidade a
essas drogas (nas doses utilizadas) na presenga da Suramina, o que sugere que este ndo € o principal
efeito responsavel pela sensibilidade.Este resultado estd de acordo com o encontrado por Saffi et al.,
2010 [19], que demonstraram que linhagens XPD silenciadas para Toposimoresas Il continuam
sensiveis ao tratamento do DOX. Estes resultados, juntamente com os dados que demonstram a
participagdo do NER no reparo das lesdes, sugerem que a formacdo de adutos no DNA pode ser
importante para o efeito citotoxico dos dois agentes.

As antraciclinas DOX e DNR podem desencadear o processo de senescéncia celular por
induzirem dano ao DNA [25,26, 30]. Aqui, demonstrou-se que as linhagens MRC5 e XPA (Fig. 3 e
4) exibem esse tipo de fendtipo apds o tratamento com DOX ou DNR. Surpreendentemente, nas
linhagens CSB e XPD, uma porcentagem baixa de células apresentaram fendtipo senescente nos
tratamentos com DOX e DNR nas condi¢gdes do experimento (percentual menor que 20%), o que
sugere um papel importante de XPD e CSB no processo de senescéncia celular.

Alguns dados sugerem que um sistema de reparo ativo tenha papel em suprimir a
senescéncia por reparar as lesdoes no DNA e impedir a sinaliza¢do para a senescéncia, mecanismo
pelo qual células tumorais poderiam sobreviver e escapar da senescéncia [31]. Por outro lado,
algumas células tumorais sao impedidas de entrar em senescéncia, mas podem morrer por apoptose.
Di Micco et al. [32] demonstraram que linhagens deficientes na resposta ao dano no DNA (DDR)
em que CHK?2 ¢ estavelmente inibida, ndo sdo capazes de entrar em senescéncia induzida por
oncogenes (OIS) quando o oncogene Ras ¢ expresso. Este resultado sugere que o reconhecimento,
assim como uma correta resposta ao dano no DNA sao importantes, senao fundamentais, para o
desenvolvimento do processo de senescéncia.

Além do seu papel no NER, a proteina XPD também participa de outros processos
fundamentais como a transcricao e o controle do ciclo celular, agindo como um regulador da
proliferagao celular. Estudos em Drosophila indicam que baixos niveis de XPD, facilitam a
progressdo da mitose [33]. Além disso, quando super expressa, XPD causou uma parada no ciclo

celular, bem como o seu silenciamento resultou no aumento da taxa de divisoes celulares [34].
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Durante a resposta ao dano no DNA, altos niveis de XPD assegurariam a integridade do complexo
TFIIH suportando o reparo, € a0 mesmo tempo previniriam a divisao celular indevida por sequestrar
o complexo ativador de ciclinas CAK. Esses resultados estdo de acordo com os encontrados aqui,
em que células deficientes em XPD ndo apresentaram fenotipo senescente, sugerindo que essas
células continuam a proliferar mesmo com DNA danificado, levando a morte por necrose. Esse
resultado precisa ser confirmado com ensaios de proliferacao, como population doubling time
(PDT) ou ensaio clonogénico.

A alta incidéncia de cancer de pele nos pacientes XP [35] poderia ser resultante da
incapacidade dessas células entrarem em senescéncia. Nao ha relatos sobre o papel de CSB na
proliferacdo celular, a auséncia de fenotipo senescente nessa linhagem poderia ser explicada pelo
fato de CSB ter papel no reconhecimento da lesdo e no recrutamento do complexo TFIIH [10].
Pacientes com Sindrome de Cockayne tém como caracteristica um envelhecimento precoce devido
problemas na transcri¢ao e a indug@o de apoptose pelo acimulo de danos, que levam ao declinio
funcional [36]. A toxicidade de lesdes que bloqueiam a sintese de RNA pode ser devido ao
impedimento da transcricdo de genes essenciais € a diminuida quantidade de RNA polimerases que
ficam trancadas nos sitios lesionados. As proteinas especificas de TCR, CSA e CSB, junto com os
componentes do TFIIH (XPB e XPD) e XPG, tém papel na remogao da polimerase trancada e
recrutamento da maquinaria de reparo [37, 38]. Problemas na transcricdo em linhagens XPD ¢ CSB
podem estar relacionados com a indugao de apoptose e também com a falta de sinalizagao para
entrada em senescéncia no nosso estudo. Embora as linhagens que derivam de pacientes CS ndo
apresentam fendtipo senescente, processos como quiescéncia e apoptose também sao
desencadeados pelos processos que levam a senescéncia e contribuem para o envelhecimento
fisiologico [39].

Assim como em Di Micco [32], demonstrou-se aqui que a resposta ao dano no DNA, bem
como seu reconhecimento e posterior recrutamento dos fatores de reparo, sdo necessarios para a
indugdo de senescéncia celular. No entanto, com a limita¢dao de dados obtidos, ¢ dificil elucidar uma
via ou uma cascata de sinalizadores pela qual o reparo e a senescéncia estao interligados.

Os resultados apresentados sugerem um papel importante do NER na resisténcia ao
tratamento com antraciclinas encontrada na terapia clinica, bem como a relevancia de se investigar
0s mecanismos que levam a célula a escapar de morte celular e se transformar em célula tumoral de

forma conjunta.
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III. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho permitem concluir que o sistema de reparo por excisdo de

nucleotidios (NER) exerce um papel importante no processamento das lesdes induzidas pelas

antraciclinas Doxorrubicina e Daunorrubicina em fibroblastos humanos, bem como o provavel

envolvimento de CSB e XPD na sinalizagdo de indugdo senescéncia célular. Mais especificamente,

pode-se concluir que:

As linhagens celulares CSB, XPA e XPD apresentam uma maior sensibilidade tanto a DOX,
como a DNR em relagdo a linhagem MRCS.

Essas mesmas linhagens em grande parte morrem pelo mecanismo de apoptose, quando
tratadas com DOX e DNR.
As linhagens MRCS5 e XPA sdo induzidas a senescéncia celular perante os tratamentos
utilizados.
DOX e DNR nao induzem senescéncia em CSB e XPD, o que pode ser devido ao
envolvimento destas proteinas no processo de transcri¢do celular e na sinalizagdo indutora
de senescéncia.
A maior sensibilidade das linhagens deficientes no NER aos tratamentos com DOX e DNR ¢

independente da inibi¢do da toposisomerase II.
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IV. PERPECTIVAS

Os resultados aqui obtidos levantaram questdes a serem respondidas. Para tanto, outros
ensaios precisam ser realizados para melhor compreensdao da relagio do NER no processo de
senescéncia celular.

Como perspectivas iniciais da continuagdo desse trabalho, destacam-se:

» Realizar os ensaios com a linhagem XPC, deficiente apenas em GGR;

* Realizar o ensaio clonogénico e population doubling time apds os tratamentos com as
drogas;

* Observar a indugdo de senescéncia nestas linhagens com outros agentes;

e Avaliar a expressdo de p53, p21,p16 e mTOR, a fim de se poder identificar uma via de
sinalizacdo que possa estar envolvida nos processos de morte celular e senescéncia
observados;

* Realizar novamente a analise de morfologia nuclear (NMA) excluindo-se os erros e também
com doses menores;

* Avaliar o ciclo celular, permitindo a visualiza¢ao da parada do mesmo.

* Transfectar as linhagens celulares com o oncogene Ras, para observar se as linhagens

deficientes no NER entram em senescéncia perante este estimulo.
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