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RESUMO

Os tumores cerebrais primarios mais comuns sao denominados gliomas. Eles sao
definidos patologicamente pela presenga de caracteristicas histoldgicas e imuno-histoquimicas
que evidenciam diferencia¢do glial. De acordo com a suposta linhagem de origem, eles sao
classificados como astrocitomas, oligodendrogliomas ou ependimomas. Dentre eles, os
astrocitomas sd3o os mais comuns ¢ agressivos. O tratamento atualmente utilizado inclui
remocao cirurgica seguida de quimioterapia com temozolamida (TMZ) e radioterapia, porém
sua eficacia ¢ muito baixa devido a alta resisténcia das células tumorais. Buscando encontrar
genes associados com a elevada resisténcia dos astrocitomas, realizamos um estudo anterior
de expressdo génica diferencial utilizando uma colecdo de genes de reparo de DNA. Nesta
analise foram identificados sete genes significantemente superexpressos em glioblastoma
multiforme (GBM), o tipo mais agressivo de astrocitoma. Estes genes sao: APEX1, BRCA2,
BRIP1, EXOI1, NEIL3, RAD54L ¢ XRCC2. Através de RT-PCR quantitativo, avaliamos os
niveis de expressdo destes genes em um painel expandido de 54 casos clinicos de
astrocitomas de diferentes graus de malignidade e em 5 linhagens celulares de GBM. Todos
os genes analisados mostraram-se mais expressos nos astrocitomas, com exce¢ao de RADS4L
em amostras de astrocitoma de grau II. Além disso, a superexpressdo dos 7 genes avaliada
isoladamente ndo exerce influéncia direta na sobrevida dos pacientes. Evidenciou-se ainda a
superexpressao mais acentuada de EXO1 e NEIL3, que foram selecionados para realizacdo de
ensaios funcionais de silenciamento, e avaliacdo do ciclo celular e taxas de apoptose/morte
efetiva das células. Estes ensaios foram realizados com as linhagens celulares T98G e
UI38MG@G, que apresentaram maiores niveis de expressdo destes genes. Nos ensaios
funcionais, observamos que o silenciamento de EXO1 ou NEIL3 ndo provoca alteracdes nas
taxas de apoptose e morte celular e ndo altera a distribuicdo das células no ciclo. O
silenciamento desses dois genes ndo sensibiliza as células T98G e U138MG a radiacao

ionizante.



ABSTRACT

Gliomas are the most common type of primary brain cancers. They are
pathologically defined by the presence of histological and immunehistochemical
characteristics that evidence glial differentiation. According to the hypothetical cell of origin
they are classified in: astrocytomas, oligodendrogliomas and ependimomas. Among them,
astrocytomas are the more common and aggressive type. The treatment currently used for
GBM includes surgical resection of tumor followed by chemotherapy with temozolamide
(TMZ) and radiotherapy, but this protocol is still insufficient due to the high resistance of
cancer cells. Searching for repair genes associated with the high resistance of astrocytomas,
we developed a previous study of differential gene expression using a collection of DNA
repair genes. In this analysis, we identified seven genes significantly overexpressed in
glioblastoma multiforme (GBM), namely: APEX1, BRCA2, BRIP1, EXO1, NEIL3, RAD54L
and XRCC2. Using quantitative RT-PCR, we evaluated the expression of these genes in an
expanded panel of samples with 54 clinical cases of different grade astrocytomas and five
GBM cell lines. All genes showed expression significantly higher in astrocytomas, except
RADS54L in grade II astrocytomas. Moreover, the overexpression of this 7 genes evaluated
individually doesn’t exert direct influence upon patient’s survival rate. Remarkably, EXO1
and NEIL3 showed the higher fold changes and were chosen for functional silencing assays.
This experiments were performed with T98G and U138MG cell lines that showed the higher
expression levels among the GBM cell lines analyzed. In the functional assays, we observed
that the silencing of EXO1 or NEIL3 doesn’t induce changes in the apoptosis and cell death
rates and doesn’t change the distribution of cells in cycle. Beyond this, the silencing of this

two genes doesn’t sentisizes cells to 1onizing radiation.
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1 INTRODUCAO
1.1 Gliomas

Os gliomas s3ao tumores cerebrais definidos patologicamente pela presenga de
células com caracteristicas histologicas e imuno-histoquimicas que evidenciam diferenciagao
glial (Vescovi et al., 2006). Estes sdo os tumores primarios mais comuns do sistema nervoso
central em adultos (Farias-Eisner et al., 2012), altamente heterogéneos e de etiologia
desconhecida na maioria dos casos (Wiencke et al., 2005). De acordo com os tipos celulares
que predominam na massa tumoral eles sdo classificados como astrocitomas,
oligodendrogliomas ou tumores mistos, os oligoastrocitomas. Dentre eles, os astrocitomas sao
os mais frequentes em adultos. Estes tumores normalmente apresentam infiltragdo difusa no
tecido adjacente, sdo resistentes aos tratamentos e tém uma tendéncia natural para a
progressao maligna (Vescovi et al., 2006). Embora molecular e clinicamente representem
entidades unicas (Marko & Weil, 2013), a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS) classifica
os astrocitomas em quatro graus de acordo com suas caracteristicas histologicas e
comportamento bioldgico.

Os astrocitomas de grau I (AST I) ocorrem principalmente em criancas (Fang et
al., 2013), sao histologicamente benignos, apresentam células bem diferenciadas e com baixas
taxas de prolifera¢do, sendo curdveis quando a remocao cirurgica € possivel (Denysenko et
al., 2010). Sao eles: astrocitoma subependimal de células gigantes e astrocitoma pilocitico
(Louis, 2007). Os astrocitomas que ocorrem em adultos tem a capacidade de infiltrar o tecido
ndo-tumoral adjacente, tem tendéncia natural a progressao maligna e sdo geralmente
classificados como astrocitomas de grau Il a IV (Fang et al., 2013). Desse modo, os ASTI ndo
considerados como um estagio de progressdo dos astrocitomas e nao sao abordados neste
estudo.

Os astrocitomas de grau II (AST II) apresentam células diferenciadas e com
proliferacdo moderada (Figura 1A), mas devido a infiltragdo difusa no tecido adjacente ndo
sdo curaveis através de resseccdo cirurgica e, em aproximadamente 70% dos casos, evoluem
para grau III e IV dentro de 5 a 10 anos (Denysenko et al., 2010). S@o eles: astrocitoma
pilomixoide, astrocitoma difuso e xantoastrocitoma pleomorfico.

Os astrocitomas de grau III (AST III) sdo hipercelulares, apresentam grande
anaplasia e taxas de proliferacdo mais elevadas do que os ASTII (Figura 1B), sendo portanto
considerados malignos. Estes tumores apresentam evolugcdo mais rapida e, normalmente,

levam os pacientes a 0bito dentro de 2 a 5 anos (Denysenko et al., 2010; Fang et al., 2013).
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Figura 1. Micrografias representativas (40x) de ASTII, ASTIIl e GBM.

WHO Il # PP ' . WHO IV

ro . ' .

(A) AST II representa o inicio da progressdo tumoral e mostra anaplasia, (B) ASTIII exibe atividade mitotica
aumentada (ver figura metafasica no detalhe ampliado) e (C) GBM apresenta regides de necrose com

pseudopalisada (setas). Adaptado de Huse et al., 2012.

Os astrocitomas de grau IV sdo comumente denominados glioblastomas ou
gliosarcomas devido a extensa aparéncia de desdiferenciagdo das células que o compdem.
Estes tumores exibem as caracteristicas de malignidade mais agressivas, de 3 a 5 vezes
maiores do que ASTIII, como: anaplasia e proliferacdo celular muito elevadas, extensa
infiltracdo difusa, pronunciada angiogénese (proliferacdo microvascular), necrose e
invasividade (Figura 1C) (Denysenko et al., 2010; Fang et al., 2013). Sao eles: glioblastoma
multiforme (GBM), glioblastoma de células gigantes e gliosarcoma (Louis, 2007). Estes
tumores afetam individuos de qualquer idade, sendo que o pico de incidéncia ocorre em
pessoas com idade entre 45-70 anos. Os GBMs, além de mais agressivos, sdo o tipo mais
frequente de astrocitoma, eles totalizam 12-15% das neoplasias intracranianas e 50-60% dos
astrocitomas (Ohgaki, 2005). Devido a alta agressividade e elevada resisténcia dos GBMs a
cirurgia, radioterapia e quimioterapia, os pacientes acometidos apresentam sobrevida média
de apenas 6 a 12 meses ap6s o diagndstico ou 12 a 15 meses quando sob tratamento agressivo

(Skalli, 2013). Menos de 5% dos pacientes sobrevivem mais que 5 anos (Fang et al., 2013).
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Portanto, mesmo sendo tumores de baixa incidéncia eles representam um grave problema de
saude publica, pois estdo associados com taxas de morbidade extremamente elevadas e

sobrevida muito curta.

1.2 Tratamento

O tratamento padrao atual consiste na realizagdo de resseccdo cirurgica do tecido
tumoral seguida de radio e quimioterapia, cujo esquema terapéutico ¢ montado de acordo com
cada caso. Porém, mesmo sob esse tratamento agressivo o progndstico permanece muito
pobre. Isto se deve a alta invasividade e a resisténcia elevada das células de GBM, que
promovem a recidiva rapida em praticamente todos os casos (Sze, 2013; Agnihotori, 2013).

Na quimioterapia podem ser usados farmacos intercalantes ou alquilantes de DNA e
inibidores de topoisomerases 1 e 2 (Bai et al., 2011). O quimioterapico padrdo-ouro no
tratamento de GBM ¢ o agente alquilante de DNA temozolamida (TMZ) (Sze, 2013), que
adiciona grupamentos metil nas bases nitrogenadas do DNA, promovendo a morte das células
quando as lesdes ndo sao reparadas. A nivel molecular a radioterapia e as quimioterapias,
atualmente disponiveis para tumores cerebrais, sdo baseadas na indugdo de lesdes no DNA

das células tumorais, o que promoveria a morte destas células (Santivasi & Xia, 2013).

1.3 Vias de reparo de DNA

Muitas vezes os danos induzidos pela radio e quimioterapia podem ser revertidos
pela acdo da maquinaria de reparo de DNA, o que impede a morte celular caso o reparo
ocorra de forma rapida e eficiente. Um exemplo disso € a associacdo entre os niveis de
expressao proteina O6-metilguanina metiltransferase (MGMT), responsavel pela desmetilagao
do DNA, e o progndstico de sobrevida dos pacientes. O estado de metilagdo do promotor do
gene MGMT est4 associado com a melhor resposta dos pacientes com GBM ao tratamento
com TMZ (Hegi et al., 2005; Qiu, 2013), pois a metilagdo do promotor provoca seu
silenciamento. Desse modo, os pacientes que tem baixos niveis de expressdo da enzima
MGMT estao mais suscetiveis a agdo da droga TMZ e respondem melhor ao tratamento. Mais
recentemente, foi observada uma forte evidéncia de que a superexpressdo do gene HJURP,
envolvido no mecanismo de reparo através de recombinagdo homologa, estd correlacionada
com a sobrevida dos pacientes e pode ser usada como um fator independente de predicao de
prognostico (Valente et al., 2013). Estes dados sugerem que outros genes de reparo de DNA

também podem estar associados com a resisténcia do GBM a radio e a quimioterapia.
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Mais de 130 genes ja foram identificados e classificados em 4 vias principais de
reparo de DNA: excisdo de bases (BER — Base Excision Repair), excisdo de nucleotideos
(NER — Nucleotide Excision Repair), pareamento erroneo (MMR — Mismatch Repair) e reparo
de quebra na dupla-fita (DSBR — Double Strand Break Repair) (Qian et al., 2011; Wood et al.,
2001), que inclui recombina¢do homdloga (HR — Homologus Recombination) e jungdo nao-
homologa de extremidades (NHEJ — Non Homologus End Joining). Alteragdes nessas vias
tem sido associadas ao risco do cancer (Santivasi & Xia, 2013), sindromes relacionadas a
cancer (Christmann et al., 2003) e maior ou menor sensibilidade a agentes quimioterapicos
(Hegi et al., 2005, Bobola et al., 2012). Essas vias apresentam muitas proteinas em comum,
ou seja, uma determinada proteina pode desempenhar fungdes em mais de uma via de reparo e
0s mecanismos sdo geralmente sobrepostos para garantir a manutencdo da estabilidade do
genoma (Hoeijmakers, 2001). Além disso, cada uma dessas vias € responsavel pela corre¢ao
de danos especificos que podem ocorrer espontaneamente ou através de indugao pela acdo de

agentes quimicos ou fisicos (Hoeijmakers, 2001) (Figura 2).

Figura 2. Tipos de danos ao DNA e mecanismos de reparo.

v v v v

X-rays
Oxygen radicals UVlight Ant X-rays Replication
Alkylating agents Polycyclic aromatic nb-tumour agents errors
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Uracil (6-4)PP Interstrand cross-link A-G Mismatch
Abasic site Bulky adduct Double-strand break T-C Mismatch
8-Oxoguanine CPD Insertion
Single-strand break Deletion
Base-excision Nucleotide-excision Recombinational Mismatch repair
repair (BER) repair (NER) repair (HR, EJ)

Estdo representados os agentes lesivos mais comuns (topo), os danos que eles induzem no DNA
(meio) e os mecanismos de reparo mais relevantes (abaixo). Esquema adaptado de Hoeijmakers et
al. (2001).
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A ativagdo de um gene de reparo de DNA depende do tipo de dano causado, seja
por um agente quimico ou fisico. No caso da TMZ, ¢ possivel que ocorra a ativagdo da
maioria das vias de reparo (Figura 3). A TMZ, em pH fisiologico, ¢ convertida a 5-3-
(methyltriazen-1-yl) imidazole-4-carboximide (MTIC) e entdo ¢ degradada a um cation
metildiazolio que € capaz de metilar o DNA. Essas metilagdes ocorrem em diferentes regides
do DNA com frequéncias distintas: na posicdo N7 da guanina (60-80%), na posi¢do N3 da
adenina (10-20%) e na posi¢cdo O6 da guanina (5-10%). Embora seja a menos frequente, a
metilagdo em O6 ¢ o dano que mais efetivamente induz efeito citotoxico e ¢ reparado
principalmente pelo gene MGMT. Durante o reparo do dano na posi¢do O6 das guaninas pela
MGMT, 06-MeG pode parear com uma citosina ou timina e entdo ¢ também ativada a via
MMR. Caso esta via ndo seja capaz de realizar o reparo, ocorre quebra na dupla fita de DNA
provocando o recrutamento dos genes das vias de reparo correspondentes (HR ou NHEJ), o
que pode reparar o dano ou desencadear um processo de morte celular. Quando a metilagdo
ocorre nas posi¢cdes N3 da adenina e/ou N7 da guanina os danos sdo reconhecidos pela via
BER. Se o mecanismo de BER ndo for capaz de reparar estes danos, pode ocorrer quebra de
fita simples de DNA e consequente ativagdo de genes da via de reparo correspondente ou
pode ocorrer quebra de fita dupla, ativando HR ou NHEJ (Yoshimoto et al., 2012 e Fan et al.,
2013).

1.3.1 Reparo por excisao de bases

O reparo realizado por BER (Figura 4) ¢ o principal guardido contra danos
causados pelo metabolismo da propria célula, incluindo aqueles causados por espécies
reativas de oxigénio, metilacdo, desaminacao e hidroxilagdo. Com menor frequéncia, BER
identifica e corrige quebras de simples-fita, como acontece na agdo dos raios X. Este
processamento envolve enzimas DNA-glicosilases, cada uma capaz de reconhecer um tipo de
base alterada e catalisar sua remocao hidrolitica, formando um sitio AP (Hoeijmakers, 2001).
Esses sitios aparecem frequentemente no DNA por hidrolise espontanea e pela agdo de
agentes lesivos. Sitios AP ndo corrigidos sdo pré-mutagénicos, pois podem afetar a replicagao

normal do DNA (Baute & Depicker, 2008).



Figura 3. Acdo da MGMT e outros mecanismos de reparo que atuam nos danos causados pelo
agente alquilante TMZ em células de glioma.
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(a) MGMT remove grupos metil ligados na posi¢ao O6 das guaninas. (b) Se uma O6-metilguanina
escapa do reparo de MGMT, formard par com uma timina na proxima replicagdo. A base mal
pareada ativara a via de pareamento erroneo (MMR). Se o reparo através de MMR ndo ocorrer
adequadamente podem surgir quebras no DNA que ativariam o mecanismo de NHEJ, e se este
também falhar haveria ativa¢do apoptose. (¢) N7 e N3-metilguaninas sdo eficientemente reparadas
pela via de excisdo de bases (BER). (Fan et al., 2013).
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Figura 4. Sucessdo de eventos da via de BER.
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O reparo pela via de BER ¢ iniciado em uma quebra de fita-simples pela agdo de uma glicosilase
que ¢ seguida pela agdo da endonuclease APE1. As enzimas poli ADP-ribose polimerase (PARP)
e a polinucleotideo quina quinase (PNK) também sdo importantes para o reconhecimento e a
correg¢do. O reparo da lesdo pode seguir dois caminhos: um mais curto ¢ predominante (Short-
patch BER) e outro mais longo (Long-patch BER). Adaptado de Hoeijmakers et al. (2001).
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1.3.2 Reparo por excisdo de nucleotideos

O reparo realizado pela via NER (Figura 5) ¢ o mais versatil de todos no que
tange o reconhecimento da lesao (Tornaletti & Hanawalt, 1999). De maneira geral, quando o
sistema NER encontra uma lesdo volumosa, as enzimas que o compdem promovem a
clivagem da ligacdo fosfodiéster da fita anormal dos dois lados da lesdo com alguns
nucleotideos a mais como margem de seguranca. A DNA helicase remove o oligonucleotideo
fita simples lesado e a DNA polimerase preenche o espaco deixado, sendo que a DNA ligase ¢
responsavel por ligar a fita ao fragmento recém-sintetizado (Alberts et al., 2010; Jagirdar et

al., 2013).

1.3.3 Reparo do pareamento erroneo

MMR (Figura 6) promove a remocao de nucleotideos pareados de maneira errada
pela DNA polimerase e bolhas na dupla-fita causadas por inser¢ao/delecdo. O processo segue
quatro passos bem delineados: 1) reconhecimento do erro; 2) recrutamento de fatores de
MMR; 3) rastreamento de um sinal que identifica a fita recém-sintetizada que contém o erro;

e 4) nova sintese da parte excisada (Hoeijmakers, 2001).

1.3.4 Recombina¢do Homdloga e jun¢cao nio-homologa de extremidades

As vias de reparo HR e NHEJ (Figura 7), identificam e corrigem quebras de
dupla-fita geradas durante a replicacdo ou por radiacio UV ou raios-X, radicais livres,
compostos quimicos (Zhou & Paull, 2013). Apds a detecgao da quebra, uma complexa cascata
de reacdes ¢ desencadeada para parar o ciclo celular e recrutar fatores de reparo (Zhou &
Elledge, 2000; Khanna & Jackson, 2001).

Na via HR, a quebra no DNA ¢ regenerada utilizando a cromatide-irma como
molde no momento da replicacdo, ou seja, € limitada as fases S e G2 do ciclo celular (Zhou &
Paull, 2013). Assim que a quebra ¢ detectada, uma exonuclease degrada parte da extremidade
5’ deixando a extremidade 3’ livre. Essa extremidade livre invade a fita dupla integra da
cromatide-irmad e uma polimerase preenche a quebra usando-a como molde (Alberts ef al.,
2010). Caso a célula esteja em G1, existe apenas o cromossomo homologo que ¢ de dificil
acesso no genoma, além de ser potencialmente danoso utilizad-lo como molde no reparo ja que
isso pode levar mutacdes recessivas a homozigoze. Nesta situagdo, ¢ ativada a via NHEJ, na
qual um complexo protéico protege e aproxima as extremidades da quebra e recruta uma
ligase que promove a reagdo de ligacdo (Hoeijmakers, 2001) sem a necessidade de molde

porém com maior propensao a erros (Khanna & Jackson, 2001; Van Gent et al., 2001).



Figura 5. Modelo para os mecanismos de “Global Genome NER” (GG-NER) ¢ “Transcription-
Coupled Repair” (TCR).
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Em GG-NER, o complexo XPC-hHR23B procura e se liga a distor¢des na dupla-hélice. Em TCR a
lesdo bloqueia a passagem da polimerase o que atrai fatores de correcdo. Ambos os processos
sinalizam o inicio do reparo do DNA e recrutam os demais fatores necessarios para a continuidade
do processo. Apods a remogdo da regido lesionada a vias se juntam, realizando processos idénticos.
Esquema adaptado de Hoeijmakers et al. (2001).
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Figura 6. Modelo do mecanismo de reparo de pareamento erroneo (MMR).
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Heterodimeros de hMSH2/6 reconhecem bases mal pareadas e bolhas de base tnica,
enquanto dimeros de hMSH2/3 reconhecem bolhas provocadas por inser¢do/delecdo.
Os complexos heterodiméricos hMLH1/hPMS2 e hMLH1/hPMS1 interagem com os
complexos de MSH e fatores de replicagdo. Uma exonuclease 3° = 5’ excisa a bolha

e uma polimerase realiza a nova sintese do fragmento. Adaptado de Hoeijmakers et al.
(2001).




Figura 7. Representacdo esquematica dos mecanismos de reparo através de recombinagdo homoéloga
(HR) e de jungdo ndo-homologa (NHEJ).
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A opc¢do por uma via ou outra ¢ feita de acordo com a etapa do ciclo celular que a célula se
encontra. Havendo o facil acesso a uma fita-molde (fase S/G2 do ciclo celular), a célula
preferencialmente segue pela via HR, mais complexa porém menos propensa a erro. Quando nio
ha a disponibilidade da fita-molde (G0/G1), a célula realiza a correcdo pela via NHEJ, mais
simples porém muito mais propensa a erros. Adaptado de Hoeijmakers et al. (2001).
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1.7 Genes de reparo de DNA em estudo

Estudos preliminares realizados pelo nosso grupo, através de experimentos de
PCR Array, revelaram que os genes APEX1 (APEX Nuclease 1), BRCA2 (Breast Cancer 2),
BRIP1 (BRCAI1 Interacting Protein C-terminal Helicase 1), EXO1 (Exonuclease 1), NEIL3
(Nei Endonuclease VIII-like), RAD54L (RAD54-like (S. cerevisiae) e XRCC2 (X-ray Repair
Complementing Defective Repair in Chinese Hamster Cells 2), todos envolvidos em vias de
reparo de DNA, estdo super-expressos em amostras de astrocitomas (Escanfella, 2012 — dado
nao publicado). Dados da literatura mostram ainda que a maioria destes genes tem associagao

com cancer ou resisténcia a agentes genotdxicos ja relatadas, conforme descrito a seguir.

1.7.1 APEX1

O gene APEX1 codifica a principal AP endonuclease de mamiferos (APE1), uma
enzima que reconhce sitios apurinicos ou apirimidicos gerados por glicosilases e cliva o DNA
adjacente, portanto, essa enzima atua na via de reparo por BER (Moore et al., 2013;
Timofeyeva et al., 2011; Evans ef al., 2000) e interage com DNA glicosilases como NEIL1,
NEIL2 e NEIL3. APEI forma complexo estavel com a glicosilase hMYH (Parker et al.,
2001), com um co-fator da DNA polimedase 6 (PCNA) e com a endonuclease FENI1
(Dianova et al., 2001), o que sugere que APEI1 pode ser central no reparo por BER (Lucsford
et al., 2013). APE1 medeia o reparo das lesdes causadas por radia¢do ionizante e agentes
alquilantes (Evans et al., 2000; Mol et al., 2000), limitando sua citotoxicidade, o que sugere
sua participagdo na resisténcia dos gliomas a estes agentes (Bobola, 2001).

APE1 também atua como co-ativador transcricional juntamente com fatores de
transcricdo, como por exemplo p53 (Li et al., 2011), e participa de outros processos celulares
cruciais, incluindo a resposta ao estresse oxidativo, regulagdo de fatores de transcrigdo,
controle do ciclo celular e apoptose (Bobola, 2001). A perda desse gene ¢ letal durante o
desenvolvimento embrionario em ratos (Xanthoudakis et al., 1996), enquanto que o
silenciamento parcial em embrides de zebrafish leva ao desenvolvimento improrio do coragdo

e do tecido neural (Wang et al., 2006).

1.7.2 BRCA2
Estudos bioquimicos e moleculares mostraram que BRCA2 estd envolvido na
manutencdo da estabilidade do genoma, especificamente na via de reparo de DNA dupla fita

por recombinacdo homologa (Moynahan et al., 2001), assim como BRCAL, e interage com



23

RADS1, RADS52 e RAD54 (Hoeijmakers, 2001). A heranca de um alelo mutante de BRCA2
predispde seus portadores ao cancer de mama de inicio precoce devido a perda da
heterozigosidade, caracterizando esse gene como um supressor de tumor (Tavtigian et al.,
1996; Wooster et al., 1995). Mutagdes no gene BRCA2 também aumentam o risco de
desenvolvimento de cancer de ovério.

Quiros et al. (2011) demonstraram que o silenciamento de BRCA2 torna as
células de gliomas mais sensiveis ao tratamento com quimioterapicos O6-alquilantes. Kote-
Jarai et al. (2011) avaliaram o papel de BRCA2 na predisposi¢do ao cancer de prostata por
meio de rastreamento de 1832 casos, em homens entre 36-88 anos de idade, para busca de
fragmentos em heteroduplex, utilizando um método de fluorescéncia de alto rendimento.
Foram identificadas 19 mutagdes que truncam a proteina, 3 delecoes em fase e 69 variagdes
ndo sindnimas. Com base na frequéncia das muta¢des na populacdo, concluiu-se que as
mutagdes em BRCA2 conferem um risco 8,6 vezes maior de desenvolvimento de cancer de
préstata aos 65 anos, o que corresponde a um risco absoluto de aproximadamente 15%. Em
conjunto, estes dados mostram que BRCA2 esta envolvida com o aumento de risco de cancer

para varios tipos tumorais.

1.7.3 BRIP1

A proteina codificada pelo gene BRIP1 ¢ da familia das helicases e interage com o
produto do gene BRCA1. Ambas as proteinas atuam no sistema de reparo por recombinagdo
homologa, sendo que a helicase codificada por BRIP1 separa as fitas de DNA onde ha lesao
permitindo que a proteina de BRCA1 encontre e corrija essa lesdo. BRIP1 atua ainda na
execucdo da checagem do DNA nas fases G2/M do ciclo celular e dé& assisténcia na
progressao das forquilhas de replicacdo na fase S (Rafnar, 2011). Rafnar et al (2011)
descobriram uma mutacao rara (com frequéncia de 0,41%) do tipo frameshift no gene BRIP1
que aumenta o risco de cancer ovariano (OR=8,13). Essa mutacdo foi também associada com
aumento do risco de cancer em geral e reducao do tempo de vida em 3,6 anos.

Foi visto também que linhagens de células tumorais que ndo expressam BRIP1
sdo extremamente sensiveis a agentes indutores de cross-link na dupla fita de DNA, como
cisplatina e mitomicina C (Litman et al., 2005; Levitus et al., 2005; Levran et al., 2005) e essa
condicdo ¢ revertida pela complementacdo com BRIP1 selvagem (Cantor et al., 2001; Peng et

al., 2007; Wu & Brosh, 2009).
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1.7.4 EX01

O gene EXOI codifica uma proteina com atividades de exonuclease 5> =2 3’ e
RNAse (Lee e Wilson, 1999) que participa da via de reparo MMR interagindo com a proteina
MSH2 (Schmutte ef al., 1998). EXOI1 se liga a nucleotideos mal pareados ¢ a bolhas de
inser¢do/delegdo geradas pelo pareamento erroneo (Acharya et al., 1996). Sua atividade
nucledsica ¢ também necessaria no reparo de quebras na dupla-fita de DNA através da
resseccao das extremidades. Além da funcao enzimatica, EXO1 apresenta fungdes estruturais
independentes da fungdo nucleésica que sao requeridas na resposta a quebra de simples-fita de
DNA mediada por MMR, maturagdo de anticorpos, processamento de quebras de dupla-fita

de DNA mediada por NHEJ e meiose (Schaetzlein et al., 2013).

1.7.5 NEIL3

NEIL1, NEIL2 e NEIL3 foram identificados como genes codificadores de
proteinas da familia das DNA glicosilases. NEIL1 e 2 apresentam uma robusta atividade liase
enquanto NEIL3 se mostra fraca neste sentido. Sabe-se que ddo inicio ao processo de reparo
por excisdo de bases, clivando a ligacdo N-glicosil de bases pirimidinicas lesadas pela ag¢ao de
espécies reativas de oxigénio e por reagdo associada a liases, deixando um sitio abésico (AP)
no DNA (Liu, 2013). NEIL3 atua preferencialmente em lesdes simples-fita, sequencias
teloméricas e estruturas quadruplex de guanina formadas no teldémero (Liu et al., 2010, 2012 e
2013; Zhou et al., 2013; Wallace, 2013).

A expressdao deste gene parece ser regulada no ciclo celular (Neurauter et al.,
2012), mostra inducdo no inicio da fase S e seus maiores niveis aparecem na fase G2
(Neurauter et al., 2012; Bar-Joseph et al., 2012; Whitfield et al., 2002), indicando que NEIL3
estd envolvida no reparo associado a replicacdo. Além disso, ja foi demostrado que NEIL3 se
localiza no nticleo e co-localiza com a proteina de replicacio A (RPA) (Morland et al., 2002).
A inducao de NEIL3 parece ser regulada pela via ERK-MAP dependente de Ras, enquanto
sua repressao parece ser mediada pela ligacdo de E2F4 no complexo DREAM (DP1, RB
p130, E2F4 e MuvB) (Neurauter et al., 2012; Litovchick et al., 2007; Cam et al., 2004).

Quanto ao padrao de expressdo, NEIL3 em geral ¢ mais expresso em tecidos
tumorais do que no tecido normal correspondente (Hildrestrand et al., 2009). Em ratos, foi
visto como altamente expresso em tecidos hematopoiéticos como bago, medula 6ssea, timo e
em linhagens de células B de ratos (Morland et al., 2002; Torisu et al., 2005), odcitos, zigoto,

e durante a organogénese e neurogénese (Hildrestrand et al., 2009). Essa expressao
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caracteristica em células em proliferagcdo indica que NEIL3 ndo estd envolvido somente no
reparo de danos oxidativos, ao contrario, deve desempenhar um papel fora da via canonica
BER. Em um estudo recente, Reis e colaboradores (2012) demonstraram que a deficiéncia de
NEIL3 provoca reducdo na capacidade de diferenciacdo de células tronco e na taxa de
proliferagdo, além de aumento de sinais de senescéncia prematura. H4 ainda evidéncias de que
NEIL3 desempenha papéis relacionados ao sistema imune, uma vez que o seu silenciamento
provoca reducdo no numero de células brancas no sangue (Torisu et al., 2005) e reduz a

infec¢ao por HIV (Zhou et al., 2008).

1.7.6 RAD54L
RADS54L codifica uma ATPase DNA-dependente que desempenha um importante

papel no reparo de DNA pela via de recombinagdo homologa, ligando-se especificamente as
jungdes Holliday e interagindo com RADS51, RAD52, BRCA1 ¢ BRCA2. RAD54L ¢
semelhante a RADS54 codificada por Saccharomyces cerevisiae, por isso foi nomeado
RADS54-Like (Rossi & Mazin, 2008 e Hoeijmakers, 2001). Ruiz-Herrera et al. (2011)
avaliaram as consequéncias do silenciamento de RADS54L em cultura de células normais. Os
ensaios mostraram que as células se tornaram mais sensiveis a radiacdo gama e a agdo de
metotrexato, ¢ sugerem que RADS5S4L desempenhe um importante papel na prevengdao de

rearranjos de centromeros.

1.7.7 XRCC2

XRCC2 também codifica uma proteina que atua na via de reparo de DNA por
recombinacdo homologa (Krupa et al., 2011). Kondo e colaboradores (2010) analisaram a
sensibilidade de fibroblastos embrionarios deficientes para XRCC2, RAD54L e Lig4d (DNA
Ligase 1V) a ACNU (/I-(4-amino-2-methyl-5-pyrimidinyl)methyl-3-(2-chloroethyl)-3-
nitrosourea). Observou-se que a recombinacdo homologa ¢ muito importante no reparo de
lesdes induzidas pela ACNU, diferentemente de resultados ja4 obtidos para a temozolamida
(Kondo et al., 2009), pois as lesdes por ela induzidas sdo reparadas majoritariamente pela via
NHEJ. Evidenciou-se ainda que células com XRCC2 nocauteado mostraram
hipersensibilidade a outros agentes que causam lesdes do tipo cross-link, como fotemustine,
cisplatina e mitomicina C (Tsaryk et al., 2006). Outro trabalho conduzido por Zheng e

colaboradores (2012) mostra que XRCC2 e XRCC4 sdo superexpressos em linhagens
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celulares e amostras tumorais de GBM e o silenciamento destes genes sensibiliza as células

tumorais a radioterapia.

Portanto, a superexpressao de APEX1, BRCA2, BRIP1, EXO1, NEIL3, RAD54L ¢
XRCC2 pode estar relacionada a alta resisténcia dos GBMs ao tratamento com agentes
genotodxicos (quimio e radioterapias), o que os torna bons candidatos a serem explorados
como potenciais novos alvos terapéuticos. Para avancar na caracterizacdo molecular dos
genes em questdo, avaliamos o seu padrao de expressao em um painel expandido de 54 casos
clinicos de astrocitomas de diferentes graus de malignidade, com o intuito de avaliar se ha
uma correlacdo entre os niveis de expressao e prognostico de sobrevida dos pacientes. Além
disso, avaliamos ainda a expressdo desses 7 genes em linhagens celulares de GBM, afim de
elucidar qual delas seria a ferramenta mais adequada para nossos estudos subsequentes

envolvendo ensaios funcionais de silenciamento.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o padrao de expressao dos genes de reparo APEX1, BRCA2, BRIPI,

EXOI1, NEIL3, RAD54L ¢ XRCC2 em um painel expandido de amostras de astrocitomas e

selecionar dois deles para caracterizagdo funcional envolvendo silenciamento génico.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o nivel de expressdao dos genes APEX1, BRCA2, BRIP1, EXOI1, NEIL3,
RADS54L e XRCC2 em um painel expandido de casos de astrocitomas e correlacionar
estes dados com a sobrevida dos pacientes;
Avaliar o nivel de expressao dos genes APEX1, BRCA2, BRIP1, EXO1, NEIL3,
RADS54L e XRCC2 nas células HDPC (fibroblastos ndo-tumorais), e nas linhagens de
GBM U138, U251, U343, U87MG e T98G;
Com base nos dados de expressdo, selecionar dois genes ¢ as linhagens celulares mais
adequadas para os ensaios funcionais de silenciamento;
Padronizar condigdes efetivas de silenciamento para os genes selecionados nas 3
linhagens celulares que serao utilizadas nos ensaios funcionais;
Ensaios funcionais em células silenciadas ou nao:

- Avaliar a distribuicao no ciclo celular através da analise do conteudo de DNA;

- Avaliar as taxas de apoptose e morte celular efetiva;

- Avaliar as taxas de apoptose e morte celular efetiva apos exposicao a radiacao

ionizante.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras de tecido normal e tumoral

As amostras controle (substiancia branca ndo tumoral) que foram utilizadas na
realizagdo dos ensaios foram obtidas de pacientes submetidos a ressec¢ao cirirgica para
tratamento de epilepsia no Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto. As amostras tumorais
foram obtidas de pacientes submetidos a cirurgia para retirada dos tumores no mesmo
hospital. Os fragmentos foram coletados no momento da cirurgia, imediatamente congelados
em nitrogénio liquido e armazenados em -80°C at¢ o momento do uso. Todos os pacientes
incluidos no estudo assinaram o termo de consentimento ¢ o projeto foi aprovado pelo comité
de ética do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto (processo HCRP n. 7645/99).

Os fragmentos congelados foram microdissecados em cridtomo pelo patologista
responsavel, para ressec¢ao das areas bem preservadas do tecido (sem necrose) e com as
caracteristicas histologicas de interesse (substancia branca normal ou glioma). Os fragmentos
microdissecados que confirmam o diagnostico de interesse foram entdo mantidos em freezer -
80°C até o momento da extracao de RNA.

O RNA das amostras foi extraido e avaliado para verificacdo de sua pureza e
qualidade. A concentracao e a pureza das amostras de RNA foi acessada através de leitura em
espectrofometro de luz UV para medida da absorbancia (A) nos comprimentos de onda 260 e
280 nm. O valor médio da A260/280 das amostras que foram utilizadas neste estudo ¢ de 1,81
(£0,07), o que reflete um bom grau de pureza. A integridade dos RNAs foi avaliada através da
razdo das intensidades das bandas 28S e 18S apos eletroforese em gel de agarose
desnaturante. As amostras que foram utilizadas neste estudo apresentaram razdo entre as

bandas 28/18S > 1,7.

3.2 Avaliagao do nivel de expressao dos genes

Foi utilizado 1pug de RNA total de cada uma das amostras para sintese dos
cDNAs. O RNA foi inicialmente tratado com DNAsel (Invitrogen®) na presenga de inibidor
de RNAse (RNAse Inhibitor, Applied Biosystems®) e em seguida submetido & transcri¢ao
reversa com o kit High Capacity (Applied Biosystems®), seguindo as especificagdes dos
fabricante. Para a realiza¢do da reagdo de PCR quantitativo foi desenhado um par de primers
para cada gene cujas sequéncias constam na Tabela 1. A reac¢do foi procedida utilizando o
reagente SYBR Green (Applied Biosystems®). Neste método os amplicons sao marcados no

momento da sintese e a emissdo de fluorescéncia que ocorre durante a formacao de duplas-
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fitas permite a estimativa dos niveis de mRNA alvo nas células estudadas. Todas as rea¢des
de RT-PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) foram feitas em duplicata. Os valores de
Cr (cycle threshold) gerados e processados pelo software do equipamento (7500 Real Time
PCR System — Applied Biosystems®) foram exportados para o Microsoft Excel® e as
quantidades relativas foram calculadas pelo método do 2 °°“ (Livak & Schmittgen, 2001).
Os valores de Ct dos genes de interesse observados nas amostras foram normalizados com os
resultados obtidos para o genes HPRT, cujo padrao de expressdao nao apresenta diferenca

significativa entre células humanas normais e tumorais (Valente et. al., 2009).

Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados nas reagoes de qRT-PCR.

Gene Sequéncia forward Sequéncia reverse

APEX1 5’-GGAATGCCGAAGCGTGGGAA-3" 5'-CCTCTCCTGCTGCCTCTTTG-3’

BRCA2 5'-CAGGGCCGTACACTGCTCAA-3" 5-GGGCTGAGACAGGTGTGGAA-3’

BRIP1  5-CCAGACTGTGAGCCAAGGAA-3" 5'-CTCCTCCCTGTGGTTCTACA-3’

EXOl 5"-CCAGACCTCCAAGCTACGTT-3" 5-TCTGGCAGGTCCTAGAGGTT-3’

NEIL3  5'-TGGTCTCCACCCAGCTGTTA-3" 5'-CCTGCTTTACGGCACCTGTA-3’

RADS54L 5-GGGTCTGGCGAGATGGTCAA-3" 5-CCACCACACAGCTGCTCAGT-3’

XRCC2 5'-CCTTGCCCGACTTGAAGGTA-3" 5'-CTGTTCCTTCTGGGCCATGA-3’

3.3 Analise estatistica e relagdo dos perfis de expressao com dados clinicos

O calculo do 2 °°“ permite a estimativa da quantidade relativa de cDNA, ou seja,
estima-se a quantidade de mRNA de cada gene presente nas diferentes amostras tumorais e
nas linhagens celulares em relacdo ao padrao de expressdao normal (controle), que nesse caso
foi obtido nas reacdes feitas com a linhagem nao-tumoral (HDPC) e com amostras de
substancia branca normal (SB).

Com os dados obtidos nas reacdes realizadas e apds o calculo do 27°P¢,
procedeu-se as analises estatisticas: com os resultados das linhagens celulares foi feita uma
andlise de variancia com o software “GraphPad Prisma 5.0, utilizando o teste de Tukey
(ANOVA) que compara os grupos dois a dois entre si € com o controle; Para avaliar os
resultados das amostras tumorais foi feito o teste ndo paramétrico bicaudal de Mann-Whitney
(ANOVA), através do mesmo software. Os dados de expressdo relativa de 54 amostras de
casos clinicos foram ainda utilizados para estimacdo ndo paramétrica da funcdo de
sobrevivéncia em relagdo aos perfis de expressdo encontrados, com a finalidade de se tracar

uma possivel correlagdo dos perfis de expressdo de cada gene com o prognostico dos

pacientes.
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3.4 Ensaio funcional de silenciamento
3.4.1 Cultivo celular e transfeccao

As linhagens celulares utilizadas foram: HDPC, uma cultura primdaria de
fibroblasto nao-tumoral isolado de polpa dentaria na Faculdade de Odontologia de Araraquara
(FOAr-UNESP) e gentilmente cedida pelos Professores Dr Carlos Alberto de Souza Costa e
Dr Josimeri Hebling e, T98G, UI138MG, U343MG, US7MG e U251, todas de GBM foram
gentilmente cedidas pelo Professor Dr Carlos Gilberto Carlotti Jr (FMRP-USP). As células
foram cultivadas em DMEM acrescido de 10% SFB até 70% de confluéncia para realizagdao
do ensaio de silenciamento. Os oligos de RNA para o silenciamento (siRNA) foram
desenhados conforme o gene alvo selecionado e, para fins de controle, foi feito ainda o
silenciamento das linhagens com uma sequencia de siRNA que ndo possui mRNA-alvo em
células humanas (Tabela 2). Nesta metodologia, ¢ feita a introdu¢do de oligonucleotideos
curtos de RNA dupla fita nas células eucarioticas utilizando vesiculas lipidicas artificiais
(Lipofectamine RNAiMax, Invitrogen®), que se fundem com a membrana celular entregando
o seu conteudo no citoplasma. Para conduzir este experimento, foi utilizada uma microplaca
de 24 pocos. Adicionou-se 0,4uL dos oligonucleotideos (solu¢do a 10 M), dirigidos para o
RNA de interesse ou controle de sequéncia aleatéria, em 80uL de meio Opti-MEM (Gibco®)
e homogeneizou-se a mistura. Em seguida, foi adicionado 0,8uL de lipofectamina em cada
poco e a mistura foi homogeneizada novamente e deixada em repouso por 20 minutos. Apds o
repouso, 320pL da suspensdo celular com 2x10* células/mL foi gotejada lentamente nos
pocos sobre o meio contendo os complexos de lipossomas e siRNA ja formados. A
microplaca foi tampada, homogeneizada e incubada por 24 horas em estufa a 37°C e 5% de
CO,. Apo6s incubacdo, 200uL do meio de transfeccdo foi trocado e a placa incubada

novamente por 48 horas.

Tabela 2. Sequéncias de siRNAs desenhadas para cada gene em estudo.

Gene Sequéncia sense Sequéncia antisense

EXO1 5’-AAGGCAAUAAAUCAUUGAGTT-3> 5’-CUCAAUGAUUUAUUGCCUUTT-3’

NEIL3  5’-AAGGCAUGUGAUGCUUGCUTT-3*  5’-AGCAAGCAUCACAUGCCUUTT-3’

Controle  5’-AAGCUAUUCCGCAAUCAGGTT-3* 5-CCUGAUUGCGGAAUAGCUUTT-3’
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3.4.2 Analise de eficiéncia do silenciamento

Foram analisados os niveis de mRNA de cada gene alvo nas células transfectadas
através qRT-PCR. A extragdo do RNA das células foi realizada com o reagente Trizol
(Ambion®). Posteriormente, foi feita a reagdo de transcri¢ao reversa com o kit High Capacity
(Applied Biosystems®), seguindo as especificagdes dos fabricante. O cDNA resultante foi
utilizado como molde para amplificagio em reagdes de PCR quantitativo com primers
especificos para os genes selecionados, bem como HPRT para fins de controle, e o reagente

SYBR Green (Applied biosystems®).

3.5 Analise de ciclo celular pela avaliacao do conteudo de DNA

2, 3 ou 5 dias apds o plaqueamento e transfeccao, as células foram tripsinizadas da
placa e transferidas para tubos de 1,5mL e centrifugadas. O pellet foi lavado com 800uL de
PBS1x-EDTA1 5mM e ressuspendidas em 300uL de PBSIx-EDTA 5mM. Posteriormente,
foram adicionados 700uL de etanol absoluto gelado por meio de gotejamento leve e incubou-se
a -20°C overnight para fixacdo das células. Em seguida, foi feita uma centrifugacao, o etanol foi
descartado e as células novamente ressuspendidas em PBS1x-EDTA 5mM (112,5uL) e tratadas
com RNAse A (Img/mL) durante 30 minutos a 37°C. Por fim, adicionou-se 125uL de iodeto de
propidio (100 pg/mL) e realizou-se entdo a leitura no citometro de fluxo (FACSCanto, BD®).
O dado obtido foi analisado no programa “ModFit”.

3.6 Avaliacao de apoptose e morte celular

4 ou 7 dias apds plaqueamento e transfeccdo e 4 dias apos a transfeccao sob efeito
de radiagdo ionizante (14Gy de raios X — RadSource 2000, Biological System®), as células
foram tripsinizadas da placa e transferidas para tubos de 1,5mL e centrifugadas. Em seguida, o
pellet foi lavado com PBS 1x e ressuspendido em uma mistura de anexina V — Alexa 488
(Molecular Probes®) e tampao de ligagcdo (1ul de anexina: 100ul de tampao). No momento da
leitura no citdometro de fluxo foi adicionado lul de iodeto de propideo (0,1mg/ml). Essa
metodologia fornece uma andlise quantitativa dos niveis de apoptose e morte celular através
da marcagdo com anexina e iodeto de propideo, respectivamente. O fosfolipideo fosfatidil-
serina, que ¢ reconhecido pela anexina, € normalmente mantido na face interna da bicamada
lipidica da membrana, sendo exteriorizado apenas quando a célula entra em apoptose. Desse
modo, a quantificacdo da marcagdo com anexina, que estd conjugada a um fluordforo

especifico (Alexa Fluor-488), fornece uma estimativa da quantidade de células em apoptose.
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O iodeto de propideo marca as células mortas, uma vez que estas ja perderam totalmente o
controle de permeabilidade da membrana, permitindo assim a entrada das moléculas de
iodeto. As células marcadas foram analisadas em citometro de fluxo (FACSCanto, BD®) para

determinagdo da porcentagem de células marcadas na populagao.
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4 RESULTADOS
4.1 Avaliacao dos niveis de expressao dos genes de reparo selecionados em
astrocitomas

A avaliagdo da expressao dos genes APEX1, BRCA2, BRIP1, EXOI1, NEIL3,
RADS54L e XRCC2 foi expandida para 54 amostras de casos clinicos de astrocitomas do
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, sendo 6 amostras de ASTII, 6 amostras de ASTIII e
42 amostras de GBM. Foram também analisadas 9 amostras de substancia branca ndo tumoral
(SB), que utilizamos como referéncia de expressdo normal. A estimativa de expressao relativa
(27°PY) foi feita comparando-se os valores de Ct normalizados das amostras tumorais com a
mediana das amostras SB. Os valores de expressdo relativa de cada caso avaliado sao
mostrados na Tabela 3. Quando verificamos o nimero de casos observados em cada intervalo
de fold change, notamos uma maior frequéncia nas faixas de expressdo até 10 vezes para os
genes APEX1, RADS4L ¢ XRCC2, nas faixas entre 10 e 60 vezes para os genes BRCA2 ¢
BRIP2, e nas faixas acima de 60 vezes para os genes EXO1 e NEIL3 (Tabela 4). Observamos
também que o fold change médio na expressdo relativa dos genes para cada grau tumoral ¢
expressivamente maior para os genes EXO1 e NEIL3 (Tabela 3). Estes dados revelam que
dentre os genes avaliados EXO1 e NEIL3 sdo os que apresentam os maiores niveis de
expressao nas amostras tumorais € os indicam como bons alvos para os ensaios funcionais
seguintes.

As faixas de expressdo relativa obtidas para cada gene nos diferentes grupos
experimentais foram plotadas nos graficos descritos a seguir (Figura 8). Quando comparados
a SB, todos os grupos tumorais apresentaram niveis de expressao relativa significativamente
maiores para os genes avaliados, excetuando-se apenas o gene RADS5S4L em amostras de AST
IT (Figura 8F). Na analise dos genes APEX1, RADS5S4L e XRCC2 observou-se uma variagao
de fold change de 2 a 10 vezes, ou seja, esses genes estdo de duas a dez vezes mais expressos
nas amostras tumorais do que na SB (Tabela 3 e Figura 8A, F e G). A expressdao do gene
RADS54L nao foi detectada em 3 amostras do grupo ASTII (Tabela 3), o que explica o fato de
RADS54L ndo estar superexpresso neste grupo. Os genes BRCA2 e BRIP1 mostraram fold
change variando entre 5 e 60 vezes (Tabela 3 e Figura 8B e C). Conforme mencionado
anteriormente, EXO1 e NEIL3 mostraram os niveis de superexpressdo mais acentuados,
situando-se no intervalo de fold change de 20 a >100 (Tabela 3 e Figura 8D e E).

Comparando-se os grupos tumorais entre si, houve diferengas significativas somente na
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comparac¢do entre os padroes de expressdo do gene NEIL3 nas amostras de ASTII e GBM

(P<0,03 — Figura 8E).

Tabela 3. Dados de expressdo relativa de mRNA observados para cada paciente e cada gene avaliado. S8o apresentadas as médias e
medianas para cada gene de acordo com o grupo tumoral.

Expressao relativa de mRNA SOBREVIDA
REGISTRO GRUPO APEXI BRCA2 BRIPI  EXOl  NEIL3 RADSAL XRCC2 (aSsvoso

SNC02 ASTII 1,594 2,215 4,326 4,836 4,887 0,416 1,206 DNO
SNCO08 ASTII 1,947 11,546 64,047 57,559 85,660 5,953 7,288 1011
SNC 220 ASTII 0,607 0,909 12,474 39,613 30,557 0,343 1,406 728
SNC 250 ASTI' 15,983 6,210 21,408 27,951 28,464 5,001 13,350 1499
SNC 482 ASTII 6,283 22,541 94,445 87,888 64,675 12,028 7,864 331
SNC 573 ASTII 2,225 1,711 1,681 2,099 1,453 1,169 2,254 DNO
SNC71 ASTHI 1,886 14,239 45,797 83,652 116,109 5,011 10,463 812
SNC85 ASTHI 1,259 3,802 14,301 19,220 19,754 1,766 1,160 270
SNC 169 ASTHI 8,540 31,295 57,503 83,548 177,144 16,631 21,059 344
SNC 234 ASTIII 9,098 13,692 4,554 22,050 4,007 3,242 8,319 1654
SNC 243 ASTIII 0,460 6,958 40,347 72,949 65,704 3,586 4,776 123
SNC 389 ASTIHI 144,667 3,748 390,761 933,335 357,570 97,891 134,128 14
SNC87 GBM 1,886 14,239 45,797 83,652 116,109 5,011 10,463 271
SNC01 GBM 1,596 12,793 66,357 92,781 180,843 7,097 8,977 389
SNC06 GBM 1,651 17,866 18,574 204,513 97,137 3,839 3,764 73
SNC14 GBM 0,944 5,096 53,383 94,043 151,757 4,230 11,937 376
SNC9%  GBM 1,584 11,799 62,646 106,120 133,615 6,902 4,831 6
SNC 114 GBM 1,002 5,979 6,952 16,517 11,461 1,042 1,408 374
SNC 134 GBM 1,222 1,759 9,375 9,459 15,312 0,872 1,268 1111
SNC 159 GBM 1,914 5275 18,637 14,858 17,859 1,778 2,607 85
SNC 174 GBM 1,511 7,336 43,537 113,377 162,836 4,175 8,539 189
SNC 179 GBM 1,587 9,585 28,373 67,104 113,616 4,030 5,395 8
SNC 184 GBM 1,151 4,962 9,764 14,841 24,809 1,049 2,970 99
SNC 187 GBM 1,559 16,945 64,635 86,756 164,719 7,526 8,623 175
SNC 191 GBM 2313 46,363 88,398 329,698 350,920 2,167 15,662 405
SNC 198 GBM 1,669 7,288 26,308 61,814 95,223 3,233 3,338 171
SNC199 GBM 0,845 4,891 20,300 31,356 55,853 1,576 2,161 155
SNC 219 GBM 5484 11,926 16,896 1,827 40,812 6,657 5,890 141
SNC 224 GBM 0,242 0,255 1,253 1,324 4,121 0,309 0,505 94
SNC 228 GBM 4,077 9,822 14,266 21,302 11,176 1,926 3,890 2910
SNC238 GBM 2,164 12913 43,893 67,804 114,260 4,133 4,482 184
SNC240 GBM 3426 10,898 54,652 90,919 54386 5311 6,646 542
SNC 241 GBM 1,551 10,424 51,847 93,474 68,325 4,229 6,191 DNO
SNC244 GBM 3,206 10,077 46,891 63,118 49,595 4,166 11,437 14
SNC245 GBM 4,158 10,549 60,514 62,356 44,874 4,441 6,612 2587

Continua
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Continuagao
REGISTRO GRUPO APEX1 BRCA2 BRIP1 EXO1 NEIL3 RAD54L  XRCC2 SOBREVIDA

SNC 290 GBM 1,111 4,267 9,475 7,420 17,180 0,949 1,803 93
SNC307 GBM 2,429 12,781 46,594 69,156 108,545 5,285 6,303 261
SNC 311 GBM 1,809 17,397 58,088 32,111 39,671 2,535 0,036 351
SNC 321 GBM 1,516 54,849 129,780 246,424 303,384 5,453 17,851 312
SNC 322 GBM 8,112 11,960 25423 11,320 230,882 7,428 8,112 72
SNC 323 GBM 0,880 25,106 40,173 128,890 121,938 2,435 5,588 371
SNC 357 GBM 1,083 12,111 32984 40,645 90,824 2,110 5,015 281
SNC 437 GBM 1,676 12,467 23,402 26,264 50,563 0,600 0,943 45
SNC 447 GBM 1,586 17,204 68,726 97,681 69,551 0,316 0,901 130
SNC 458 GBM 0,582 4,535 10,681 9,613 82,139 0,026 4,063 62
SNC 465 GBM 7,184 5491 14,904 14,468 93,170 1,972 7,184 18
SNC 471 GBM 1,361 19,438 78,581 71,012 153,277 1,263 6,507 121
SNC 485 GBM 1,711 5,669 36,051 263,197 61,181 0,739 5,583 39
SNC 488 GBM 1,021 17,540 27,564 56,886 68,832 1,304 4,453 80
SNC 521 GBM 1,283 13,891 47,530 41,212 49,180 0,001 12,782 138
SNC 590 GBM 7,004 9,399 9,641 14,326 91,358 3,511 7,004 660
SNC 647 GBM 0,871 25,227 60,205 108,383 242,191 0,844 1,417 53
SNC 727 GBM 5,818 6,473 17,904 8,012 134,294 4345 5,818 294
SNC 906 GBM 3,850 27,076 150,376 295,088 223,635 0,006 23,175 265
SNC928 GBM 19,131 1,045 9,850 23,442 155,189 9,543 19,131 214

ASTIT 4,773 7,522 33,063 36,657 35,949 4,152 5,561

Média  ASTII 27,652 12,289 92,210 202,459 123,381 21,354 29,984

GBM 2,715 12,860 40,725 76,618 103,874 3,171 6,541

ASTIT 2,086 4,213 16,941 33,782 29,511 3,085 4,771
Mediana ASTIII 5,213 10,325 43,072 78,248 90,906 4,298 9,391

GBM 1,596 10,898 36,051 62,356 91,358 2,535 5,588

*DNO: dado nao obtido

Tabela 4. Nimero de amostras de astrocitoma com expressdo significativamente al-terada em
cada intervalo de expressdo, quando comparadas com substancia branca ndo-tumoral (SB).

tumor/SB GENE
intervalo de

variagdo da - ,ppy; BRCA2 BRIPI EXO1 NEIL3 RADS4L XRCC2

expressio
2-5 9 7 2 2 3 19 12
5-10 4 14 6 4 0 12 21
10 -20 1 22 9 7 6 2 8
20-60 0 7 23 13 12 0 2
60—100 0 0 10 17 13 1 0
> 100 1 0 3 10 20 0 1

TOTAL 15 50 53 53 54 34 44
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Figura 8. Expressao relativa de mRNA dos 7 genes em estudo.
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Niveis de expressdo relativa do mRNA dos genes APEX1, BRCA2, BRIP1, EXO1, NEIL3, RAD54L ¢ XRCC2 em
amostras de substancia branca ndo tumoral (SB, n=9), astrocitoma de grau II (ASTII, n=6), astrocitoma de grau III
(ASTIIL, n=7) e glioblastoma multiforme (GBM, n=42), avaliados por RT-PCR quantitativo. As caixas representam
a faixa de expressdo relativa com a mediana indicada. *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,0001 em comparagdo com SB,
teste de Mann-Whitney. Os graficos foram plotados com o software “GraphPad Prism 5.0”.

. -DD
Com base no valor da mediana de 2 PP¢

, para cada gene avaliado as amostras
tumorais foram separadas em dois grupos: alto ou baixo indice de superexpressao. Com esses
dados foram feitos os graficos de sobrevida dos pacientes para cada um destes grupos (Figura
9). Nesta andlise 3 amostras foram excluidas porque ndo tivemos acesso aos dados de
sobrevida. A analise desses resultados mostrou que o padrao de expressdao de cada gene,

individualmente, nao ¢ preditivo de morte, ou seja, a alta ou baixa taxa de expressao desses

genes isoladamente ndo influencia significantemente a sobrevida dos pacientes.



Figura 9. Curvas de sobrevida de pacientes com glioma com base na expressdo dos genes em estudo.
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Curvas Kaplan-Meier de sobrevida para pacientes com astrocitoma de diferentes graus de malignidade de acordo com a
expressdao dos genes APEX1, BRCA2, BRIP1, EXO1, NEIL3, RAD54L ¢ XRCC2.0s pacientes foram divididos em
dois grupos: 1) quantidades relativas abaixo da mediana e ii) quantidades relativas acima da mediana. *A diferenga entre
as curvas nao nao foi significante. Os graficos foram plotados com o software “GraphPad Prism 5.0”.
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4.2 Avaliacao dos niveis de expressao dos genes de reparo selecionados em
linhagens celulares de GBM

O padrao de expressdo dos genes em estudo foi avaliado nas linhagens celulares
HDPC, fibroblasto nao-tumoral e U87MG, T98G, U138MG, U251MG e U343MG de GBM
através de reacdes de qRT-PCR. Observarmos que o gene APEX1 apresentou-se subexpresso
apenas na linhagem U138MG (Figura 10A). BRCA2 foi significativamente mais expresso nas
linhagens T98G, U138MG, U251 e U343 (Figura 10B). O gene BRIP1 foi significativamente
mais expressos apenas nas linhagens T98G e U138MG (Figura 10C). EXO1 mostrou
expressdo aumentada em T98G, U138MG e U343MG (Figura 10D). NEIL3 e RADS54L foi
significativamente mais expresso nas linhagens T98G, U138MG e U251 (Figura 10E ¢ F).
XRCC2 mostrou-se mais expresso em todas as linhagens tumorais (Figura 10G). A Tabela 5
sumariza numericamente os dados de razdo de expressao observados em cada analise
realizada. Notavelmente, as linhagens T98G e UI38MG apresentaram expressiao

significativamente maior para todos os genes avaliados, excetuando-se apenas APEX1.

Tabela 5. Expressdo relativa (fold change) média dos genes em estudo nas linhagens celulares,
quando compara-das com a linhagem nao tumoral (HDPC)

GENE
Linhagem
celular/HDPC
APEX1 BRCA2 BRIP1 EXO1 NEIL3 RADS5S4L XRCC2

US7MG 0,84 1,6 1,42 2,2 2,41 1,35 3,63
T98 0,84 4,41 2,62 10,83 8,6 4,18 4,99
U138 2,89 6,73 5,7 8,8 7,99 4,45 5,94
U251 1,21 4,47 1,85 3,23 5,97 4,06 3,8

U343 0,52 5,4 1,71 6,57 2,09 1,6 3,76




Figura 10. Expressdo relativa dos genes em estudos em linhagens celulares.
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Niveis de expressdo relativa do mRNA dos genes APEX1, BRCA2, BRIP1, EXO1, NEIL3, RAD54L ¢ XRCC2
nas linhagens celulares HDPC, U887MG, T98G, U138MG, U251MG e U343MG, avaliados por RT-PCR
quantitativo. *P<0,05, **P<0,01, ***P<(0,0001 e ****P<(0,00001 em comparacdo com HDPC. Os graficos
foram plotados com o software “GraphPad Prism 5.0”.
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4.3 Distribuicao das células HDPC, T98G e U138MG no ciclo celular apds o
silenciamento de EXO1 ou NEIL3

A distribuicdo das células no ciclo celular foi avaliada nas linhagens HDPC,
T98G e U138MG 2, 3 e 5 dias apds o silenciamento de EXO1 ou NEIL3, através de ensaios
de citometria de fluxo (FACSCanto BD™). Observou-se que o silenciamento de EXOI ou
NEIL3 ndo provoca alteragdes na distribui¢do das células no ciclo. Os dados obtidos sdo
mostrados na Figura 11 e as porcentagens médias de células em cada fase do ciclo estao

sumarizadas na Tabela 6.

Figura 11. Avaliagdo da distribui¢@o de células silenciadas ou ndo no ciclo celular.
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Tabela 6. Porcentagem média de células em cada fase do ciclo celular 2, 3 ou 5 dias apos a transfecg@o
com siControle, siEXO1 ou siNEIL3.

siControle siEXO1 siNEIL3

Gl S G2/M G1 S G2/'M G1 S G2/M

DIA2 65,69 31,42 2,89 67,33 28,20 4,47 75,81 19,17 5,02

HDPC DIA3 65,04 28,14 6,82 65,75 28,06 6,20 72,54 22,46 5,01
DIAS 78,93 19,45 1,62 77,93 16,44 5,63 84,73 12,00 3,26

DIA2 43,18 37,39 19,43 38,58 45,59 15,83 42,69 39,33 17,98
U138MG DIA3 44,87 46,53 8,59 46,51 43,83 9,66 47,27 42,40 10,34
DIAS 41,70 39,34 18,95 41,00 38,25 20,75 37,80 39,91 2229

DIA2 25,69 61,31 13,00 30,08 56,74 13,19 28,24 55,16 16,60

TI8G DIA3 50,00 45,30 4,68 47,86 49,01 3,13 50,73 44,19 5,09
DIA S5 38,71 57,81 3,48 40,78 55,85 3,37 36,09 55,82 8,09

4.4 Avaliacao da viabilidade das células HDPC, T98G e U138MG apos
silenciamento de EXO1 ou NEIL3

Através de ensaios de citometria de fluxo (FACSCanto BD®), a viabilidade
celular foi avaliada nas linhagens celulares T98G ¢ U138MG 4 ou 7 dias apds a transfec¢ao
com siControle, siEXO1 ou siNEIL3, e ainda, 4 dias ap6s a transfeccao sob efeito de radiagao
ionizante. Observando os resultados obtidos, percebe-se que o silenciamento de ambos os
genes nao induz aumento significante nas taxas de apoptose e/ou morte celular nas células
U138MG e T98G. E ainda, o silenciamento de ambos os genes ndo sensibiliza as células a
radiacdo ionizante. As porcentagens de células viaveis, apoptdticas e mortas obtidas para cada

condi¢do avaliada sdo apresentadas na Tabela 7 e nas Figuras 12 e 13.

Tabela 7. Porcentagem média de células viaveis, apoptdticas e mortas 4 ou 7 dias apds a transfecgdo
com siControle, siEXO1 ou siNEIL3 e 4 dias ap6s a transfec¢ao sob efeito de radiagdo ionizante.

siControle siEXO1 siNEIL3
\% A M \Y A M \% A M
dia4 naoIR 81,15 9,68 9,17 79,65 10,53 9,80 72,32 13,95 13,67
HDPC dia4IR 8042 488 14,70 84,10 4,02 11,90 79,97 6,32 13,70
dia 7 85,60 10,10 4,27 87,80 9,08 3,10 86,83 9,58 3,57
dia4 ndo IR 88,33 4,80 6,90 89,50 4,15 6,33 85,63 7,53 6,83
U138MG dia4IR 82,93 10,02 7,07 81,90 8,52 9,57 82,10 843 947
dia 7 70,45 18,35 11,20 66,49 24,16 9,43 57,73 28,68 13,61
dia4 ndo IR 89,73 4,22 6,03 90,65 2,18 7,20 85,78 2,40 11,82
T9I8G dia4IR 87,58 533 7,13 86,45 1,68 11,85 80,97 2,12 16,90
dia 7 87,56 7,63 4,86 87,83 7,95 4,23 74,03 15,69 10,29
IR: irradiado; V: viavel; A: apoptose; M: morte
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Figura 12. Avaliagdo do efeito do silenciamento de EXO1 e NEIL3.
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Figura 13. Avaliacdo do efeito da radiagdo ionizante em células silenciadas.

APOPTOSE MORTE

Hl ST
2 10+ 30+ B siControle
2 w [ siEXO1
: E INEIL3
=3 5 siNEIL3
55 = 20
=} w
HDPC 2 =z
=S 53
b o
2 =]
3 =S
X
néo irradiadas irradiadas ndo irradiadas irradiadas

2 15-
2 w
=% =
=] =
=% =}
= =

: g 2

U138MG ] =
7] -
= )
= o
= (7]
2 <
3 R
X

ndo irradiadas irradiadas ndo irradiadas irradiadas

2 40-
2 n
s £
=% S 30
= =}

T98G 5 %
12 = 204
= 3
= o
= )
2 <
3 o\°
X

ndo irradiadas irradiadas ndo irradiadas irradiadas

Porcentagem de células U138MG e T98G apoptdticas e mortas 4 dias apoés a transfeccdo com siControle,
siEXO1 ou siNEIL3 submetidas ou ndo a radiac¢ao ionizante. *P<0,05 **P<0,01. Os graficos foram plotados com
o software “GraphPad Prism 5.0”. ST: sem tratamento.



44

5 DISCUSSAO

A caracterizagdo molecular de gliomas pode ajudar a identificar fatores causais da
doenga através da categorizacdo refinada, ou seja, identificar padrdes de comportamento
génico e estabelecer correlacdes com a biologia da tumorigénese e o crescimento sustentado
do tumor. Além disso, ¢ de suma importancia a identificagdo de vulnerabilidades moleculares
que possam representar novos alvos terapéuticos para melhorar o controle da doenca e a
qualidade de vida dos pacientes (Wiencke et al., 2005; Huse et al., 2012).

Neste sentido avaliamos o padrdao de expressao dos genes de reparo de DNA
APEX1, BRCA2, BRIP1, EXOI1, NEIL3, RAD54L ¢ XRCC2 em amostras de astrocitomas de
diferentes graus e sua possivel correlagdo com o prognostico de sobrevida dos pacientes.
Observou-se que em maior ou menor grau todos esses genes SA0 Superexpressos nos
astrocitomas. Notavelmente, EXO1l e NEIL3 mostraram os niveis de expressdo mais
discrepantes, tendo sido portanto escolhidos para ensaios funcionais envolvendo
silenciamento génico. Entretanto, isoladamente nenhum deles mostrou correlagdo dos niveis
de expressao com a sobrevida dos pacientes. A literatura comprova que € raro que a expressao
um Unico gene seja um fator confidvel de predi¢do de prognostico dos pacientes. Entretanto,
quando analisados em conjuntos a capacidade de predicdo aumenta. Com base no poder
preditivo de sobrevida, Tayrac e colaboradores (2011) identificaram e validaram um modelo
de contagem de risco baseado na expressdo de 4 genes: CHAF1B, PDLIM4, EDNRB e
HJURP. Foi visto que a superexpressdo de CHAF1B, PDLIM4 e HJURP e a sub-expressao de
EDNRB simultaneamente caracterizam uma assinatura génica que apresenta forte correlacao
com pior prognostico e sobrevida reduzida dos pacientes com glioma de alto grau. Portanto,
buscaremos por novas assinaturas génicas, relacionadas a sobrevida de pacientes com GBM,
considerando os 7 genes analisados neste estudo conjuntamente e em combinagdes variadas.

APEX1 ja foi descrito como superexpresso em diferentes tipos de cancer como:
cancer de cabecga e pescogo (Mahjabeen et al., 2013), osteossarcomas (Yang et al., 2010),
cancer pancreatico (Jiang et al., 2010), pulmonar (Wu et al.,, 2010), ovariano, gastro-
esofageano e pancreatico-biliar (Al-Attar et al., 2010). E, no caso de cancer pulmonar (Puglisi
et al., 2001), ovariano (Moore et al, 2000), tirecoideano (Russo et al., 2001; Tell et al., 2000) e
de mama (Puglisi et al., 2002), a expressao aumentada de APEX1 tem sido associada com
maior agressividade do tumor (Tell et al., 2005). Estes dados estdo concordam com nossas
observagdes e apoiam que a superexpressdio de APEXI1 esteja relacionada com o

desenvolvimento do cancer e, possivelmente, a resisténcia das células tumorais.
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Das alteragdes que predispdem ao cancer, as de BRCA2 sdo algumas das mais
importantes, conhecidas e bem caracterizadas, embora sejam de média prevaléncia (Majdak et
al., 2005). A superexpressao de BRCA2 foi observada em metastase de adenocarcinoma de
mama em linfonodos de caes (Klopfleisch and Gruber, 2009). Porém, em cancer humano,
nossos dados parecem pioneiros pois had escassez de estudos que correlacionem a
superexpressdo de BRCA2 a tumorigé€nese e progressao tumoral.

Estudos recentes mostram evidéncias da relagdo do gene BRIP1 com o cancer de
mama (Pennington & Swisher, 2012), sendo que este tipo tumoral apresenta maior expressao
de BRIPI que tecidos normais (Eelen et al., 2008). Cé¢lulas tumorais que ndo expressam
BRIP1 sdo extremamente sensiveis a agentes indutores de cross-link na dupla fita de DNA,
como cisplatina e mitomicina C (Litman et al., 2005; Levitus et al., 2005; Levran et al., 2005).
Essa condicao ¢ revertida pela complementagdo com BRIP1 selvagem, mas ndo com mutantes
cataliticamente inativos (Cantor et al., 2001; Peng et al., 2007; Wu & Brosh, 2009). Juntos,
estes dados sugerem que BRIP1 pode desempenhar um papel importante na resisténcia ao
tratamento, o que ¢ corroborado pelos altos niveis de expressdo que observamos nos
astrocitomas.

Recentemente, constatou-se a elevada expressdo de EXO1 em cancer colorretal
(Ioana et al., 2010) e carcinomas de mama (Kretschmer et al., 2011). Foi ainda constatado que
este comportamento esta associado a um prognostico mais pobre (Muthuswami et al., 2013).
Ja foi também relatado que NEIL3 ¢é superexpresso em tecidos tumorais de mama, colo
uterino, glandula adrenal, cdlon, endométrio, esofago, rins, figado, pulmdo, linfonodo,
ovarios, estdbmago, prostata, tiredide, bexiga e utero (Hildrestrand et al., 2009). Além disso,
Kauffmann et al. (2008) demonstraram que este gene € altamente expresso em melanomas e
estd associado ao potencial metastatico desse tipo tumoral. Estes dados, juntamente com nossa
observagdo de niveis extremamente altos de EXO1 e NEIL3 nos astrocitomas, especialmente
nos GBMs (em média 85 e 97 vezes mais, respectivamente), apoia a ideia de que estes genes
possam ter um papel na progressao tumoral e aquisicdo de resisténcia aos agentes
genotoxicos. Possivelmente, um aumento de expressao ao longo do desenvolvimento tumoral
poderia estar relacionado com a crescente instabilidade genomica que ocorre durante a
progressao tumoral. Esta ¢ uma hipotese que pretendemos investigar com analises de dados de
expressao de bancos publicos.

Pouco se sabe sobre a expressio de RAD54L em tecidos tumorais. Porém,
similarmente ao que observamos para os astrocitomas, Valk et al. (2012) constataram

expressao aumentada de RADS5S4L no cancer pulmonar de células ndo-pequenas e propuseram
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que sua superexpressao pode ser uma resposta natural as altas taxas de mutacao observada em
tecidos tumorais.

Estudos recentes relatam que o gene XRCC2 apresenta expressdao aumentada em
amostras de cancer de mama (Park et al., 2012) e de pulmao (Zheng et al., 2012). Zheng ¢
colaboradores (2012) mostraram ainda que XRCC2 e XRCC4 sdo superexpressos em
linhagens celulares e amostras tumorais de GBM. Além disso, foi observado que o
silenciamento destes genes sensibiliza as células tumorais a radioterapia. Este dado confirma
o comportamento de XRCC2 observado em nosso estudo e sugere que a expressao aumentada
de genes de reparo de DNA pode estar relacionada a resisténcia de GBM ao tratamento.

Portanto, os resultados obtidos em nosso estudo sdo consistentes com a literatura,
pois ha evidéncias de superexpressdo dos genes APEX1, BRCA2, BRIP1, EXO1, NEIL3,
RADS54L e XRCC2 em varios tipos tumorais, bem como sua associagdo com a agressividade
e resisténcia dos tumores ao tratamento. A superexpressao de genes de reparo de DNA pode
ser uma resposta natural as altas taxas de mutacao (Valk et al., 2012) e instabilidade genomica
(Milinkovic et al., 2012) observadas durante a progressdo tumoral, uma vez que o acimulo de
erros no genoma poderia levar a morte celular. Assim, genes de reparo de DNA constituem
bons alvos para futuras intervengdes terapéuticas, podendo melhorar a sensibilidade das
c¢lulas tumorais aos agentes genotdxicos, o que possibilitaria um tratamento mais eficaz.

Provavelmente, o silenciamento génico sozinho ndo foi capaz de afetar a
viabilidade, ciclo celular e sensibilidade a radiagdo ionizante de forma relevante devido a
sobreposi¢do de funcdo das vias de reparo de DNA. Em conjunto, nossos resultados sugerem
que a superexpressao dos diferentes genes de reparo avaliados possa estar relacionada com a
progressao tumoral dos astrocitomas e a alta resisténcia dos GBMs aos tratamentos, mas nado
apontam um potencial candidato para a sensibilizagdo das células tumorais aos agentes

genotoxicos.
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6 CONCLUSOES

Observamos que todos os genes avaliados mostraram-se significativamente mais
expressos nos astrocitomas, o que pode ser uma resposta natural as altas taxas de mutagdo
observada em tecidos tumorais uma vez que o acumulo de erros no genoma levaria a morte
celular. Além disso, vimos que o padrao de expressao de nenhum dos 7 genes avaliados se
mostrou isoladamente relacionado ao prognostico de sobrevida dos pacientes. Desse modo,
concluimos que a busca de assinaturas génicas relacionadas com a sobrevida dos pacientes
com astrocitoma ¢ a abordagem mais adequada.

Vimos ainda que o silenciamento de EXO1 ou NEIL3 ndo exerce influéncia
significante na distribui¢ao das células no ciclo celular, nas taxas de apoptose e morte celular
e na sensibilidade a radiagdo ionizante. Conjuntamente, nossos resultados sugerem que a
superexpressdo dos diferentes genes de reparo avaliados possa estar relacionada com a
progressao tumoral dos astrocitomas e a alta resisténcia dos GBMs aos tratamentos, mas nao
apontam um potencial candidato para a sensibilizacdo das células tumorais aos agentes

genotoxicos.
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