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“Até que se esteja comprometido, sobrevém a
hesitagdo, a possibilidade de recuar, uma
ineficiéncia permanente. Todo ato de
iniciativa (e criagdo) responde a uma inica
verdade elementar, e desconhecé-la mata
incontdvets idéias e espléndidos planos: a
partir do momento em que o individuo se
compromete definitivamente, a Providéncia
se move junto com ele. Toda uma cadeia de
eventos emana da decisdo do individuo,
levando a seu favor todos os tipos de
imprevistos, encontros e assisténcia material
que ninguém jamais sonharia que pudessem
ocorrer desta maneira.” (‘W. H. Murray)
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1 - RESUMO

Os agentes quimicos utilizados para o tratamento do cancer ativam vias de sinalizagao
que levam ao bloqueio ou retardo no ciclo celular, ativagdo ou desativacdo de mecanismos de
reparo do DNA e apoptose. Entretanto, os mecanismos moleculares responsdveis por tais
atividades ainda ndo foram completamente elucidados. Nesse contexto, os estudos de
expressao génica tornaram-se ferramentas importantes para a obtencdo de informacdes que
podem contribuir para o entendimento das respostas celulares frente a exposicdo a agentes
neoplésicos e 0os mecanismos envolvidos na génese e regressdo de neoplasias. Em relacdo ao
cancer de bexiga, a combinacdo de cisplatina/gencitabina é considerada como protocolo
quimioterapéutico padriao. Entretanto, o mecanismo exato de acdo dessas drogas ainda nao foi
completamente elucidado, principalmente no que diz respeito ao status do gene TP53, uma
das principais alteragdes encontradas em céancer de bexiga. Com base nessas premissas, o
objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da cisplatina e da gencitabina sobre o indice
apoptético, ciclo celular e padrdo de expressdo gé€nica, em 3 linhagens de células de
carcinoma transicional de bexiga (RT4, TP53 selvagem, grau 1; 5637, TP53 mutado, grau 2;
T24, TP53 mutado, grau 3). Para avaliar tais respostas celulares foram utilizados os ensaios
de citotoxicidade, sobrevivéncia celular e clonogéncia, andlise do ciclo celular e apoptose por
citometria de fluxo, e andlise da expressdo génica usando microarranjos de cDNA. Os
resultados mostraram: 1) que as células 7P53 selvagem (RT4) foram mais sensiveis a
apoptose do que células 7P53 mutadas quando tratadas com cisplatina e gencitabina, ou com
a combinacdo de ambas; 2) parada permanente do ciclo em GI, nas trés linhagens celulares,
apds tratamento com a gencitabina e com a combinag@o cisplatina/gencitabina; 3) baixas
porcentagens de sobrevivéncia celular, independentemente do sfatus de TP53, ap0s
tratamento com a combinacdo de drogas; 4) que os agrupamentos hierdrquicos de expressao
génica para cada linhagem celular (grupos de genes diferencialmente expressos em relacdo ao
controle) incluiram aqueles relacionados, principalmente, & apoptose, ao reparo de danos no
DNA e a constituintes celulares; 5) que o padrao de expressao da linhagem de grau 1 (RT4) se
mostrou mais semelhante ao da linhagem de grau 3 (T24); 6) que nas trés linhagens celulares,
o tratamento combinado cisplatina/gencitabina foi o que causou maior alteragdo no padrao de
expressao génica. Concluindo, além da combinacdo cisplatina/gencitabina ter apresentado
efeito antiproliferativo em todas as células, esse tratamento parece ter sido o mais efetivo,
independentemente do grau do tumor, apesar de alguns genes relacionados, por exemplo, a

N

oncogénese e a progressdo tumoral terem sido inversamente modulados pelo tratamento.



Dessa forma, o sinergismo entre baixas concentracdes de cispaltina e gencitabina poderia ter
relevancia clinica, ja que o uso de altas concentracdes de cisplatina tem se revelado toxico

para o organismo.



2 - REVISAO DA LITERATURA

O cancer de bexiga ocupa a quarta posi¢do entre as neoplasias mais comuns no mundo
Ocidental (Kirkali et al., 2005). No Brasil, na década passada, os cénceres de bexiga
ocupavam a 7* e a 10* posi¢do entre os tipos mais frequentes em homens e mulheres,
respectivamente (Brasil, 1999). Independentemente da etnia, os homens t€m de 2,5 a 5 vezes
mais riscos de desenvolver esse tipo de cancer do que as mulheres, sendo que 2/3 dos casos
ocorrem em pessoas com idade superior a 65 anos (Yu et al., 2002). O primeiro fator de risco
descrito para o cancer de bexiga foi a exposi¢do ocupacional de trabalhadores de industria
téxtil e fabricas de pneus a arilaminas (Yu et al., 1994). Mais recentemente, a tintura de
cabelo, outra fonte de arilaminas, foi também associada ao cancer de bexiga (Gago-
Dominguez et al., 2001). Atualmente, o cigarro é considerado como o mais importante fator
de risco para o desenvolvimento dessa neoplasia, devido aos grandes niveis de arilaminas

presentes no tabaco (Yu et al., 2002).

Estruturalmente, a bexiga de mamiferos caracteriza-se por ser um 6rgdo oco, com a
parede compreendendo as camadas serosa, muscular, submucosa, mucosa muscular e ldmina
propria, com uma camada de células epiteliais transicionais de origem endodermal cobrindo a
superficie interna (Lewis, 2000). Os carcinomas de células transicionais (CCT) de bexiga
compreendem cerca de 90% dos céinceres neste Orgdo, com os 10% restantes sendo
representados por carcinomas de células escamosas, adenocarcinomas, carcinomas de células
pequenas e, raramente, tumores derivados do mesénquima. Patologicamente, o CCT de
bexiga € classificado pela extensdo do tumor primdrio (estadiamento) e pelo grau de
diferenciacao histoldgica, podendo apresentar-se como tumor papilar, carcinoma in situ (CIS),
tumor musculo-invasivo e doenca avangada, envolvendo ndédulos extra-pélvico e doenca
metastdtica (Chester et al., 2004). Histologicamente, a maioria dos tumores invasivos nao tem
precursor papilar, sdo lesdes invasivas sélidas e sdo normalmente associados ao carcinoma in
situ. O mecanismo proposto de progressio dessas lesdes € baseado na atipia urotelial,
displasia, CIS e CCT invasivo. Contudo, mecanismo distinto é observado para o CCT papilar
de baixo grau, que tem como origem a hiperplasia urotelial, progredindo para atipia e

posterior desenvolvimento da neoplasia (Knowles et al., 2001).

A recorréncia tumoral, ou mais precisamente a ocorréncia de um novo tumor, é um
fendmeno frequentemente observado em CCT de bexiga. Aproximadamente 70% dos
pacientes com tumores superficiais t€m recorréncias, e somente cerca de 10% a 20%

progridem para invasdo muscular (Smith, 1999). Muitos estudos t€m mostrado que numerosas
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alteracdes genéticas e moleculares estdo presentes no CCT de bexiga, muito embora os
mecanismos que levam ao fenétipo maligno ndo sejam, ainda, completamente entendidos
(Catto et al., 2004). Sabe-se, no entanto, que o acimulo de alteragdes genéticas, € ndo apenas
uma tnica mutacdo, é o que vai determinar o comportamento clinico do CCT (Kim & Kim,
2006). Anélises genéticas tém mostrado que os oncogenes RAS (correlacdo com recorréncia) e
erb-B2 (correlagdo com sobrevida), o gene supressor tumoral 7P53 (correlacio com
sobrevida, progressdo e recorréncia) e o fator de crescimento EGF/EGFR (correlacio com
recorréncia e progressido) sao os mais importantes marcadores progndsticos para o cancer de
bexiga (Kausch & Bohle, 2002). Mutacdes no gene H-RAS t€m sido correlacionadas ao
prognostico do CCT, sendo que cerca de 20% dos tumores mostram alteracdes nos cédons 12
e 61 (Nagata et al., 1990). Alguns autores encontraram que 39% dos tumores de bexiga
possuem dele¢des no cromossomo 11, com 63% apresentando, também, delecdes no
cromossomo 17p (Tsai et al, 1990). Somado a isso, a perda de 9q foi observada
principalmente em CCT papilar de baixo grau, enquanto alteracdes no gene TP53
caracterizam o CCT de alto grau (Baithun et al., 2001). Em contraste, Friederich et al. (2001)
demonstraram que a detec¢do imunoistoquimica da proteina p53, ao invés de detec¢des de
alteracdes genéticas no gene TP53, é a forma mais acurada de progndstico para pacientes com

CCT superficial.

No que se refere a expressao génica, o protooncogene c-myc, cujo produto estd
relacionado ao grau tumoral, tem se mostrado hiperexpresso nos canceres de bexiga (Kausch
& Bohle, 2002). Genes relacionados a transducdo de sinais, ao ciclo celular, & metistase e a
inibi¢do da apoptose também aparecem hiperexpressos, em contraste aos genes relacionados a
apoptose, as moléculas de adesdo e aos genes supressores tumorais que se mostram
hipoexpressos (Hao et al., 2002). A hiperexpressdo de genes como LAMB3 e ITGB4, que
codificam protefnas envolvidas na adesdo celular, foi associada ao CCT sem CIS adjacente
(Wilson et al., 1996). Alguns pesquisadores relataram, por exemplo, a expressdo aumentada
de claudina 7 (gene envolvido na formacao de tight junctions em células epiteliais) em CCT
superficial, quando comparados ao CCT invasivo (Elsamman et al., 2006). Dyrskjot et al.
(2004) demonstraram que o padrdo de expressdo génica observado em bidpsias de CIS é
semelhante a aqueles detectados em CCT superficial, carcinoma invasivo muscular e urotélio
histologicamente normal de bexiga com CIS. Outro estudo demonstrou que, em termos de

expressao génica, os tumores podem ser diferenciados em carcinoma in situ ou lesdes
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papilares superficiais, além de poderem ser classificados em subgrupos dentro de doenca

invasiva e ndo invasiva (Sanches-Carbayo et al., 2003).

N

No que diz respeito a expressdo protéica, a expressio de E-caderinas e moesina
(relacionadas a adesdo celular) e alteragdes na proteina p53 (parada do crescimento celular ou
processos apoptéticos em resposta ao stress celular) e/ou pRB (regula saida de G1) nos
tumores de bexiga primdrios analisados foram significativamente associados ao estdgio e grau
tumoral (Sanches-Carbayo et al., 2002). Recentemente, alguns autores descreveram a
complexidade da rede das galectinas em cancer urotelial, sugerindo que essas proteinas
poderiam ser alvos potenciais para a terapia (Langbein et al., 2007). As galectina-1 e 3
(moduladoras de crescimento, ades@o e invasdo tecidual) foram detectadas, principalmente,
nos tumores de alto grau, com papel importante na progressao da doenca (Sheng et al., 2006).
No entanto, a expressao da proteina NF1, conhecida por atuar como supressora tumoral, ndo
foi detectada em linhagens celulares de CCT de grau 3, sendo detectadas, apenas, em

linhagens de grau 1 e 2 (Aaltonen et al., 1999).

Por outro lado, publicagdes recentes t€m também demonstrado a importancia de
eventos epigenéticos no desenvolvimento do cancer urotelial. A heranca epigenética &
definida como a informacao celular herdada durante a divisdo, mas que ndo estd contida na
seqiiéncia de DNA, apresentando-se, pois, de trés maneiras: metilacdo do DNA, imprinting
gendmico e modificacdo das histonas (Egger et al. 2004; Glasspool et al. 2006). Considerando
o importante efeito regulador da expressdo génica, a metilacdo é especialmente relevante
quando envolve dreas ricas em dinucleotideos CpG, conhecidas como ilhas CpG. Regides
promotoras de genes ativamente transcritos, frequentemente ricas nessas seqiiéncias de
dinucleotideos, sdo quase invariavelmente nao metiladas (Turker & Bestor, 1997). Marsit et
al. (2006) estudando diversos tipos de tumores s6lidos, concluiram que, apesar dos perfis de
hipermetilacdo da regido promotora do gene serem distintos entre as doencas, sozinhos nao
seriam suficientes para a classificagcdo dos tumores. Os autores sugerem, também, que a
hipermetilacdo da regido promotora de genes especificos ndo ocorre independentemente ou
casualmente, mas, no minimo, € produto de um processo seletivo complexo e especifico, em

parte, por exposi¢do a carcinégenos, susceptibilidade inata e processos tecido-especificos.

Os procedimentos cirtirgicos periddicos para a ressec¢io do tumor tornam o cancer de
bexiga uma doenca altamente mérbida (Reznikoff et al., 2000) e fazem com que os pacientes

sejam considerados grupo de risco para o desenvolvimento neoplédsico de novo (Qureshi et
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al., 2000) e susceptiveis a recorréncias (Hisataki et al., 2001). H4 dados na literatura
mostrando, por exemplo, o aumento da freqiiéncia de lesdes uroteliais (hiperplasia, displasia,
carcinoma in situ) em pacientes que, acompanhados pelo periodo de um ano apés a cirurgia,
apresentavam urotélio macroscopicamente normal (Harris, 1992). Outra forma de tratamento
para os CCTs é a quimioterapia, que inclui, preferencialmente, os compostos cisplatina e
gencitabina. Os sinais primarios da acdo de tais medicamentos s@o as alteracdes no DNA que
levam a eventos moleculares que podem resultar em bloqueio na progressdo do ciclo celular
e apoptose, 0s quais sdo respostas essenciais 2 manutencao da integridade genética da célula
normal. Em células neoplésicas, a resposta ao agente terapéutico, que pode ocorrer de
diversas maneiras, é que define o sucesso ou ndo do tratamento (Amudson et al., 1999). E de
se supor, portanto, que o conhecimento dos mecanismos envolvidos nas respostas das células
neoplésicas frente aos agentes quimioterdpicos pode contribuir para a maior eficicia da

terapia contra o cancer.

Devido ao longo periodo necessdrio para o acompanhamento e tratamento dos tumores,
o custo por paciente com cancer de bexiga é o mais alto quando comparado a outros tipos de
canceres (Botteman et al., 2003). Desta maneira, medicamentos mais promissores surgem
para substituir 0 mais comum regime de multidrogas MVAC (metrotrexate, vinblastine,
doxurubicina e cisplatina). Alguns estudos t€ém mostrado que a quimioterapia com drogas
combinadas é considerada a mais adequada para a neoplasia de bexiga. A cisplatina, por
exemplo, quando combinada a outras drogas tem se mostrado mais eficaz do que quando
administrada isoladamente. Entre os novos protocolos foi observado que a cisplatina
apresenta importante intera¢do sinergistica com a gencitabina mostrando maior eficicia e

menor toxicidade (Chester et al., 2004).

Atualmente, vérios estudos t€m focado no mecanismo de agdo dos agentes
antineopldsicos. A gencitabina (2’,2’-difluorodeoxycytidine,dFdC), agente quimioterdpico
utilizado para o CCT, € um andlogo estrutural da deoxycitidina (dCTP). Esta droga é
fosforilada intracelularmente pelas quinases-nucleosideo aos nucleosideos ativos difosfato
(dFdCDP) e trifosfato (dFACTP). A acio citotéxica da gencitabina parece estar relacionada a
inibicdo da sintese do DNA pela dupla a¢do do dFdCDP e do dFdCTP, que t€ém como alvos o
DNA e o RNA. O dFdCTP inibe a DNA polimerase e o dFdCDP inibe a ribonucleotideo
redutase, que € a TUunica responsdvel pela catalisacdo das reacdes que geram o0s
deoxinucleosideos trifosfatos para a sintese do DNA. Inicialmente, a inibicdo desta enzima

leva a reduc@o nas concentragdes de deoxinucleosideos em geral, posteriormente, o dFdCTP
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compete com o dCTP para incorporacio no DNA, com conseqiiente inibi¢do da sintese e
possivel entrada da célula em apoptose (Peters et al., 1996). Crul et al. (2003) sugerem que o
reparo por excisio de base (BER - base excision repair), o reparo por excisdo de nucleotideos
(NER, nucleotide excision repair), o reparo por recombina¢do homéloga (HRR - homologous
recombination repair) e o reparo por unido de extremidades nao homoélogas (NHEJ - non-
homologous end joinin) do DNA s3o mecanismos improvaveis de modulacio da
citotoxicidade induzida pela gencitabina. No entanto, o HRR parece estar envolvido na
interacdo sinergistica entre essa droga e a cisplatina em células de ovario de hamster chinés
(CHO). Tem sido também relatado que a hiperexpressao de ribonucleotideo redutase pode ser
um mecanismo de resisténcia a gencitabina (Goan et al., 1999). Paulwels et al. (2003)
demonstraram que a gencitabina induz bloqueio na fase S do ciclo celular. Essa droga poderia
atuar direta ou indiretamente inibindo a sintese do DNA por meio de diferentes mecanismos:
inibicdo de enzimas celulares, especialmente a ribonucleotideo redutase, levando a
diminuicao dos nucleotideos celulares disponiveis (Huang et al., 1991), e aumento dos niveis

de ligase I (Sun et al., 2002).

A cisplatina, por sua vez, € um agente quimioterdpico que atua ligando-se
covalentemente ao N7 de bases puricas formando ligagdes cruzadas em uma mesma fita ou,
em menor freqiiéncia, entre as duas fitas da cadeia do DNA (Eastman, 1983). Tais aductos
podem levar a formagdo de falhas e quebras de dupla fita e promover uma variedade de
respostas celulares, incluindo, por exemplo, a inibi¢ao da sintese de DNA (Mello et al., 1998).
Anteriormente, acreditava-se que o NER era o mecanismo mais importante na defesa celular
contra as lesdes induzidas pela cisplatina. Hoje, acredita-se que os mecanismos de
recombinagdo sdo também importantes para o reparo dos danos no DNA induzidos por esta
droga (Zdraveski et al., 2000). Por outro lado, a perda da atividade de reparo de erros de
pareamento de bases (MMR - mismatch repair) foi demonstrada como um mecanismo de
resisténcia a cisplatina (Fink et al.,, 1997). Mais recentemente, foi demonstrado que os
mecanismos de NER, de HRR e de TLS (translesion synthesis), separadamente, sio
importantes para a sobrevida de células eucaridticas expostas a cisplatina (Beljanski et al.,
2004). Alguns estudos demonstraram, ainda, que a hiperexpressdo de genes como o HMGI
(envolvido no mecanismo de MMR) (Nagatani et al., 2001), o ERCCI (envolvido no
mecanismo de NER) (Rossell et al., 2002), o BRCA-1 (Husain et al., 1998) e o GST-7 (Ban et
al., 1996) pode estar envolvida no mecanismo de resisténcia a cisplatina, muito embora os

genes XPD, XPB, XPA, XPC, XPF e XPG, também envolvidos no mecanismo de NER,
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parecem ndo ter papel fundamental na sensibilidade ou resisténcia a essa droga (Damia et al.,

1998).

Os estudos in vitro sdo ferramentas fundamentais ndo apenas para o entendimento da
génese e desenvolvimento de diversas doencas, mas, também, para a avaliacdo de protocolos
de tratamento. Além de permitir a identificacdo de efeitos primérios, as culturas de células
possibilitam avaliar os efeitos toxicogenéticos induzidos por diferentes doses e combinagdes
de drogas. Nesta linha de raciocinio, novas pesquisas vém sendo direcionadas para a defini¢ao
de conjuntos génicos que possam ser utilizados como marcadores nas avaliagcdes prospectivas
da resposta tumoral aos agentes quimioterdpicos (Longley et al., 2003). Cabe lembrar que
uma das questdes mais criticas a ser ainda elucidada com respeito a quimioterapia é a

necessidade de se estabelecer métodos para predizer a eficdcia ou toxicidade das drogas

antineopldsicas em diferentes situacdes (Zembutsu et al., 2002).

A Toxicogendmica € hoje um campo de estudo que combina dados clinicos, da
genOmica e da protedmica para o entendimento da base genética e bioquimica de diversas
doencas (Olden et al., 2001; Simmons & Portier, 2002; Hamadeh et al., 2002). Recentemente,
Tennant (2002) descreveu a Toxicogendmica como um campo da ciéncia que estuda a relacio
entre 0 genoma e a resposta bioldgica do organismo frente a exposi¢do a agentes toxicos e
estressores. Nesse contexto, o advento da tecnologia do cDNA microarray tem enorme
implicacdo para a terapéutica do cancer, uma vez que facilita a andlise da expressdo de um
amplo espectro de genes. Mudangas no padrido de expressdo gé€nica podem se constituir, por
exemplo, em marcadores mais sensiveis e imediatos da toxicidade de drogas do que aqueles
detectados em testes tipicamente toxicoldgicos (alteracdes morfoldgicas, carcinogenicidade e
toxicidade reprodutiva) (Lee et al., 2005). Desta forma, a Toxicogendmica se concretiza como
disciplina fundamental tanto para o estudo da génese como para o estabelecimento de terapias
mais eficazes para o cancer, j4 que permite definir eventos moleculares que precedem e
acompanham a toxicidade dos antineopldsicos, esclarecendo mecanismos que ainda sdao pouco
entendidos (Orphanides, 2003). Além disso, a Toxicogendmica vislumbra avancos
significativos na pesquisa toxicolégica, combinando ferramentas da toxicologia tradicional

com a gendmica e a bioinformatica (Hayes & Bradfield, 2005).

Cabe ressaltar, entretanto, que a maioria das investiga¢des utilizando a metodologia do
cDNA microarray focou a classificagdo dos subtipos tumorais e progndstico para o paciente,

ao invés da resposta frente ao tratamento com drogas antitumorais (Sorlie et al., 2001; van de
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Vijver et al., 2002; van’t Veer et al., 2002). Alguns autores, contudo, tem enfatizado a
importancia de se entender este mecanismo de ac¢do de tais medicamentos. Kortmansky et al.
(2005) demonstraram que a inibi¢do do gene CHEKI favorece o acimulo de quebras de
DNA, aumentando a sensibilidade das células tumorais aos agentes antineopldsicos. Da
mesma maneira, Tenzer et al. (2003) mostraram que a inibicdo de CHEKI pode potencializar
o efeito de agentes que causam danos no DNA de células de cancer deficientes no gene TP53.
Os genes RUVBL2 e DCRLREIC também mostraram ser de grande relevancia, pois se
apresentaram alterados frente ao tratamento com radiacdo ionizante. Sabe-se que mudancgas na
expressdo de RUVBL2 resultam em alteracdes no ciclo celular (diminuicdo do tempo da
parada em G2), reducdo da resposta apoptdtica e indugdo do reparo no DNA (Cho et al.,
2001). Da mesma forma, deficiéncias na expressdo de DCRLREIC levam a defeitos no
checkpoint G2/M do ciclo celular (Darroudi et al., 2007). Por outro lado, os genes da familia
da glutationa S-transferase, como o GSTM3, protegem as células contra insultos toxicos por
catalizar adi¢cdes nucleofilicas, ou reagdes de substituicdo entre glutationa e compostos
eletrofilicos reativos (Liu et al., 2005). Importante também € o gene CLSPN, que expressa
proteinas reguladoras do ciclo celular, as quais se associam a cromatina durante a fase S (Lee
et al., 2003). No caso de danos no DNA, essas proteinas sdo fosforiladas e interagem com a
proteina Chk1. Essa interacdo é necessaria para ativacdo do mecanismo Chk1 dependente de
ATR (Kumagai et al., 2004). H4 estudo mostrando, por exemplo, que a auséncia de expressao
do gene CLSPN em células na fase G1 previne a entrada precoce na fase S (Chen & Sanchez,

2004).



3 - OBJETIVOS

A resisténcia a drogas antineopldsicas, o efeito toxico ao paciente e a recorréncia
tumoral em curto prazo permanecem, ainda, entre os maiores obstdculos na quimioterapia do
cancer de bexiga. Desta maneira, torna-se relevante investigar o mecanismo de ag¢do de drogas
antineopldsicas, a fim de identificar marcadores que permitam determinar a eficécia, ou nao,

dos protocolos de tratamento. Portanto, os objetivos do presente estudo foram:

- investigar os efeitos da cisplatina e da gencitabina em linhagens celulares de CCT de bexiga
(RT4, de tumor grau 1, TP53 selvagem; 5637, de grau 2 e TP53 mutado; T24, de grau 3 e
TP53 mutado) sobre o indice apoptético, distribuicdo do ciclo celular, citotoxicidade e

sobrevivéncia celular e clonogénica.

- analisar os perfis de expressao génica em larga escala nas trés linhagens celulares de CCT de

bexiga apds tratamentos com 0s antitumorais cisplatina e gencitabina.
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ABSTRACT

Background: currently, the combination cisplatin/gemcitabine is considered a (second)
standard chemotherapeutical protocol for bladder cancer. However, the mechanism by which
these drugs act on tumor cells is not completely understood. Therefore, the aim of the present
was to investigate the effects of these two antineoplastic drugs on the apoptotic index and cell
cycle distribution in urinary bladder transitional cell carcinoma (TCC) cell lines with different
TP53 status (RT4, with wild type TP53; 5637 and T24, with mutated 7P53). Methods:
cytotoxicity, cell survival and clonogenic survival assays, and flow citometry analysis for cell
cycle and apoptosis cells were done in the cell lines treated with different concentrations of
cisplatin and gemcitabine. Results: wild type TP53 cells were more sensitive to apoptosis
than mutated 7P53 cells when treated with cisplatin or gemcitabine; permanent G1 cell-cycle
arrest was observed in the three cell lines after treatment with gemcitabine or with the
combination of both; significant cell death was detected in all the cell lines after treatments
with cisplatin or gemcitabine. However, when drugs were given in combinations, lower
percentage of survival occurred independent on 7P53 status. Conclusions: it was
demonstrated that the combination of cisplatin and gemcitabine can be effective despite of
tumor-associated 7P53 mutations. Thus, the synergism between low concentrations of
cisplatin and gemcitabine may have clinical relevance, since the use of high concentrations of

cisplatin is toxic to the whole organism.
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INTRODUCTION

Urinary bladder cancer is the fourth most common malignancy in the Western world
(Kirkali et al., 2005), with transitional cell carcinoma (TCC) comprising about 90% of all
primary bladder tumors (Chester et al., 2004). Though the majority of patients present with
superficial bladder tumors, nearly 10% to 30% develop invasive disease (Millan-Rodriguez et
al., 2000). The most important risk factor for bladder cancer seems to be cigarette smoking
(Zeegers et al., 2000). Other risk factors include certain occupational exposures (arylamines)

or dietary components (Olfert et al., 2006).

Combined chemotherapeutic protocols have been extensively studied in the hope of
treating the urinary bladder cancer or improving overall survival (Gallagher et al., 2008).
Recent treatments include the drugs methotrexate, vinblastine, doxorubicin and cisplatin
(MVAC). However, since cisplatin has been demonstrated to have a synergistic interaction
with gemcitabine (von der Maase et al., 2005), this combination is now widely considered to
be a (second) standard of care (Chester et al., 2004). Von der Maase et al. (2000), in a
randomized phase III trial involving patients with advanced bladder cancer, has demonstrated
that the gemcitabine/cisplatin regimen shows similar efficacy to MVAC, but with superior

safety and tolerability profile.

Cisplatin (cis-diamminedichloroplatinum, CDDP) is one of the most potent antitumor
agents due to its ability to cross-link to DNA and cause severe lesions leading to apoptosis,
especially in highly replicating cells such as tumor cells (Siddik, 2003). Gemcitabine (2°,2’-
difluorodeoxycytidine, dFdC) is a deoxycytidine analog with clinical activity against a variety
of tumors (Nabhan et al., 2001; Bass et al., 2002). This drug is phosphorylated into its active
dFdCTP metabolite and incorporated into cellular DNA blocking further elongation of the
strand (Galmarini et al., 2001). Some authors have suggestted that deoxycytidine kinase
(enzyme involved in the rate-limiting phosphorylation step to the monophosphate form) is a

limiting factor for the cytotoxic activity of gemcitabine (Toschi et al., 2005).

Mutations in 7P53 tumor suppressor gene are frequently found in bladder cancer. Current
ideas suggest that this gene functions as a central control checkpoint in response to DNA
damage induced by a variety of agents, including cisplatin and gemcitabine. Briefly, p53
transactivates expression of the CDK inhibitor p21 WAF1/Cipl, which regulates progression
of cells past the G1/S checkpoint by inhibiting the cyclin D1-CDK4/6 and cyclin E-CDK2-
mediated phosphorylation of Rb protein-E2F complexes (Levine, 1997). The TP53 gene
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controls a broad range of cellular responses. Induction of a transient (cell cycle arrest) or a
permanent (senescence) block of cell proliferation, or the activation of cell death pathways in
response to genotoxic stress comprise the major arms of the survival-death axis governed by
TP53 (Kim et al., 2009). Attempts to correlate the chemoresistance of tumors to the status of
TP53 have shown that the therapeutic response not only depends on the type of TP53
alteration and the type of treatment, but also it is largely cell/tissue specific and depends on
the study designed to evaluate the therapeutic response (proliferation, apoptosis, clonogenic
survival) (Weller, 1998). Some authors have demonstrated that cancer cells with mutated
TP53 are more resistant to cisplatin than the wild type (wt) cells (Kartalou & Essigmann,
2001). Moreover, Kannan et al. (2001) have shown that silencing of 7P53 in TGCT testicular
tumor cell line protected the cells from cisplatin-mediated toxicity. On the other hand, Chen et
al. (2000) have found that inactivation of TP53 by transfection of TP53 normal colon cancer
cells with the human papillomavirus E6 gene resulted in decreased gemcitabine mediated
cytotoxicity and apoptosis. In contrast, Kielb et al. (2001) have found that TP53 function does

not impact gemcitabine cytotoxicity in TCC cells.

Thus, in an effort to improve clinical outcomes, chemotherapy has been largely
investigated. Since cisplatin and gemcitabine are two antineoplastic agents increasingly used
to treat bladder cancer, the aim of this study was to investigate the effects of these two drugs
on the apoptotic index and cell cycle distribution in urinary bladder TCC cell lines with
different TP53 status (RT4, with wt-TP53; 5637 and T24, with mutated 7P53). Citotoxicity,

cell survival and clonogenic survival were also examined.
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MATERIAL AND METHODS

Cell lines, culture conditions and chemicals

The established cell lines RT4 (grade 1), 5637 (grade 2) and T24 (grade 3) from human
bladder TCC were obtained from the Cell Bank of the Federal University of Rio de Janeiro,
Brazil. The 5637 cells contain two mutations, one at codon 280 (Arg>Thr) and other at codon
72 (Arg>Pro) (Rieger et al., 1995; Cooper et al., 1994); the T24 cells display a TP53 allele
encoding an in-frame deletion of tyrosine 126 (Cooper et al., 1994); no specific mutations are
detected in RT4 cell line (Cooper et al, 1994). The cells RT4 and T24 were maintained in
DMEM (Sigma-Aldrich) and the cells 5637 were maintained in RPMI (Sigma-Aldrich), both
supplemented with 10% fetal bovine serum (Cultilab), 100 U/ml penicillin G (Sigma-
Aldrich), 100U/ml streptomycin (Sigma-Aldrich) and 1% Kanamicin Sulfate (Amresco) at
37°C and 5% CO,. The antineoplastic drugs gemcitabine (dFdC, Gemzar) and cisplatin
(CDDP) were obtained from Eli Lilly Laboratory and Sigma-Aldrich, respectively. Ultra-pure

and esterilized water was used for dilutions.
Cytotoxicity and cell survival assays

Cytotoxicity and cell survival induced by cisplatin and gemcitabine and on the three cell
lines were determined using the XTT assay (Cell Proliferation Kit II — Roche Diagnostics).
Briefly, cells were seeded in 12-well culture plates (1.5x10* and 6x10* cells/well for cellular
survival and cytotoxicity assays, respectively). Twenty-four hours later, cells were treated with
different concentrations of cisplatin (0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10, 20 and 50 uM), gemcitabine (0.78,
1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50 and 200 uM) or simultaneously with the two drugs (0.5 uM of
cisplatin + 0.78 uM of gemcitabine, 0.5 uM of cisplatin + 1.56 uM of gemcitabine, 1.0 uM of
cisplatin + 0.78 uM of gemcitabine, 1.0 uM of cisplatin + 1.56 uM of gemcitabine). After 24h
incubation, cells were washed with Hank’s solution (0.4 g KCI, 0.06 g KH,PO4, 0.04 g
Na,HPOy4, 0.35 g NaHCOs 1 g glucose, 8 g NaCl, H;O g.s.p 1000 ml), and complete fresh
medium was added. Cell sampling was 24h and 5 days after treatment for cytotoxicity and
cellular survival assays, respectively. A 50 ul aliquot of the XTT test solution (Iml XTT-
labelling / 20ul electron-coupling reagents) was added to each well at the end of the
experiment. After another 90 min incubation, the absorbance was measured at a wavelength

of 492 nm and a reference wavelength of 690 nm (Scudiero et al., 1988).
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Clonogenic survival assay

For determination of the clonogenic ability following tretaments, cells were plated at a
density of 1x10° cells/25cm*-culture flasks. After 24h incubation, different concentrations of
cisplatin (0.5, 1.0, 2.5 and 5.0 uM), gemcitabine (0.78, 1.56, 3.12, 6.25uM) or combinations
of both (0.5 uM of cisplatin + 0.78 uM of gemcitabine, 0.5 uM of cisplatin + 1.56 uM of
gemcitabine, 1.0 uM of cisplatin + 0.78 uM of gemcitabine, 1.0 uM of cisplatin + 1.56 uM of
gemcitabine) were added to the culture. After other 24h period, cultures were rinsed with
Hank’s solution, trypsinized, and about 1000 cells were plated in 25cm’-culture flasks and
allowed to grow for 15 days to form colonies. Cells were stained with Giemsa and the number

of colonies of 50 or more cells was counted.
Cell cycle analysis

To determine cell cycle distribution, 1x10° cells were plated in 25cm’-culture flasks,
incubated for 24h and treated with 1.0 uM of cisplatin, 1.56 uM of gemcitabine or with the
combination of both (1.0 uM of cisplatin + 1.56 uM of gemcitabine) for 24h. After treatments,
cells were washed in Hank’s solution and complete fresh medium was added. Cells were
sampling at time O (just after the washing), 24, 48 and 72h incubation. An aliquot of 5x10°
cells were scored to analyze the cell cycle using the CycleTEST PLUS DNA Reagent Kit
(Becton Dickinson). Instrument performance and quality were done using the DNA QC
Particles Kit (Becton Dickinson). Cells were analyzed by FACSCalibur flow cytometer
(Becton Dickinson), and the distribution in the cycle phases was calculated using the Modfit

2.0 cell cycle analysis software.
Apoptosis

Quantitative assessment of apoptosis was done using an annexin V assay kit (BD
Biosciences). Briefly, cells were incubated and treated like described before (cell cycle
analysis). Cells were sampling at 24, 48, and 72h of experiment. About 1x10° cells were
resuspended in binding buffer (10mmol/L. HEPES/NaOH pH7.4, 140 mmol/L. NaCl, 2.5
mmol/L CaCl2) and stained with annexin V-fluorescein isothiocyanate (FITC) and 7-AAD, at
room temperature, for 15 min in the dark. Cells were immediately analyzed in an
FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson) using CellQuest software. Data from
10,000 cells were collected for each data file. The definition of cellular status was as
following: unstained cells were classified as “live”; cells stained for annexin V only were

“early apoptotic”; cells stained for both annexin V and 7-AAD were “late apoptotic”; cells
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stained for 7-AAD only were “dead” (Barton et al., 2004; Kuo et al., 2006; Xu et al., 2006;
Wang et al., 2008).

Combination index (CI)

In the clonogenic survival assay, the combination index was used to analyze the
interaction (antagonistic, additive and synergistic effects) between the two antineoplastic
drugs. The CI for the fractions killed was calculated using the following equation described
by Chou et al. (1994): CI=d1/D1+d2/D2 + {(d1/d2)/(D1/D2)}, where D1 and D2 are the
doses of drug 1 and 2 which by themselves result in a given fraction killed, and d1 and d2 are
the doses resulting in the same fraction killed in combination. The CI values were interpreted

as: antagonistic effect if CI>1.2; additive effect if 1.2>CI>0.8; synergistic effect if CI<0.8.
Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the software SAS, v.9.1.3 (Statistical Analysis
System, SAS Institute Cary, NC). For the cytotoxicity and cellular survival assays, data were
compared using factorial analysis adjusted to Tukey test, considering the time and
concentration effects, and time versus concentration. For the clonogenic survival, analysis
was done based on the Poisson distribution; apoptosis was analyzed using the delineation in
parcel divided in the time adjusted to Tukey test. Cell cycle analysis was performed using a
delineation adjusted in factorial based on a binomial distribution. P<0.05 was considered

significant.
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RESULTS

Citotoxicity and cell survival assays

In the citotoxicity assay, gemcitabine, cisplatin or the combinations of both did not
inhibit the growth of RT4, 5637 and T24 cell lines (Figure 1). Hovewer, the results from the
cell survival assay showed estatistically significant lower percentages of survival when RT4
cells were treated with cisplatin at concentrations of 20 and 50 uM, and with all of the
concentrations of gemcitabine (0.78-200 uM); when 5637 cells were treated with all the
concentrations of cisplatin (0.5-50 uM); and when T24 cells were treated with 5, 10, 20 and
50 uM of cisplatin and with all of the concentrations of gemcitabine, except with 0.78 uM.
RT4 cells had the highest level of survival following cisplatin treatment. All the drugs

combinations induced decrease of the percentage of survival in the three cell lines (Figure 2).

Clonogenic survival assay

Clonogenic survival assay revealed significant and dose-dependent cell death in the all three
cell lines treated with cisplatin, and in 5637 and T24 cells treated with gemcitabine. The RT4 cells
were the most sensitive to the treatment with gemcitabine. For the combinated protocols reduced

percentage of clonogenic survival were observed in the three cell lines (Figure 3).

Cell cycle and apoptosis (Figure 4 and 5 respectively)

In order to determine the role of the antitumor drugs on cell cycle, the cell lines were
treated with 1.0 uM of gemcitabine. G1 cell-cycle arrest at the time Oh of experiment was
observed in RT4 and T24 cells, and at 24h in 5637 cells. After the arrest, cells did not enter in
cycle again. This effect was observed until 72 h after treatment (Data not shown). Figure 4
also shows the effects of 0.5 uM of cisplatin on the cell cycle of the three cell lines. The drug
caused a delay, with accumulation of cells in S phase at the time 0 in RT4 cells and S and G2
phases at 24h of experiment in 5637 cells. A sensitive G1 cell-cycle arrest was observed in
5637 line only after 24h. For T24 cell line, it was detected an accumulation at G2 phase in the
time 0, with posterior sensitive accumulation in G1 at the time 24h. Data from treatment with
the combination 1.0 uM of cisplatin + 1.56 uM of gemcitabine showed G1 cell-cycle arrest at
the time Oh in RT4 and T24 cells, and at the time 24h in 5637 cells. Cells never entered in
cycle again, at least until 72 h after treatment (Data not shown). Tetraploid cells were

observed in culture of RT4 line after all the treatments, but not in controls.
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Cisplatin induced apoptosis only in RT4 cells at the time 48h (12.84%) and 72h
(16.68%) of experiment. On the other hand, gemcitabine besides to induce apoptosis in RT4
line at the time 24h (15.34%), 48h (87.58%) and 72h (92.16%), it also induced in 5637 cells
from the time 48 until 72h (13.9 and 19.92%, respectively), and in T24 cells at the time 72h
(19.92%). Following treatment with the combination of drugs, increased cell apoptosis was
observed from 24 until 72h in RT4 (14.1, 80.71 and 87.72%, respectively) and 5637 cells
(17.74, 19.02 and 20.49%, respectively), and at the time 72h in T24 cells (31.05%). Using the
combination index, the results showed a synergistic interaction between gemcitabine and

cisplatin for the three cell lines.
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Figure 1: Cytotoxic effect in RT4, 5637, and T24 cell lines after treatment with different

concentrations of cisplatin (a), gemcitabine (b) and combinations of both (c, d). Data are

percentage of cell survival 24h after treatment.
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Figure 2: Survival curves for RT4, 5637, and T24 cell lines after treatment with different

concentrations of cisplatin (a), gemcitabine (b) and combinations of both (c, d). Data are percentage

of cell survival 5 days after treatment.
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Figure 3: Clonogenic survival profiles for RT4, 5637, and T24 cell lines treated with different
concentrations of cisplatin (a), gemcitabine (b) and combinations of both (c,d). Data are percentage of

colonies counted 15 days after the treatment.
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DISCUSSION

Mutation in 7P53 gene is one of the most common genetic abnormalities found in
bladder cancer. The effect of 7P53 mutations and cell response to chemotherapy is complex.
Hypothetically, TP53 mutated cells would be more resistant to chemicals because they are
less able to undergo apoptosis. However, cellular induction of apoptosis does not occur by a
single 7P53 dependent pathway. Conversely, recent findings have yielded somewhat
unexpected insights concerning the preponderance of the survival-promoting effects of wt
TP53 in cancer cells, a rather undesired property from the therapeutic point of view (Kim et
al., 2009). In bladder cancer, the interaction between 7P53 status of the primary tumor and

response to chemotherapy is not well defined (Kielb et al., 2001).

In spite of efforts to determine the effects of 7P53 inactivation on the response of cancer
cells to therapeutic agents, the results are still conflicting, with some studies indicating
enhanced sensitivity and others increased resistance to the same compounds (Blandino et al.,
1999). Most of the studies rely on measurements of growth inhibition at a specific time (Bunz
et al., 1999; Lin et al., 2001) to claim that a cell line expressing or not TP53 is more or less
sensitive to the same anticancer drug. In the present study, three different human bladder
cancer cell lines, RT4 cell expressing wt TP53 and 5637 and T24 cells containing mutations
in TP53 gene were used to investigate the relationship between 7P53 status and the sensitivity

to the antitumor drugs cisplatin and gemcitabine.

Cisplatin has similar properties to those of alkylating agents, forms a variety of DNA
adducts, but the specific lesion responsible for cisplatin cytotoxicity is undefined. About 90%
of all adducts formed in vitro are 1,2-intrastrand cross-links and led to frequent replication
arrests and formation of daughter strands gaps and double-strand breaks (Huitema et al.,
2000; Zdraveski et al., 2000). Cisplatin is not cycle-phase specific (Roberts and Pascoe, 1972)
and adducts may inhibit DNA replication, transcription and, ultimately, cell division (Weiss
and Christian, 1993). Present data showed a G1 temporary arrest in 7P53 mutated cell lines
after cell-cycle delay caused by cisplatin. It has been showed that in certain tumor contexts
TP53 protects cells from cisplatin toxicity due to induction of G1 arrest (Bunz et al., 1999).
However, Kannan et al. (2001) has shown that silencing of TP53 in testicular tumor cell line
protected the cells from cisplatin-mediated toxicity (Kannan et al., 2001). Moreover, many

studies have described cell cycle effects induced by cisplatin, such as the delayed progression
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through S phase and the block in G2M being the principal perturbations (Sorenson et al.,
1990).

Other data from our study showed low percentages of cell survival and clonogenicity,
when cultures were treated with cisplatin. RT4 cells seem to be the most resistant, although
apoptosis has been observed. Several studies have demonstrated the increased resistance of
TP53 mutant cancer cell lines to cisplatin (Eliopoulos et al., 1995; Lenz et al., 1998).
However, other investigators have found that most head and neck squamous cell carcinoma
cell lines with a TP53 mutation have increased sensitivity to cisplatin, whereas those with wt
TP53 tend to be more resistant (Brandford et al., 2003). Cytotoxicity (24h) was not observed
for any of the cell lines used in this study. In agreement, Gongalves et al. (2006) has showed
that the cisplatin was not cytotoxic to Vero cells, but a transient proliferative effect was
observed at 24h. According to Eastman (1990), this observation could be explained based on
the fact that, after DNA damage caused by the formation of cisplatin-DNA adducts, genotoxic
stress induces numerous signaling pathways that can influence cell growth and cytotoxicity,
including members of the MAP kinase pathways. These pathways are parallel cascades of
structurally related serine/threonine kinases that integrate numerous extracellular signals
involved in the regulation of cell proliferation, differentiation and survival. Therefore, MAP
kinase activation might partially protect cells from cisplatin cytotoxicity (Seger and Krebs,

1995).

Some authors have related that 7P53 is activated by genotoxic drugs, capable of inducing
apoptosis, and widely regarded as a mediator of chemotherapy-induced cell death. In our
study, apoptosis induced by cisplatin was not observed in TP53 mutated cells, although low
percentages of survival were clear. Some studies have supported the theory that 7P53
mutations result in loss of G1/S checkpoint control and in cell inability to initiate apoptosis in
response to DNA damage (Gallagher et al., 1997). Other data have showed that higher dose
of cisplatin is required to induce apoptosis in 7P53 mutated ovarian cancer cells than in
ovarian cancer cells with wild-type TP53 (Asselin et al., 2001), and that cisplatin-induced
growth arrest in human cancer cells has characteristics of senescence rather apoptosis (Wang
et al, 1998). The senescence-associated B-galactosidase was expressed following cisplatin
exposure, but there was no change in TP53, p21 or pl16 expression (Wang et al., 1998). The
authors believe that cancer cells lacking TP53 function can also be killed by cisplatin via a

TP53-independent mechanism with similarities to replicative senescence. On the other hand,
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Yip et al. (2006), using cells with wt TP53 gene, have observed that in presence of cisplatin

there is induction of Bcl-xl, and apoptosis takes place via a caspase-3 independent.

Gemcitabine activity in relation to TP53 status has been less thoroughly investigated in
bladder cancer or otherwise. Chen et al. (2000) have found that inactivation of TP53 by
transfection of 7P53 normal colon cancer cells with the human papillomavirus E6 gene
resulted in decreased gemcitabine mediated cytotoxicity. In contrast, Kielb et al. (2001) found
that 7P53 function did not impact gemcitabine cytotoxicity in TCC cells. In our study, RT4
cells were the least resistant in the clonogencic assay, and G1 phase arrest was observed for
the three cell lines. It has been showed that elevated expression of CDKN1B may cause G1
arrest of cells (Toshimitsu et al., 2006). Literature reports apparent discrepant results about
the effect of gemcitabine on cell cycle. Perhaps, the different concentrations used might
explain these findings. Using bromodeoxyuridine labeling, Merlin et al. (1998) have observed
that low concentration (IC50 values) of gemcitabine caused an arrest in the early S phase. In

contrast, higher concentration induced an arrest in the G1 phase of the cell cycle.

Regarding to apoptosis, we found high percentages in gemcitabine-treated RT4 cells.
However, lower percentages were observed in both T7P53 mutated cells at different times of
the experiment. Especially the role of gemcitabine in the induction of apoptosis is still
unclear. It has been reported that the incorporated gemcitabine can be recognized by p53
protein and DNA-dependent protein kinase, which might result in apoptosis. In a high
percentage of tumors, mutation in 7P53 may explain relative resistance to gemcitabine. Some
authors have demonstrated that inactivation of 7P53 results in decreased gemcitabine
mediated apoptosis (Chen et al., 2000). Giovannetti et al. (2007) have showed that the
treatment of human lymphoid cells with gemcitabine induced apoptosis. On the other hand,
Bold et al. (1999) have demonstrated that pancreatic cancer cell lines that express variable
amounts of Bcl-2 are associated with a significant increase in the gemcitabine-induced
apoptosis An additional and crucial determinant of tumor response to gemcitabine seems to be
ribonucleotide reductase, whose over-expression is involved in gemcitabine chemo-resistance
in various tumor cell lines (Mansson et al., 1999). Besides to be important, the actual site of
mutation in 7P53 gene could explain the observed differences in apoptosis and cell cycle
between the two TP53-mutated cell lines. Different 7P53 mutations induce different
downstream effects. Certain mutants activate p2/, but not Bax gene; others can affect cell-

cycle rather than apoptosis indices (Friedlander et al., 1996; Slaton et al., 2001).
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When the combination of cisplatin and gemcitabine was used, we observed a synergistic
effect, independent on the 7TP53 status. G1 phase arrest was observed in all the three cell
lines; apoptosis was detected after 24h in 5637 cell line, and in higher percentage in T24 cells
after 72h. Low survival was also observed in the cell survival and clonogenic survival assays
for RT4, 5637 and T24. Crul et al. (2003) have demonstrated that cisplatin followed by
gemcitabine treatment was the most cytotoxic sequence in CHO cells. These authors have
described that the synergism between cisplatin and gemcitabine involves homologous
recombination (HR) and in a minor way nucleotide excision repair (NER). Hypothetically, the
involvement of HR and NER might be explained by incorporation of gemcitabine at the gaps
left behind after platinum-DNA adduct removal. In cisplatin interstrand-DNA adduct repair
(performed by HR), two guanines on opposite strands are excised. Hence, in the subsequent
repair steps this must always be followed by incorporation of cytidine, which is a nucleotide
gemcitabine competes. Same authors have also reported that base excision repair (BER),
NER, HR and NHEJ (non-homologous end joining) are probably not capable of efficiently
modulate the effects of gemcitabine on DNA. Even cisplatin followed by gemcitabine had
synergistic effect in human ovarian and lung cancer cell lines, simultaneous administration or
the reversed order have also been reported as most citotoxic (Theodossiou et al.,1998; van

Moorsel et al., 1999).

In conclusion, our data showed that bladder TCC cells with the wt TP53 are more sensible
to apoptosis than TP53 mutated cells when treated with cisplatin or gemcitabine. However,
when drugs were given in combinations, low percentages of survival occurs independent on
TP53 status. It should be emphasized that chemotherapy can be effective despite of tumor-
associated TP53 mutations. Therefore, since high concentrations of cisplatin are toxic to the
organism, the synergy obtained with low concentrations of both drugs may have clinical

relevance.
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RESUMO

Introducio: os agentes quimicos utilizados na terapia do cancer estdo frequentemente
associados ao bloqueio ou retardo do ciclo celular, a ativagdo ou desativagdo de mecanismos
de reparo do DNA e a apoptose. Entretanto, devido a complexidade dos sistemas bioldgicos,
pouco é conhecido sobre os mecanismos moleculares responsdveis pelas atividades dos
antineopldsicos. Dessa maneira, os estudos de expressdo génica tém se mostrado promissores
para o entendimento das respostas celulares e dos mecanismos de regressdo de neoplasias
frente a exposicdo a agentes quimicos. O presente estudo objetivou avaliar os padrdes de
expressdo génica em células de carcinoma transicional (CCT) de bexiga, expostas ou nio as
drogas cisplatina e gencitabina, a fim de contribuir para o entendimento das atividades
quimioterdpicas e, consequentemente, dos mecanismos relacionados a involugdao de
neoplasias uroteliais. Materiais e Métodos: a andlise de expressdo gé€nica em linhagens
celulares RT4 (grau tumoral 1 e com gene TP53 selvagem), 5637 (grau 2, TP53 mutado), e
T24 (grau 3, TP53 mutado,), submetidas a tratamento com o0s agentes quimioterapicos
cisplatina e gencitabina, foi realizada por meio da técnica de microarranjos de cDNA.
Resultados: Os agrupamentos hierdrquicos de expressdao génica para cada linhagem celular
frente aos tratamentos quimicos mostraram a modulacio de genes relacionados,
principalmente, a apoptose, ao reparo de danos no DNA e a constituintes celulares. Nas trés
linhagens, o tratamento combinado cisplatina/gencitabina foi o que causou maior altera¢do no
padrao de expressdo gé€nica. Quando as linhagens celulares, sem qualquer tratamento, foram
comparadas, verificou-se que o padrao de expressdo das células de grau 1 (RT4) era mais
semelhante aquele da linhagem de grau 3 (T24). Conclusao: os resultados permitem sugerir
que o tratamento combinado parece ter sido o mais efetivo, independentemente do grau do
tumor, apesar de que alguns genes relacionados, por exemplo, a oncogénese e a progressao do

tumor terem sido inversamente modulados pelo tratamento.
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INTRODUCAO

O cancer de bexiga ocupa a quarta posi¢do entre as neoplasias mais comuns no mundo
ocidental (Kirkali et al., 2005), sendo que os carcinomas de células transicionais (CCT)
compreendem cerca de 90% dos céanceres de bexiga, com os 10% restantes sendo
representados por carcinomas de células escamosas, adenocarcinomas, carcinomas de células
pequenas e, raramente, tumores derivados do mesénquima (Chester et al., 2004). Os CCT tém
sido classificados em dois grupos com comportamentos distintos e diferentes perfis
moleculares: (a) tumores de baixo grau (que s@o sempre papilares e normalmente
superficiais); e (b) tumores de alto grau (que sdo papilares ou ndo papilares e frequentemente
invasivos) (Knowles et al., 2001). Entre as mais comuns anormalidades genéticas encontradas
no cancer de bexiga encontram-se as alteragdes no gene 7TP53 que caracterizam,
principalmente, o CCT de alto grau (Baithun et al., 2001). Sabe-se que este gene funciona
como checkpoint na resposta a danos no DNA induzidos por vdrios agentes e tem papel

importante na indugdo da apoptose (Kim et al., 2009).

A recorréncia tumoral € um fendmeno frequentemente observado em CCT de bexiga.
Aproximadamente 70% dos pacientes com tumores superficiais tém recorréncias, e cerca de
10% a 20% progridem para invasdo muscular (Smith, 1999). Os procedimentos cirdrgicos
periddicos para a resseccdo do tumor tornam o cancer de bexiga uma doenca altamente
morbida (Reznikoff et al., 2000) e fazem com que os pacientes sejam considerados grupo de
risco para o desenvolvimento neoplédsico de novo (Qureshi et al., 2000) e susceptiveis a
recorréncias (Hisataki et al., 2001). Dentre as formas de tratamento, a quimioterapia é
bastante utilizada para os CCT. Os sinais primdrios da a¢do das drogas antineoplasicas sdo as
alteracdes no DNA, que levam a eventos moleculares que podem resultar em bloqueio na
progressdo do ciclo celular e apoptose, e que sdo respostas essenciais & manuten¢do da
integridade genética da célula normal (Amudson et al., 1999). Por outro lado, a maior causa
do insucesso no tratamento do cancer € a resisténcia aos medicamentos antitumorais. A
resisténcia pode ocorrer para drogas isoladas, ou para tratamentos combinados com varios
compostos, que apresentam diferentes estruturas quimicas e mecanismos de acio (Gottesman

et al., 2002).

Os protocolos atualmente adotados para a quimioterapia do cancer de bexiga incluem
o regime de multidrogas MVAC (metrotrexate, vinblastine, doxurubicina e cisplatina).

Entretanto, novos medicamentos t€m sido avaliados. Von der Maase et al. (2000) demonstrou
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que o tratamento combinado com as drogas cisplatina e gencitabina mostraram eficécia
similar ao tratamento MVAC, mas com niveis de tolerabilidade e seguranga muito maiores. A
cisplatina € uma substancia que atua ligando-se covalentemente ao N7 de bases puricas
formando ligacdes cruzadas em uma mesma fita ou, em menor freqiiéncia, entre as duas fitas
da cadeia do DNA (Eastman, 1983). Tais ligacdes podem levar a formacdo de falhas e
quebras de dupla fita de DNA, e promover uma variedade de respostas celulares, incluindo,
por exemplo, a inibi¢do da prépria sintese do DNA (Mello et al., 1998). A gencitabina (2°,2’-
difluorodeoxicitidina,dFdC), por sua vez, ¢ um andlogo estrutural da deoxicitidina (dCTP),
que ¢ fosforilada intracelularmente pelas quinases-nucleosideo a nucleosideos ativos difosfato
(dFdCDP) e trifosfato (dFdCTP). A agdo citotéxica da gencitabina parece estar relacionada a
inibicdo da sintese do DNA pela dupla acdo do dFdCDP e do dFdCTP, que tém como alvos o
DNA e o RNA. O dFdCTP inibe a DNA polimerase e o dFACDP inibe a ribonucleotideo
redutase, que € a unica enzima responsavel pela catalisacio das reacdes que geram os

deoxinucleosideos trifosfatos para a sintese do DNA (Galmarini et al., 2001).

Uma vez que vdrios estudos demonstraram que os perfis de expressdo génica de
linhagens celulares (Scherf et al., 2000; Szakacs et al., 2004) e tecidos de neoplasias primdrias
(Hofmann et al., 2002; Holleman et al., 2004) poderiam predizer a resposta celular a um
tratamento especifico, a tecnologia dos microarranjos de cDNA ganhou grande destaque,
oferecendo, principalmente, a oportunidade de diagnosticar a doenca antes dos sintomas e
sinais clinicos. Entretanto, a maioria das investigacdes se concentrou na classificacio dos
subtipos tumorais e progndstico do paciente, ao invés da resposta a droga (Sorlie et al., 2001;
van de Vijver et al., 2002; van’t Veer et al., 2002). Cabe lembrar que, uma das questdes mais
criticas a ser ainda elucidada com respeito a quimioterapia é a necessidade de se estabelecer
métodos para predizer a eficdcia, ou toxicidade das drogas antineopldsicas, em diferentes
situagdes (Zembutsu et al., 2002). J4 que a resisténcia a medicamentos antineopldsicos, o
efeito toxico ao paciente, e a recorréncia tumoral em curto prazo permanecem entre 0s
maiores obsticulos na quimioterapia do cancer de bexiga, torna-se relevante investigar o
mecanismo de a¢do dos compostos quimioterdpicos, a fim de se estabelecer marcadores que
permitam entender a eficdcia, ou ndo, dos protocolos utilizados. Desta maneira, o objetivo do
estudo foi analisar os perfis de expressdo génica em larga escala em trés linhagens celulares
de CCT de bexiga (RT4, de tumor grau 1 e gene TP53 selvagem; 5637, de grau 2 e TP53
mutado; T24, de grau 3 e TP53 mutado) apds tratamentos com os antitumorais cisplatina e

gencitabina.
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MATERIAL E METODOS
Linhagens celulares e reagentes

As linhagens celulares tumorais RT4 (grau 1, TP53 selvagem), 5637 (grau 2, TP53
mutado) e T24 (grau 3, TP53 mutado), estabelecidas a partir de bexiga urindria humana,
foram obtidas do Banco de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil. As
células RT4 e T24 foram mantidas e cultivadas em meio DMEM (Sigma-Aldrich) e as células
5637 foram mantidas em RPMI (Sigma-Aldrich), ambos suplementados com 10% de soro
fetal bovino, 100 U/ml de penicilina G (Sigma-Aldrich), 100U/ml de estreptomicina (Sigma-
Aldrich) e 1% de Sulfato de Kanamicina (Amresco) a 37°C e 5% CO,. As drogas
antineoplasicas gencitabina (dFdC, Gemzar) e cisplatina (CDDP) foram obtidas do
Laboratério Eli Lilly e Sigma-Aldrich, respectivamente. Para as dilui¢des, foi utilizada dgua

ultra-pura.

As concentracdes de 1 uM de cisplatina, 1,56 uM de gencitabina e 1 uM de cisplatina
+ 1,56 uM de gencitabina utilizadas para a andlise de expressdo génica foram definidas em
experimentos prévios de sobrevivéncia clondgenica, apoptose e ciclo celular. O tempo de
tratamento com as drogas de 24h foi definido com base na literatura (Crul et al., 2003;
Paulwels et al., 2003). O tratamento combinado resultou, no ensaio de sobrevivéncia
clonogénica, em 0, 0,28 + 0,49 e 0,81% + 0,70% de colonias formadas em relagdo ao controle
(células sem tratamento), respectivamente para as linhagens RT4, 5637 e T24; na andlise do
ciclo celular, tanto para as drogas isoladas como combinadas, foram observadas alteragcdes
logo ap6s o término do tratamento de 24 h, ou seja, no tempo Oh do experimento, nas células
RT4 e T24, e no tempo 24h apés o término do tratamento nas células 5637. Para os
experimentos de apoptose, no tratamento combinado ndo foram observados indices
apoptdticos no tempo Oh em nenhuma das linhagens, todavia, no tempo 24h, foram
observados 14,1%, 17,74% e 0%, respectivamente para as linhagens RT4, 5637 ¢ T24. Com
base em todos esses dados foram definidos os tempos de coleta das células para andlise da
expressdo génica pela técnica dos microarranjos de cDNA, ou seja, o tempo Oh para as

linhagens RT4 e T24 e o tempo 24h para a linhagem 5637.

Extracio de RNA e microarranjos de cDNA
A extrac@o de RNA foi feita com o kit mirVana miRNA Isolation (Ambion) e seguindo
as instrugdes do fabricante, e a integridade das amostras foi avaliada por eletroforese em gel

de agarose denaturante. A andlise dos perfis de expressdo génica das células controle (sem
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tratamento) e das tratadas com as drogas antineopldsicas foi realizada em laminas de vidro
com microarranjos contendo 4.500 sequéncias (em duplicatas) do human IMAGE cDNA
library Consortium (http://image.llnl.gov/image), que foram gentilmente cedidas pela Dra.
Catherine Nguyen (INSERM-CNRS, Marseille, Franca) e preparadas de acordo com o
protocolo descrito por Hegde et al. (2000). As laminas com os microarranjos foram
preparadas usando o Generation III Array Spotter (Amersham-Molecular Dynamics),
conforme instrugdes do fabricante. As sondas complexas de cDNA foram feitas a partir de
amostras extraidas das células sem e com os diferentes tratamentos. A transcri¢cdo reversa foi
realizada com 10 pug de RNA/amostra utilizando-se o kit Scribe Post Labelling (Amersham
Biosciences) e primers oligodT2.13. O pool de referéncia foi preparado com trés linhagens
celulares: glioma U343 MG-a, HelLa e células Jurkat, marcadas com Cy3, enquanto as
amostras experimentais foram marcadas com Cy5. A amostra de referéncia foi usada como
procedimento de normaliza¢do. A hibridacdo foi feita por 15h utilizando-se um sistema
automatizado (Automatic Slide Processor, Amersham Biosciences). Os sinais da hibridagcdo

foram capturados por scanner Generation Il laser (Amersham Biosciences).

Analise da expressao génica

A quantificacdo da imagem gerada pelo scanner Generation III laser foi feita com o
auxilio do software Spot (http://spot.cmis.csiro.au/spot/). A normalizagdo dos dados foi feita
com 0 R statistical environment (http://www .biotech.kth.se/molbio/
microarray/userguide/usersguide.htm). Os dados normalizados foram exportados e analisados
utilizando-se o software = Multiexperiment  Viewer  (MeV), version 3.1
(http://www.tm4.org/mev.html), que processou as andlises estatisticas e o agrupamento
hierdrquico ndo supervisionado. Inicialmente, a andlise estatistica foi feita utilizando-se
ANOVA (p < 0,10). Posteriormente, o método SAM foi aplicado para aqueles genes
diferentemente expressos e identificados pela ANOVA. Para a identificacdo de genes

modulados foram realizadas comparacdes multi-class (FDR < 0,05).

As informagdes de localizacdo e funcdes bioldgicas foram obtidas do S.O.U.R.C.E
(http://smd-www.stanford.edu/cgi-bin/source/sourceSearch),

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e FATIGO (http://www.fatigo.com).
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RESULTADOS

As andlises dos perfis de expressdo gé€nica foram realizadas em duas etapas:
inicialmente, foram utilizadas as trés linhagens (RT4, 5637 e T24) de CCT de bexiga sem
qualquer tratamento, a fim de identificar genes diferencialmente expressos entre os trés tipos
celulares; posteriormente, as diferentes linhagens foram analisadas individualmente apds os
respectivos tratamentos (1uM de cisplatina, 1,56 uM de gencitabina e 1,0 uM de cisplatina +
1,56 uM de gencitabina), resultando em um agrupamento hierdrquico para cada linhagem

estudada.

O primeiro agrupamento hierdrquico, ou seja, aquele que comparou as trés linhagens
celulares sem tratamento (controle), com FDR de 0,609% e delta de 0,583, apontou para 756
genes estatisticamente significativos. Pelo agrupamento hierdrquico, percebe-se que a
linhagem de grau 1 (RT4, tumor superficial) teve o padrdo de expressdo génica semelhante a
linhagem de grau 3 (T24, tumor invasivo). (Figura 1). A identificacio das func¢des ou
processos aos quais tais genes estdo associados, feita por meio do programa FATIGO,
mostrou que os genes sdo principalmente relacionados a processos metabdlicos, organizagdo
de componentes celulares, comunicag¢do celular, resposta a estresse, ciclo e morte celular,
entre outros. Assim, na busca do entendimento dos mecanismos bioldgicos ativos em cada
grau tumoral selecionamos 16 desses genes para serem mais detalhadamente descritos:
CRADD, NEDDA4L, ADIPORI, HTRA2, CALU, INPP4B, S100P, TBXAS, GSTP1, CHAFIB,
CHEKI, CCT4 ANLN, SMAD4, ABCA7 e SUMOI.

Para o segundo agrupamento hierarquico, isto é, aquele que representa as respostas da
linhagem celular RT4 (grau 1) frente aos diferentes tratamentos, com FDR de 4,787% e delta
de 0,280, observou-se expressdo diferenciada de 486 genes. A andlise da funcdo génica
mostrou que estes estavam principalmente associados a processos metabdlicos, comunicacdo
celular, organizacdo de componentes celulares, resposta a estresses quimicos, ciclo celular,
entre outros. Da mesma forma descrita anteriormente, foram selecionados 11 genes (ETNK],
NACA, GPR6S, RUVBL2, BLZFI, CALU, AXIN2, ANAPC7, MCTS1, CDK6 e GSTM3) para
serem discutidos mais detalhadamente na tentativa de entender os mecanismos bioldgicos
relacionados as respostas celulares a cada tratamento. Pdde-se observar, também, que o perfil
de expressdo génica apds o tratamento combinado (cisplatina + gencitabina) foi o que

apresentou maiores diferencas quando comparado ao controle (Figura 2).
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Para o terceiro agrupamento hierdrquico, aquele referente ao tratamento das células da
linhagem 5637 (grau 2), com FDR de 4,859% e delta de 0,299, foram detectados 475 genes
significativos. Segundo o Programa FATIGO, tais genes estdo principalmente associados a
processos metabdlicos, de desenvolvimento, comunicagdo e ciclo celular, entre outros, e
destes 13 (NEDDS8, HTR6, PCDHBI4, RPL7, CLSPN, CCT7, STOML2, RGSS8, MAST2,
GOLGA2, DCRLREIC, SLCA71 e SYNPO) foram inicialmente selecionados para serem
detalhados. De maneira similar ao ocorrido para as células RT4, o perfil de expressdo génica
apresentou maiores diferencas apds o tratamento combinado, quando comparado ao controle

(Figura 3).

Por fim, o quarto agrupamento hierdrquico, que representa os dados obtidos do
tratamento das células T24 (grau 3), com FDR de 0,369 e delta de 0,356, resultou na
expressdo génica diferenciada de 558 genes. Novamente, tais genes estavam especialmente
relacionados a processos metabdlicos, de comunicagdo e ciclo celular, organizacdo de
componentes celulares, resposta a estresse, entre outros. Para este agrupamento 15 genes
(ANAPC2, STAGI, CALU, LIMK2, ETNKI, SEMA4A, RGS6, XRCC6, LIG4, SMAD4, DGK,
PINI, GABRB3, POGK e NEKS8) foram selecionados para serem discutidos mais
detalhadamente, na tentativa de entender os mecanismos bioldgicos envolvidos nas respostas
a cada tratamento. O tratamento com a gencitabina apresentou perfil de expressdo génica

semelhante ao do controle (Figura 4).

A Tabela 1 apresenta a localizagdo e os g-value de cada gene que foi selecionado para

ser mais detalhadamente analisado.
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DISCUSSAO

Agrupamento hierarquico de expressao génica considerando as diferentes linhagens

celulares (sem tratamento)

A linhagem de grau 1 (RT4, tumor superficial) apresentou padrio de expressdao gé€nica
semelhante ao da linhagem de grau 3 (T24, tumor invasivo). Histologicamente, a maioria dos
tumores invasivos ndo tem precursor papilar e sdo lesdes invasivas sélidas. Entretanto, cerca
de 70% dos pacientes com tumores superficiais apresentam recorréncias e, ainda, em
aproximadamente 10% a 20%, ha progressdo para invasdo muscular (Smith, 1999). Dessa
maneira, a detec¢do da expressdo alterada de genes em tumores superficiais que indiquem

possivel progressdo tumoral pode ser de importancia terapéutica.

Nossos dados mostraram a repressdo de genes envolvidos em mecanismos
apoptéticos, especialmente nas linhagens de graus 1 (RT4) e 3 (T24), em relacdo a linhagem
5637. Este fato poderia indicar o bloqueio, ou reducdo da morte celular programada, o que
contribuiria para o actimulo de células em proliferacdo. O gene CRADD (casp2 and ripkl
domain-containing adaptor with death domain) estd relacionado a processos apoptoticos,
mais precisamente a ativagdo de caspases. A superexpressdo deste gene indica que a célula
esta direcionada a morte por apoptose (Ahmad et al., 1997). Por outro lado, o gene NEDD4L,
que codifica a proteina ubiquitina ligase e que tem como alvo os canais de sddio, tem papel
importante em diversos mecanimos da fun¢ao celular, incluindo a ubiquitinagio de proteinas,
regulacdo da transcricdo e apoptose (Plant et al., 2000). Transcritos do gene NEDDA4L ja

foram encontrados, por exemplo, em cancer de préstata (Qi et al., 2003).

E conhecido que o gene da adiponectina, por meio de receptores especificos (ADIPO
R1, por exemplo), regula diversos mecanismos de sinalizag¢do, entre os quais a AMPkinase
(Yamauchi et al., 2003), JAK/STAT3 (Miyazaki et al., 2005) e MAPKInase (p38 MAPK,
ERK, JNK) (Yamauchi et al., 2003). Alguns autores mostraram que em células de cancer de
mama MCF-7, a adiponectina estimula o mecanismo AMPkinase, o qual estd associado ao
controle negativo de progressao do ciclo celular (Luo et al., 2005). Além disso, em varios
tipos celulares, a ativacdo da AMPkinase foi descrita como indutora de resposta pro-
apoptética (Dagon et al., 2006). Da mesma forma, a inibi¢do da fosforilagio de MAPkinase
pelo inibidor especifico PD98059, foi responsavel por estimular a expressido dos genes TP53 e
Bax em células MCF-7 (Ostrakhovitch et al., 2005). O gene HTRA2, codifica uma protease

serina mitocondrial, que estd na lista das proteinas pré-apoptéticas, como a Smac (proteina
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que promove ativacdo de caspases) e endonuclease G, que sdo liberadas da mitocOndria
durante apoptose, reforcando a importancia desta organela no mecanismo de morte de células
eucaridticas. Em adicdo, foi descrito que o gene HTRA2 pode atuar como inibidor de IAP
(inhibitor of apoptosis protein) no mecanismo apoptético dependente de caspase (Savopoulos

et al., 2000).

O gene ABCA7, por sua vez, reprimido nas linhagens RT4 e T24 quando comparado a
5637, esta relacionado a fosforilagdo de ERK (extracellular signal-regulated kinase), que é
necessdria para a fagocitose eficiente de células apoptéticas (Osada et al., 2006). Alguns
autores mostram, ainda, que a ativacdo de ERK para fagocitose também estd relacionada a
reorganizacdo da actina (Kutsuna et al., 2004), a regulacdo de adesdo focal (Orr et al., 2002) e
a migracao celular (Stahle et al., 2003). Com relacdo ao gene SUMOI, este codifica proteinas
que sdo relacionadas a ubiquitinacdo e envolvidas na regulacido da transcricdo génica, ciclo

celular, reparo do DNA e localizag@o protéica (Hecker et al., 2006).

-

E sabido que a inducdo de genes relacionados a proliferacdo celular pode, também,
contribuir para a progressdo tumoral. O gene CALU, por exemplo, apresentou-se expresso nas
linhagens RT4 (grau 1) e T24 (grau 3), quando comparado a 5637. A funcdo exata desse gene
no processo tumoral ainda permanece desconhecida. Entretanto, sua superexpressao sugere a
ocorréncia de transmissao de informacao celular de forma acelerada. Desta forma, a expressao
alterada de CALU poderia ativar a cascata de sinalizacdo intracelular resultando em
proliferacdo celular como as observadas em tumores (Ding et al., 2004). O gene INPP4B, por
sua vez, mostrou-se reprimido nas linhagens de grau 1 e 3. Este gene, embora nio relacionado
a resposta a danos no DNA, ¢ associado a inibicdo da proliferacdo celular em fibroblastos,
sugerindo que sua proteina tem papel importante no controle do ciclo celular (Vyas et al.,

2000).

A compreensdo dos fatores genéticos que regulam o balanco entre apoptose e
sobrevivéncia celular é de fundamental importancia para o entendimento dos mecanismos que
podem levar ao aumento da agressividade tumoral. Como foi observado, genes que levam ao
bloqueio da apoptose, ou ao estimulo da proliferacdo celular, apresentaram-se igualmente
expressos nas linhagens de graus 1 e 3, indicando possiveis mecanismos relacionados a
progressdo tumoral. Fato interessante, foi a superexpressio de genes relacionados a

progressao tumoral (S/00P e TBXAS), cuja inducdo sé foi detectada na linhagem de grau 1.

Sabe-se que gene S/00P tem sua expressio aumentada durante a progressdo de céancer
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pancredtico, de mama, célon, préstata e pulmao. Em linhagens de células de cancer de mama,
a expressdo aumentada desse gene foi associada a imortalizagdo celular (Guerreiro et al.,
2000); em linhagens de células de cancer de cdlon, seus niveis de expressao foram
correlacionados com a resisténcia a quimioterapia (Bertram et al., 1998); em cancer de
pulmaio, a expressao de ST00P correlacionou-se a diminuicdo da sobrevida do paciente (Beer
et al., 2002). Alguns pesquisadores observaram, ainda, que linhagens celulares de cancer
pancredtico que secretam a proteina S100P tinham proliferacdo, sobrevivéncia, motilidade e
invasividade estimuladas em relagdo as células que ndo a secretam (Arumugam et al., 2005).
O gene TBXAS, que cataliza a sintese de tromboxane A2 (TXAZ2), foi também encontrado
superexpresso em tumores invasivos de bexiga. O tratamento de linhagem celular de cancer
de bexiga com inibidores de TBXAS foi capaz de reduzir o crescimento, migracdo e
capacidade de invasao das células (Moussa et al., 2005). Desta forma, a superexpressao de
TBXAS parece estar associada a alto grau, estdgio avangado, envolvimento de linfonodos e

pior progndstico para pacientes com cancer de bexiga.

Apesar das células de tumor de grau 2 (5637) terem apresentado perfil de expressdao
génica diferente das outras duas linhagens, outros genes envolvidos nos mecanismos de
apoptose e proliferacdo celular poderiam, também, justificar o potencial agressivo desses
tumores. Fato que deve ser ressaltado, é que o balanco entre proliferacdo e morte celular,
contribuindo para a progressdo tumoral, envolve intimeros mecanismos celulares, nos quais
muitas vezes a sinalizacdo para sobrevivéncia celular supera os sinais para apoptose. Assim,
alguns genes que favorecem direta ou indiretamente a proliferacio celular merecem destaque.
O gene GSTPI, por exemplo, induzido na linhagem de grau 2, tem se apresentado hiper-
expresso em diferentes tecidos epiteliais humanos e em tumores, incluindo o carcinoma de
bexiga (Lafuente et al., 1990; Beckett et al., 1993). Alguns autores sugerem que o GSTPI
bloqueia a apoptose induzida pelo arsénio em células de linfoma. O gene CHAFIB, por sua
vez, ¢ essencial a viabilidade de células proliferativas humanas, e sua repressdo pode levar ao
actimulo de danos no DNA e indug@o de morte celular programada. Este gene poderia levar a
perda da estrutura da cromatina, ativacdo de checkpoint, parada na fase S e morte rdpida
(Nabatiyan & Krude, 2004). Em nossos experimentos, o gene CHAFIB estava induzido na
linhagem de grau 2. Por outro lado, o gene CHEK (checkpoint kinase 1), essencial para saida
da fase S por minimizar a ocorréncia de eventos associados a replicacdo aberrante e
checkpoints G2/M, se mostrou reprimido nessa linhagem. E sabido, que a inibi¢io de CHEK

favorece o acimulo de quebras de DNA, aumentando a sensibilidade das células tumorais aos
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agentes antitumorais (Kortmansky et al. 2005). Além disso, tem sido demonstrado que a
inibi¢do de CHEK]I pode potencializar o efeito de agentes que causam danos no DNA de
células de cancer TP53 deficientes (Tenzer et al., 2003). Durante a progressao do ciclo celular
normal, a atividade basal do CHEK]/ auxilia na manuten¢do da estabilidade gendmica por
prevenir mitose anormal, o que ocorre por meio da supressdo de atividade Cdc25A/Cdc2
(Sorensen et al., 2003). Além desses, outro gene que se mostrou super expresso nas células
5637 foi o CCT4, pertencente a familia das chaperoninas e conhecido como chaperonin
containing t-complex polypeptide, e que governa a biogénese da ciclina E (Hartl, F. U. 1996).
Deve ser destacado que em células de mamiferos, a ciclina E é um regulador positivo da
transi¢cdo G1/S no ciclo celular (Morgan et al., 1995).

A expressdo diferenciada de genes associados a progressdo tumoral também foi
observada na linhagem celular 5637 (grau 2). O gene ANLN (anilina) produz uma proteina de
ligacdo a actina, que e é um componente importante no sistema de filamentos durante a
citocinese (Oegema et al., 2000). De forma similar a observada em nossos experimentos,
alguns autores descreveram a superexpressdao desse gene em diversos tumores, relacionando
os achados a progressdo tumoral. Por outro lado, o gene SMAD4, um transdutor chave de
sinalizacdo da superfamilia do fator de crescimento-h (TGF-h) e que regula a proliferacdo e
diferenciacdo celular e apoptose (Derynck et al., 2001), apresentou-se reprimido na linhagem
5637. Alguns estudos t&ém mostrado que a inativagdo do gene SMAD4 pode estar relacionada
a transformagdo maligna de adenomas gastrointestinais (Takaku et al., 1998), e que ha

reducdo nos niveis de RNAm durante a progressao tumoral (Mikami et al., 2001).

Diante do apresentado, os resultados do agrupamento hierdrquico para as diferentes
linhagens celulares apontam para expressdo alterada de genes relacionados, principalmente, a
apoptose e a proliferacdo celular. Embora o RNAm nfo seja o ultimo produto génico, a
transcricdo é o primeiro passo na regulacdo génica, auxiliando na compreensdo das redes

regulatdrias.

Agrupamento hierarquico de expressao génica nas linhagens celulares apos os

diferentes tratamentos

Na linhagem RT4, virios genes relacionados, direta ou indiretamente, ao processo
apoptético foram modulados apds os diferentes tratamentos. O gene ETNKI, cuja super-
expressdo tem sido associada a supressdo de morte celular apoptdtica (Lykidis et al., 2001),

apresentou-se reprimido nos tratamentos com a cisplatina e com a gencitabina, isoladamente.



61

Outros genes, como o NACA, GPR68, RUVBL2, BLZFI e o CALU apresentaram-se
reprimidos ap0s o tratamento combinado das drogas. Estudos anteriores revelaram que o gene
NACA funciona como um co-ativador trascricional em osteoblastos, por meio da interacdo
com a c-jun, um membro da familia de proteinas ativadoras-1 (AP-1) (Moreau et al., 1998).
Mais recentemente, foi sugerido que o NACA participa, também, da regulacdo do complexo
FADD (Fas-associated death domain) (Stilo et al., 2003). Dessa forma, acredita-se que esse
gene tem papel importante na proliferacio celular e apoptose, dependendo do contexto celular
e do estimulo. O gene GPR6S, por sua vez, pertence a subfamilia dos receptores ligados a
proteina G. Ha estudo que sugere o envolvimento deste gene em processos como apoptose,
inibicdo de formagao de fibras do fuso e bloqueio parcial da progressdo da mitose, e supressao
da inibi¢do por contato (Radu et al., 2005). Outro gene que apresentou expressao diferenciada
nas células RT4 foi o RUVBL2, o qual parece desempenhar fungdo importante na resposta ao
tratamento com a radiagdo ionizante. Sabe-se que mudangas na expressao desse gene resultam
em alteragdes no ciclo celular (diminuicdo do tempo da parada em G2), reducdo da resposta
apoptoética e inducdo de reparo do DNA (Cho et al., 2001). Da mesma forma, foi observada
expressdo aumentada do gene BLZFI, possivel cofator de transcricio que controla a
expressdo de c-jun e c-fos (Tong et al., 1999), atua na via de sinalizagdo Rho GTPase/JNK-c-
jun, provavelmente estando relacionado com a inibi¢do de vias apoptdticas e ativacdo de
mecanismo de reparo do DNA. O gene CALU, ja discutido anteriormente, quando super-
expresso ativa a cascata de sinalizacdo intracelular resultando em proliferacdo celular

semelhante a observada em tumores (Ding et al., 2004).

Interessantemente, observamos que o gene AXIN2, regulador negativo da sinalizacdo
Whnt/-catenin (via envolvida em muitos tipos de canceres) e que atua como supressor tumoral
(Jho et al. 2002; Leung et al. 2002), mostrou-se reprimido na linhagem RT4 em todos os
tratamentos. Assim, consideramos que este gene também merecia destaque, ja que pode ter
papel relevante na recorréncia tumoral. Por outro lado, os genes ANAPC7 e MCTSI
apresentaram-se induzidos apds os tratamentos individualizados com a cisplatina ou com a
gencitabina. O gene ANAPC7 (anaphase-promoting complex) produz uma ubiquitina ligase
que tem importantes funcdes na mitose, meiose, fase G1 do ciclo celular e em células
diferenciadas pés-mitose (Harper et al., 2002); o gene MCTS-1, por sua vez, estd associado a
reducdo do tempo de duplicagdo celular por diminuir o periodo de transi¢cdo G1/S, levando ao
fenétipo de transformagdo (Dierov et al., 1999). Dessa maneira, a expressdo do MCTS-1

resulta em forte sinal proliferativo e estd associada a desregulagdo do checkpoint G1/S. Este
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gene ¢ 0 ANAPC7 podem, também, estar relacionados a recorréncia tumoral, uma vez que a

expressao induz sinais de proliferacao.

Outros genes que mereceram destaques foram o CDK6, que codifica uma proteina
ativada por ligagdo a ciclinas D e que se mostrou reprimido apds o tratamento combinado
cisplatina/gencitabina, e o GSTM3, que se apresentou reprimido em todos os tratamentos.
Estudos recentes mostram que a super-expressio de CDK6 bloqueia a diferenciagdo em
células leucémicas e em osteoblastos e afeta a proliferacio e diferenciacio em
meduloblastoma e outros tumores. Além disso, foi relatado que a expressdo aumentada deste
gene pode contribuir para a progressao do cancer de préstata (Lim et al., 2005). Com relagcao
ao GSTM3, normalmente expresso em testiculo, cérebro, pulmao, linfécitos e em véarios tipos
de tumores, foi descrito que os genes da familia da glutationa S-transferase, protegem as
células contra insultos toxicos por catalizar adi¢cdes nucleofilicas, ou reacdes de substitui¢do

entre glutationa e compostos eletrofilicos reativos (Liu et al., 2005).

Na linhagem 5637, foi observado que o tratamento com a gencitabina levou a
modulagdo de diversos genes. O gene NEDDS, que estd envolvido na regulacdo de receptores
nucleares (Antenos et al., 2002) e nos mecanismos de ubiquitinagdo protéica (Wu et al.,
2000), mostrou-se induzido apds o tratamento. Alguns autores sugerem que alteracdes nos
niveis de expressdo deste gene podem levar tumores a adquirirem resisténcia ao estrogeno
(Fan et al., 2003), e a perda de expressao ja foi observada durante a transformagao maligna do
cancer de préstata (Meehan et al., 2002). O gene HTR6, por sua vez, apresentou-se reprimido
apods o tratamento com a gencitabina. Este gene estd associado a ativacdo da adenilato ciclase,
e pode contribuir para a progressdo tumoral por estimular secrecdo de hormdnios e outros
fatores de crescimento (Raymond et al., 2001).

O tratamento combinado cisplatina/gencitabina foi o que induziu maiores alteracdes na
expressdo génica nas células 5637. Foi observada especialmente a indugcdo dos genes
PCDHBI4, RPL7, CLSPN, CCT7, RGS8, MAST2 e GOLGA2, cujas principais funcdes sdo
resumidamente descritas na sequéncia. O gene PCDHBI4, pertencente a superfamilia das
caderinas (moléculas de adesdao celular cdlcio-dependentes), tem sido relacionado a
morfogénese tecidual (Gumbiner, 2000). Dentre os genes responsaveis pela expressdo de
proteinas relacionadas a componentes ribossomais, estava o RPL7. No crescimento celular
normal, as proteinas ribossomais sio sintetizadas em coordenacdo com o RNA ribossomal
(Mager et al., 1988). Estudos recentes fornecem evidéncias de que as proteinas ribossomais

podem também atuar durante os processos celulares de replicacio, transcri¢do, processamento
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de RNA, reparo de DNA e inflamacio (Yamamoto et al., 2000). H4d estudo mostrando que o
gene RPL7 é expresso em glandulas secretérias de mucosa normal colon-retal e em células de
carcinoma (Kasai et al., 2003). Em particular, a hiper regulacdo de transcritos para diversas
proteinas ribossomais tem sido observada em diversas neoplasias, incluindo o céncer de
esdfago (Wang et al. 2001).

A familia do gene CLSPN, por sua vez, expressa proteinas reguladoras do ciclo celular
que se associam a cromatina durante a fase S (Lee et al., 2003). No caso de danos no DNA,
essas proteinas sdo fosforiladas e interagem com a proteina Chk1. Esta interagdo é necessaria
para ativacdo do mecanismo Chkl dependente de ATR (Kumagai et al., 2004). H4 estudo
mostrando, por exemplo, que a auséncia de expressdo desse gene em células na fase G1
previne a entrada precoce na fase S (Chen & Sanchez, 2004). Da mesma maneira, o gene
CCT7, relacionado a classe das chaperoninas, foi descrito como tendo papel essencial na
maturagdo da ciclina E em leveduras. A ciclina E tem sido associada ao controle da transi¢c@o
G1/S do ciclo celular. Sob condicdes em que a fungdo da proteina CCT € afetada, a ciclina E
nao se acumula (Kumagai et al., 2004). Outra familia de genes, a qual pertence o RGSS, estd
associada a proteinas RGS, que regulam negativamente a sinalizagdo da proteina G
heterodimera. Essas proteinas citoplasmadticas estdo envolvidas na iniciagdo e regulacdo de
diferentes vias de sinalizagao intracelular que controlam uma variedade de respostas celulares,
tais como proliferacdo, migragdo e diferenciacdo (Woods et al., 2002).

O gene GOLGA 2, que também se mostrou diferentemente expresso na linhagem 5637
apés os tratamentos com os antineopldsicos, € um dos responsdveis pela formacdo do
complexo de Golgi que, como € sabido, estd relacionado ao mecanismo de secrecio celular
(Fritzler et al., 1993). Genes relacionados a resposta imune também foram modulados.
Merece destaque a expressdo do gene MAST2, cujo produto é uma proteina regulatéria que
leva a sintese de IL-12 (Okasaki et al., 2002), que ja foi encontrada induzida em linhagem de
células de carcinoma epitelial A431 (Nagarajan et al., 2002). Os genes DCRLREIC e SYNPO
que se apresentaram reprimidos no tratamento combinado das drogas e no tratamento apenas
com a gencitabina, codificam, respectivamente, uma proteina que € substrato para atividade
de kinases e uma proteina associada a actina que tem sido identificada como novo regulador
de sinalizacdo RhoA (GTPases). Deficiéncias no gene DCRLREIC, causadas, por exemplo,
pela exposi¢do a radiacdo ionizante, levam a defeitos no checkpoint G2/M do ciclo celular
(Darroudi et al., 2007). Ja o gene SYNPO tem papel essencial na integridade do citoesqueleto,
e o sua repressao pode levar a formacao de fibras aberrantes do fuso mitético (Asanuma et al.,

2005).
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Outro gene que mereceu destaque e, que se apresentou induzido tanto no tratamento
com a gencitabina, como no tratamento combinado, foi o gene STOML2, que também se
mostrou superexpresso em células tumorais e que estd envolvido na regulacdo do crescimento
e adesdo celular). A deteccdo precoce em lesdes pré-malignas indicam que este gene pode
servir como marcador para deteccdo de cincer de pulmao, cancer de laringe, adenocarcinoma
endometrial (Zhang et al., 2006). O gene SLC7AI, que apresentou expressdo semelhante em
todos tratamentos, é responsavel pelo transporte de amino4cido de alta afinidade, facilitando,
por exemplo, o transporte de arginina e lisina em mamiferos. A expressido de SLC7AI pode
ser modulada por uma variedade de estimulos incluindo proliferacdo celular, fatores de
crescimento, citocinas, certos hormonios, nutrientes e microRNAs. Em modelos
experimentais, a expressdo alterada desse gene resulta em mudancas relevantes na producio
de NO e funcdes endoteliais. (Yang et al., 2007)

Na linhagem T24, o maior agrupamento hierdrquico observado, mostra que genes
importantes (ANAPC2, STAGI, CALU, LIMK?2, ETNKI, SEMA4A e RGS6) foram reprimidos
apds os tratamentos com cisplatina e com a combinagdo cisplatina/gencitabina. O gene
ANAPC2 (anaphase-promoting complex) codifica uma ubiquitina ligase com fungdes
importantes na mitose, meiose, fase G1 do ciclo celular e em células diferenciadas pds-
mitose. Seu papel € bem entendido na mitose, ja que este gene € essencial na separacio das
cromadtides irmas durante a anifase e pela subseqiiente saida da mitose. O ANAPC2 inicia tais
eventos por ubiquitinacdo de ciclinas mitdticas, ativagdo de subunidades de kinase-1
dependente de ciclinas (cDK1) e pela ubiquitinacdo da securina, um inibidor de proteases que
desfaz a ligacdo entre as cromdtides irmas por clivar os complexos de coesdo (Harper et al.,
2002). Da mesma maneira, o gene STAGI, também reprimido nesses tratamentos, esta
envolvido na coesdo das cromadtides irmds durante a meiose € a mitose, evento chave na
segregacdo cromossdmica durante o ciclo celular (Sumara et al., 2000). Conforme discutido
anteriormente, o gene CALU parece estar associado a transmissdo acelerada da informagao
celular. Desta forma, sua expressdo alterada poderia ativar a cascata de sinalizagdo
intracelular, resultando em aumento da proliferacdo como a ji observada em células tumorais
(Ding et al., 2004). Por outro lado, a repressdo do gene CALU, como a observada na linhagem
T24 tratada com cisplatina e com a combinacdo das drogas, poderia estar relacionada a

mecanismos anti-proliferativos.

O gene LIMK?2 (lim kinases 2) tem seus produtos associados as vias reguladoras da

dindmica do citoesqueleto de células eucaridticas e € especificamente ativado pelo gene
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ROCK (Sumi et al., 2001). Estudos recentes sugerem que o LIMK?2 induz a formacdo de fibras
do fuso e adesdo focal e de vesiculas na membrana celular durante o processo apoptético
(Amano et al., 2001). Suyama et al. (2004) mostraram que a reducdo da proteina LIMK2
restringe as propriedades metastiticas das células sem afetar, no entanto, sua proliferacdo.
Dessa maneira, os dados existentes na literatura sugerem que a via RHO/ROCK/LIMK pode
ser considerada um alvo potencial para a terapia anti-metastase. Outro gene que consideramos
importante ressaltar a expressao diferenciada (reprimida nas células T24 tratadas) é o ETNK,
cuja superexpressdo tem sido relacionada a supressdao da morte celular por apoptose (Lykidis

et al., 2001) e, portanto, ao crescimento invasivo do cancer (Zafarana et al., 2002).

Genes que atuam direta ou indiretamente na resposta imunoldgica também se
mostraram reprimidos na linhagem T24 apds os tratamentos com a cisplatina e com a
combinacdo cisplatina/gencitabina. O gene SEMA4A, pertencente a classe das semaforinas,
além de ter papel importante na resposta imune, também participa de processos de
organogénese, vascularizacdo, angiogénese, apoptose neural e transformacdo neopldsica. O
SEMA4A ¢ preferencialmente expresso em células B e células dendriticas e estd envolvido na
ativacdo de células T (Kumanogoh & Kutani, 2003). Outra familia de genes importantes é a
representada pelas proteinas RGS que regulam negativamente a sinalizacdo da proteina G
heterodimérica. Essas proteinas citoplasmaticas estdo envolvidas na inicia¢do e regulacdo de
diferentes vias de sinalizagdo intracelular que controlam uma variedade de respostas celulares,

tais como proliferacdo, migracao e diferenciacdo (Woods et al., 2002).

Os genes de reparo do DNA, XRCC6 e LIG 4, foram também modulados pelo
tratamento com a cisplatina e com a combinacio cisplatina/gencitabina. E sabido que agentes
exdgenos (fisicos e quimicos), subprodutos do metabolismo oxidativo e perturbagdes na
replicacdo do DNA induzem quebras de fita dupla. Essas quebras sdo reparadas por meio de
mecanismos distintos como a recombinacdo homoéloga e o NHEJ (nonhomologous end
joining). O gene XRCC6, reprimido no tratamento com a cisplatina e com a combinagdo
cisplatina/gencitabina, e o gene LIG 4, que codifica uma ligase que também atua sobre
quebras de fita dupla, e que se apresentou induzido nos tratamentos com a cisplatina e
combinacgdes, parecem estar envolvidos nesses mecanismos (Riballo et al, 2001; Lieber et al.,
2003). A inducgdo da expressdo do gene POGK, também foi observada nos tratamentos com
cisplatina e combinado. POGK é um gene envolvido no mecanismo anti-apoptético, mas a

funcdo especifica da proteina codificada ainda nao é conhecida (Greenhalf et al., 1999).
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Portanto, nossos dados sugerem que os tratamentos com o0s agentes quimioterdpicos
afetaram a expressdo de genes relacionados a diversos mecanismos celulares, alterando a
resposta imunoldgica, a proliferacdo celular, o sistema de reparo do DNA e a estrutura e
divisdo celular. Fato que merece destaque € a repressdo do gene SMAD4 no tratamento
somente com a cisplatina nas células T24. Como ja discutido, a reduc@o dos niveis do RNAm
desse gene ja foi observada durante a progressao tumoral (Mikami et al., 2001). Assim sendo,
o gene SMAD4 mereceu destaque por que pode estar envolvido nos mecanismos de

resisténcia ou recorréncia tumoral.

O tratamento com a gencitabina também modulou genes importantes na linhagem T24,
como o DGK (diacylglycerol kinase) e o PINI que se mostraram reprimidos apds o
tratamento. O gene DGK tem atraido especial atengdo devido a fortes evidéncias que indicam
seu envolvimento na regulagdo de processos de transducdo de sinais. A proteina DGK é
abundante no citosol de linfécitos T, mas € também expressa em células endoteliais e
epiteliais, fibroblastos e oligodendrécitos. Estudo recente mostra que atividade de DGK ¢é
necessdria para transi¢do G1-S induzida por IL-2 em células T (Bacchiocchi et al., 2005). O
gene PINI, por sua vez, estd envolvido na regulacdo de muitos processos celulares, incluindo
a proliferacdo e a diferenciacdo celular. H4 evidéncias que sugerem que o PINI pode ter
funcdo na oncogénese e pode ser alvo potencial de novas drogas terapéuticas. Ha estudo que
mostra que a inibicdo do gene PINI/ em células de cancer pode levar a apoptose e/ou a
supressao de fenotipos de transformacgao (Suizu et al., 2006). Em nossos experimentos, apesar
de ter sido observada diminuicdo da sobrevivéncia celular, ndo foi observada apoptose. Pode-
se supor que este gene estaria realmente relacionado a inibicdo da proliferacdo, mas por outros

mecanismos.

Um dos genes que foi reprimido frente aos trés tratamentos com oS compostos
antineoplasicos foi o GABRB3, que pertence a familia de receptor GABA. De fato, esta
familia tem se mostrado superexpressa em tumores pancredticos, sugerindo que o aumento
transcricional destes genes € evento precoce no processo tumorigénico (Johnson & Haun,
2005). Outro gene que mereceu destaque e que também foi reprimido frente aos trés
tratamentos foi o NEKS, pertencente a familia das kinases nek, e que estd associado a estrutura
do centrossomo, além de regular a dindmica dos microttibulos e progressio do ciclo celular

para G2/M (Fry, 2002).
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Finalizando, os genes que foram destacados sdo aqueles que, ao nosso ver, poderiam
estar associados ao sucesso da terapia anti-tumoral. Os grupos de genes incluiram aqueles
relacionados, principalmente, a apoptose, ao reparo de danos no DNA e a constituintes
celulares. Nas trés linhagens estudadas, o tratamento combinado cisplatina/gencitabina levou
a grandes alteragdes no padrio de expressdo génica, especialmente sobre aqueles genes
associados a inibi¢do da proliferacdo celular, em relacdo as células ndo tratadas. Dessa forma,
nossos resultados permitem sugerir que o tratamento combinado parece ter sido o mais
efetivo, independentemente do grau do tumor, apesar de que alguns genes relacionados, por

exemplo, a oncogénese e a progressdo do tumoral foram inversamente modulados pelo

tratamento.
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6 — CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo, sobre os efeitos citotoxicos e toxicogendmicos da cisplatina
e gencitabina em trés linhagens de CCT de bexiga (RT4, de tumor grau 1 e TP53 selvagem;
5637, de grau 2 e TP53 mutado; T24, de grau 3 e TP53 mutado), permitiram as seguintes

conclusoes:

1 — os tratamentos com as drogas antineopldsicas induziram alteracdes na expressdo de genes

relacionados a apoptose, ao reparo de danos no DNA e a constituintes celulares;

2 — as células de grau 1 e TP53 selvagem (RT4) foram as mais resistentes ao tratamento com

a cisplatina, apresentando maiores taxas de sobrevivéncia;
3 - o tratamento com a cisplatina induziu atraso no ciclo das trés linhagens celulares;

4 — a cisplatina induziu taxas significativas de apoptose somente na linhagem celular de grau
1 e TP53 selvagem (RT4), indicando que outras vias seriam as principais responsdveis pela

morte celular em linhagens de mais alto grau e TP53 mutantes;

5 - os tratamentos com a gencitabina e com a combinagéo cisplatina/gencitabina induziram
parada do ciclo celular na fase G1 para as trés linhagens, até 72 horas apds a exposi¢cdo as

drogas;

6 — as células de grau 1 e TP53 selvagem (RT4) foram as mais sensiveis ao tratamento com a

gencitabina, apresentando as menores taxas de sobrevivéncia clonogénica;

7 — o tratamento combinado cisplatina/gencitabina induziu baixas taxas de sobrevivéncia nas

trés linhagens celulares, independente do grau tumoral e status do gene TP53;

8 — maior semelhanca de perfil de expressdo génica foi observado entre as células das
linhagens de tumor grau 1 e TP53 selvagem e a de grau 3 e TP53 mutado, especialmente dos

genes relacionados a apoptose e a progressao tumoral.

9 - o tratamento combinado cisplatina/gencitabina induziu grandes alteracdes no padrdo de
expressdo génica, especialmente sobre os genes relacionados a inibi¢do da proliferacdo

celular, em todas as linhagens celulares.

Finalizando, concluimos que o tratamento combinado cisplatina/gencitabina foi o que
se mostrou mais efetivo na agdo anti-proliferativa em linhagens de carcinoma de células

transicionais de bexiga.
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