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RESUMO 
 

Glioblastomas (GBM) são tumores de difícil tratamento pela alta resistência a 

quimioterápicos. Entre os GBMs a presença de células tronco tumorais (CTT) foi 

associado a um pior prognóstico para os pacientes, indicando que essas células podem 

contribuir para resistência aos tratamentos. Além disso, proteínas como XIAP e survivina 

(inibidoras de apoptose) estão altamente expressas em GBMs e, devido a sua 

capacidade de inibir caspases, podem participar de mecanismos de resistência a 

apoptose. Nesse trabalho foi estudado o silenciamento estável de XIAP ou survivina e 

seus efeitos na sensibilização de GBMs U87-MG a fármacos. Para isso, utilizou-se RNAs 

de interferência short hairpin e vetores lentivirais para o silenciamento estável de XIAP ou 

survivina combinados a diversos fármacos.  Entre os fármacos testados, doxorrubicina 

(doxo 1 μM) e vincristina (vinc) (100 nM) apresentaram os melhores resultados na 

sensibilização dos GBMs silenciados através da indução de apoptose e senescência. 

Doxo elevou a expressão das proteínas p53 e H2Ax, indicando dano ao DNA de forma 

acentuada nas linhagens silenciadas. Vinc apresentou indução de vários tipos de morte, 

com taxas de apoptose, necrose e alterações no aspecto nuclear que indicaram 

catástrofe mitótica. O efeito crônico dos tratamentos em 48 horas com doxo, 

temozolamida e vinc foi avaliado em ensaio clonogênico sem que as diferenças de 

sensibilização fossem mantidas. Com isso, sugere-se que nas células silenciadas foram 

selecionados mecanismos de resistência após os tratamentos. A formação de tumor-

esferas nas culturas de U87-MG, um indicativo da presença de CTTs, analisada após 

cinco dias de tratamento com doses reduzidas de doxo e tmz mostrou que doxo 1 nM 

selecionou as CTT e induziu senescência nas células diferenciadas, enquanto que doxo 

10 nM e tmz 5 μM reduziram o número de CTTs. Esse estudo mostrou que a inibição de 

XIAP e survivina sensibiliza GBMs a determinados fármacos principalmente através da 

indução de apoptose e senescência pela sinalização de p53. A avaliação do efeito em 

longo prazo do tratamento agudo com os fármacos estudados deve ser considerada 

como indicativo de que células silenciadas para XIAP e survivina podem desenvolver 

mecanismos que revertem o efeito do silenciamento. Além disso, dependendo da dose, 

doxo pode interferir na participação de CTTs na resistência de GBMs.  
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ABSTRACT 
 

Glioblastomas (GBM) are characterized by high resistance to chemotherapy and 

difficult treatment. The cancer steam cells in GBMs were associated to poor prognosis for 

patient, and may contribute to enhanced resistance. Moreover, inhibitors of apoptosis 

proteins as XIAP and survivin are high expressed in GBM and due to their ability to 

caspase inhibition can be involved in apoptosis resistance mechanisms. In this work we 

study the stable silencement of XIAP or survivin and its effects in U87-MG sensitization to 

chemotherapy drugs. For this, short hairpin RNA delivery through lentiviral vectors were 

used to stable knocking down XIAP or survivin combined with drugs. Among the drugs 

tested, XIAP KD cells were more sensitive to doxorubicin (doxo) 1 μM and vincristine 

(vinc) 100 nM when compared to WT or control KD cells, presenting more apoptosis and 

senescence induction. This suggests that KD of XIAP sensitizes glioma cells to specific 

drugs. Doxo enhanced expression of activated proteins p53 and H2Ax, indicating 

enhanced DNA damage in KD cells compared to WT cells. Vinc induced diverse kind of 

death in KD cells, with apoptosis, necrosis and significant changes in nuclear appearance 

as a clue of mitotic catastrophe. The chronic effect after 48 hours treatments of 

temozolomide, doxo and vinc evaluated by clonogenic assay did not present the 

sensitization due to XIAP KD. These suggest a selection of resistance mechanism after 

treatments in KD cells. The tumor-spheres formation in U87-MG cultures, an indicative of 

CSC, was analyzed after 5 days treatments with low dosis of doxo and tmz. Doxo 1 nM 

selects CSC and induces senescence in differentiated cells. Doxo 10 nM and tmz 5 μM 

reduced the quantity of CSC. The results show XIAP and survivin KD sensitizes GBMs to 

some drugs, mainly by apoptosis and senescence by p53 signaling. The long term 

analysis of acute treatment should be considered as indicative that KD cells may develop 

reversive mechanisms to the combined effect of silencing XIAP and treating with 

chemotherapic drugs. Moreover, depending of the dosis, doxo can affect CSC 

participation on GBM resistance. 
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Capítulo I 
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INTRODUÇÃO 
 

1. Gliomas 
 
 

Glioblastomas multiformes (GBM) são os tumores primários mais 

frequentes e agressivos do sistema nervoso central (SNC). Um paciente com o 

diagnóstico de glioblastoma multiforme (GBM), classificado como grau IV pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS), ainda que com todas as alternativas 

terapêuticas, tem sobrevida mediana de 10 a 14 meses após o diagnóstico (Van 

Meir, 2010). A severidade desse prognóstico provém de diversos fatores que 

tornam GBMs um tipo de tumor complexo e de difícil tratamento. Enquanto outros 

tecidos tumorais podem ter partes removidas sem a perda funcional ou com 

pequena perda funcional do órgão, o mesmo nem sempre pode ser aplicado aos 

tumores do sistema nervoso central.  

1.a. Epidemiologia 

Os dados sobre a incidência de GBMs são escassos na literatura, sendo na 

maioria das vezes descritos para a população norte-americana, onde são 

bastante freqüentes (CBTRUS, 2011). O perfil mais comum dos pacientes com 

gliomas norte-americanos é formado por homens, com idade em torno de 

sessenta anos, brancos, casados e que passaram por cirurgias e radioterapia 

como terapia (Johnson, 2011). Desde que a combinação de radioterapia e 

temozolamida (TMZ) foi proposta, em torno do ano de 2005, a sobrevida 

aumentou em apenas dois meses. Isso indica que os tratamentos oferecidos 

atualmente vêm melhorando pouco ao longo dos anos, com o agravante do 

número crescente de pacientes (Lawrence, 2011). Krakstad (2010) comenta ainda 
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Figura 1. Taxa de mortalidade entre homens 
portadores de câncer do SNC nos países da 

América do Sul (CBTRUS, 2011). 

que a baixa incidência de 6-7/100000 novos casos coloca os GBMs entre 

“doenças órfãs”, no sentido de que não chamam muita atenção da indústria 

farmacêutica. 

Nos registros do sítio eletrônico da Central Brain Tumor Registry of the 

United States (CBTRUS) é possível encontrar dados demonstrando a incidência 

de tumores do SNC no Brasil nos últimos anos. De 1996 a 2008 foi registrado um 

aumento de 2000 para aproximadamente 3500 casos de morte por câncer no 

SNC, sendo os homens os mais atingidos. Comparando os dados registrados de 

países da América do Sul, o Brasil apresenta a dados crescentes e uma maior 

incidência de câncer de SNC (figura 1), tendo registrado 3590 mortes por esse 

tipo de câncer em 2008 

(CBTRUS, 2011). De 

acordo com a Consulta 

Pública 30/2010 no sítio 

eletrônico do Governo 

Federal do Brasil, os 

tumores cerebrais 

malignos representam 

apenas 2% dos cânceres 

que ocorrem no país, mas 

que apresentam as 

maiores taxas de 

mortalidade em adultos (2010). 
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1.b. Características dos GBMs 

As principais características dos GBMs são: invasibilidade, alta 

tumorigenicidade, resistência a quimioterapia e recidiva após tratamento 

radioterápico. Desvendar características moleculares da complexidade tumoral é 

fundamental para o desenvolvimento de diagnósticos diferenciais e tratamentos 

que considerem a heterogeneidade celular e as diferentes vias de sensibilização a 

morte celular. 

Os GBMs são divididos pela análise histopatológica em diferentes graus de 

malignidade pela OMS, sendo os astrocitomas de grau III e glioblastomas de grau 

IV considerados os tipos mais agressivos. Entre os gliomas malignos, 60 a 70% 

são GBMs, 10 a 15% são astrocitomas anaplasicos, 10% oligodendromas 

anaplasicos (Louis, 2006; CBTRUS, 2011). O diagnóstico clinicopatológico é 

normalmente baseado em estudos histológicos que possibilitam observar 

alterações da morfologia nuclear, atividade mitótica, a vascularização e ocorrência 

de necrose. No entanto, a expressão de genes específicos já é considerada para 

avaliação preditiva da agressividade tumoral frente aos tratamentos (Van Meir, 

2010). 

A histopatologia dos GBMs é bastante heterogênea e isso, além de indicar 

uma complexidade de microambiente tumoral, também justifica em grande parte a 

resistência da massa tumoral. Se pensarmos que nessa heterogeneidade celular 

há também uma heterogeneidade molecular (genética e epigenética) e, portanto 

diferentes níveis de envolvimento de proteínas da tumorigênese permitindo 

invasibilidade de resistência a diversos fármacos. Esse quadro complexo ilustra 
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bem a principal dificuldade do desenvolvimento de novas terapias, e estratégias 

que buscam atingir alvos comuns a essa diversidade celular ou seguir buscando 

novos alvos. 

1.c. Tratamentos dos GBMs 

Atualmente, os tratamentos de GBMs são baseados na ressecção cirúrgica 

do tumor, seguido por radioterapia concomitante ao tratamento com TMZ. Embora 

a radioterapia venha se aperfeiçoando para atingir um tumor de características 

morfológicas irregulares (Stieber, 2007), a combinação com um fármaco 

adjuvante, especialmente TMZ, foi o principal avanço nos últimos anos (Stupp, 

2009).  A TMZ é um fármaco aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) 

desde 1999 com uma expectativa de aproximadamente 20% de resposta dos 

pacientes com astrocitoma, e posteriormente, em 2005 indicado para pacientes 

com GBMs  (Yung, 1999; Cohen, 2005). O fármaco é um agente alquilante 

administrado via oral capaz de metilar preferencialmente as posições N-7 ou O-6 

dos resíduos de guanina da molécula de 

DNA, gerando danos. 

Implantes de Carmustina (BCNU) 

(comercialmente encontrado como 

GLIADEL® WAFER, Eisai Inc.) foram 

propostos para o local da ressecção 

cirúrgica, seguidos pela radioterapia e 

tratamento com TMZ com boas 

perspectivas de aumento de sobrevida 

para os pacientes (Westphal, 2003). No 

 
Figura 2. Mandrágora americana 

(Podophyllum pellatum),contém o 

princípio ativo de etoposídeo. 

Adaptado de Mann (2002). 

 



 

25 

 

Figura 3. “Maria-sem-

vergonha” 

(Catharanthus roseus), 

planta que contém o 

princípio ativo de 

vincristina. Adaptado 

de Mann (2002). 

 

entanto, alguns estudos chamaram a atenção para uma possível toxicidade de 

BCNU sistêmico em baixas doses e curta meia-vida (Westphal, 2003). De acordo 

com Pan (2008), a combinação BCNU e TMZ não traz efeitos tóxicos e mesmo 

com a aprovação do FDA, muitos oncologistas ainda tem receio de seguir com 

uso de implantes de BCNU. A toxicidade induzida pela combinação de TMZ e 

BCNU é bastante controversa e foi colocada em dúvida especialmente porque 

ambos os fármacos interferem na molécula de DNA (ainda que por mecanismos 

diferentes – Tabela 1) (Zhang, 2006).  Além disso, foi demonstrado em estudos 

recentes que possivelmente não tenham o efeito proposto inicialmente (Noel, 

2011) e poderiam igualmente conferir resistência aos GBMs (Reithmeier, 2010). 

Os tratamentos de “segunda linha” para GBM ganham espaço frente à 

severidade ainda presente no prognóstico dos pacientes. A combinação de 

radioterapia-TMZ embora muito respeitada, nem de 

perto resolve a problemática da maioria dos pacientes 

com GBM. Outros fármacos com alvos similares a TMZ 

como etoposídeo (ETOPO) (VP-16, Eposin, Etophos, 

Vepesid) e doxorrubicina (DOXO) (Adryamicin®) que 

tem como alvo a inibição de enzimas Topoisomerases 

são também consideradas como estratégia terapêutica 

(Martínez, 2005). ETOPO foi extraído de uma planta 

nativa da América do Norte chamada de mandrágora 

americana (Podophyllum pellatum, figura 2), e atua na 

inibição da replicação através da interação com 

Topoisomerases II (Montecucco, 2007). 
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Figura 4. “Teixo-do-

pacífico” (Taxus brevifolia), 

fonte do princípio ativo de 

taxol. Adaptado de Mann 

(2002). 

 

A molécula de DOXO (tabela 1) atua como intercalante de DNA e 

consequentemente, inibe a atividade da enzima Topoisomerase I na transcrição e 

ao estabilizar o complexo Topoisomerase II e o DNA, acaba inibindo também a 

replicação. DOXO é mais frequentemente utilizado para tratamentos de câncer de 

mama, tumores sólidos da infância, sarcomas e linfomas agressivos; desenvolve 

toxicidade aos tecidos sadios, levando especialmente a cardiomiopatias crônicas 

quando administrado de forma sistêmica. As doses usadas nos pacientes variam 

de um pico de 5 μM até a estabilidade no plasma entre 25 e 250 nM, o que chama 

atenção para que se tenha cautela com estudos que utilizam doses acima de 1 

μM  (Minotti, 2004). DOXO (Adryamicin®) é uma antraciclina extraída da bactéria 

Streptomyces peucetius desde a década de 1960, que mesmo não sendo capaz 

de atravessar a barreira hematoencefálica, vem sendo considerada para 

tratamento de gliomas combinada a outros fármacos (Almubarak, 2008) através 

de estratégias como injeções diretas na região 

tumoral (Lesniak, 2005), associação com 

lipossomas (Kikuchi, 2008; Chen, 2011; Qin, 2011) 

e o desenvolvimento de nanopartículas (Steininger, 

2004; Verreault, 2011; Wohlfart, 2011). Os esforços 

para o desenvolvimento de novas formas de 

administração de DOXO buscam a redução ou 

eliminação dos efeitos sistêmicos, além de permitir 

que as doses maiores, estudadas na literatura, 

sejam factíveis dentro da prática clínica.  
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Outra estratégia considerada na terapia de gliomas e outros tipos de 

câncer é o uso de inibidores de microtúbulos, como Taxol e Vincristina (VINC), 

capazes de alterar o citoesqueleto e principalmente a segregação das cromátides 

irmãs durante a mitose. VINC é um alcalóide, inibidor de microtúbulos, encontrado 

em plantas vincas ou como são popularmente conhecidas no Brasil, “maria-sem-

vergonha”(Catharanthus roseus) (figura 3). Os estudos de VINC já apontam um 

bom potencial terapêutico, possivelmente induzindo eventos como catástrofe 

mitótica (Vakifahmetoglu, 2008).  

Apesar disso, a combinação de VINC com procarbazina e lomustina não 

teve efeito diferencial quando comparado com TMZ em pacientes com gliomas 

recorrentes (Brada 2010). 

O mesmo efeito é atribuído ao Taxol (Paclitaxel®) que é também um 

alcalóide extraído da casca de uma árvore conífera da América do Norte, 

popularmente chamada de teixo-do-Pacífico (Taxus brevifolia, figura 4). 
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Tabela 1. Principais alvos dos fármacos utilizados nessa tese. 

Fármaco Composição Alvos Referências 

Carmustina  /BCNU / Gliadel® 
 
1,3-bis (2-chloroethyl)-1-nitrosourea  
 

 

Agente alquilante de DNA (Reithmeier  2010) 

Cisplatina 
 
cis-diaminodicloroplatina (II) 
 

 

Dano ao DNA através da formação 
de crosslinks; inibe a transcrição de 
RNA; induz parada do ciclo celular 
(G2); induz apoptose. 
 

(Sorenson 1990; 
Mello 1995; Li 
2011) 

Etoposídeo 
 
4'-demethyl-epipodophyllotoxin 9-
[4,6-O-(R)-ethylidene-beta-D-
glucopyranoside], 4' -(dihydrogen 
phosphate) 

 

Ligação a Topoisomerase II, 
induzindo quebras duplas no DNA. 

(Sevim 2011) 

Doxorrubicina 
Adryamicin® 

 
 

 

Agente intercalante, alquilante, 
Inibidor de Topoisomerase II, e 
indutor de crosslinks; ativa ligação de 
p53 ao DNA; induz parada no ciclo 
celular (G2); induz apoptose; induz 
senescência celular. 
 

(Rebbaa 2003; 
Minotti 2004; 
Kurata 2008) 

Quercetina 
 
3,3',4',5,7-Pentahydroxyflavon 

 

Ação antioxidante; promove ativação 
da proteína p53 e paradas no ciclo 
celular. 

(Tanigawa 2008) 

Resveratrol 
 
trans-3,5,4'-Trihydroxystilbene 

 

Atua em diversos alvos de indução 
de apoptose; capaz de ligar-se a 
DNA/RNA; proteína de resistência a 
múltiplos fármacos; Topoisomerase 
II; receptor de estrógeno; tubulina; 
PDE4,  entre outros alvos; inibição 
de crescimento celular. 

(Harikumar 2008; 
Shakibaei 2009; 
Park  2012) 

Taxol / Paclitaxel® 
 

 

Bloqueio da mitose através da 
estabilização dos microtúbulos; induz 
dano ao DNA e apoptose; parada do 
ciclo celular (G2/M). 
 

(Wang  1999; 
Wertz  2011) 

Temozolamida / Temodar® 

 

Dano ao DNA através da metilação 
de sítios nucleofílicos (efeito 
reversível pela enzima O

6
-

metilguanina-DNA) Induz apoptose e 
senescência; 
 

(Gunther 2003; 
Cohen 2005) 

Vincristina / Oncovin® 

 

Bloqueio da mitose através dos 
microtúbulos; induz apoptose. 

(Shinwari 2008) 
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Fármacos como erlotinib (Tarceva®), imatinib (Gleevec®) e enzastaurin 

atuam em alvos protéicos, mais especificamente na inibição do fator de 

crescimento epidermal (EGFR), de sítios tirosina cinase, e da sinalização de 

(VEGF) respectivamente. 

Nos últimos anos, a inovação para a estratégia de inibição de angiogênese 

para tratamento de GBM recorrentes foi o uso de um anticorpo monoclonal 

recombinante para o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o 

bevacizumab (Avastin®) (Pope, 2006; Almubarak, 2008). Esse é o mais novo 

fármaco autorizado pelo FDA para tratamento de GBM desde o ano de 2009 

(Cohen, 2009), o qual atua em células endoteliais na inibição da formação de 

novos vasos e consequentemente reduzindo o aporte de oxigênio para o tumor. 

Apesar disso, a interação de bevacizumab e a barreira hematoencefálica ainda 

não é bem elucidada, e alguns estudos demonstram que pode reduzir o efeito de 

outros fármacos (Thompson, 2011). 

Além de novos fármacos, agentes adjuvantes a terapias convencionais são 

propostos. Compostos como resveratrol e quercetina estão sendo propostos 

como agentes adjuvantes da terapia de gliomas (embora a principal contribuição 

sejam como agentes preventivos e não terapêuticos). O resveratrol é um polifenol 

encontrado na uva, no vinho tinto, frutas vermelhas, amendoim e nozes, entre 

outras fontes (Careri, 2003). Vários estudos já demonstraram que o resveratrol 

tem potencial de inibir o crescimento celular (Kundu, 2008). Já o flavonóide 

quercetina, pode ser encontrado na cebola, brócolis, tomate, alface, chá verde, 

maçã, vinho tinto, suco de uva, azeite de oliva, fruta vermelhas, alcaparras entre 

outras fontes (Hertog, 1992; Hertog, 1993). Estudos com quercetina demontram 
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que o composto é capaz de induzir a morte celular por necrose e apoptose, 

inclusive gliomas, ainda por mecanismos desconhecidos (Hertog, 1993). Foi 

demonstrado que a combinação de resveratrol e quercetina pode induzir 

senescência em linhagens de GBMs de rato, indicando que o uso desses 

compostos pode auxiliar na terapia do câncer (Zamin, 2009). 

Ainda que a combinação radioterapia-TMZ seja considerada o caminho 

mais “seguro” no tratamento de GBMs, e bevacizumab seja uma boa perspectiva 

terapêutica, é preciso ressaltar que esse tipo de tumor é composto por células 

diferentes e que a chance de resistência persiste em diferentes tratamentos. Isso 

intensifica a necessidade de compreensão dos diversos mecanismos moleculares 

de resistência que possam estar presentes no tecido tumoral de GBMs.  

Terapia Gênica e RNA de Interferência 
 
Os fármacos usados na quimioterapia do câncer podem interferir em 

muitas proteínas e fatores ao mesmo tempo, sendo difícil definir muitas vezes o 

alvo atingido e os possíveis efeitos negativos. O uso da terapia gênica pode 

atingir diretamente proteínas alvos e auxiliar na compreensão da maquinaria de 

resistência à morte celular. A modulação gênica de tumores possibilita a ativação 

de supressores tumorais e repressão de oncogenes através do uso de vetores de 

expressão e RNAs de interferência. Essa metodologia contribui também para o 

estudo de alvos terapêuticos que merecem atenção para o desenvolvimento de 

moléculas inibidoras e novos quimioterápicos. 

Um estudo in vivo de gliomas usando vetor lentiviral para a inibição de Bcl-

2 (proteína inibidora de apoptose) com shRNAi combinada com a expressão de 

TRAIL (ativador da resposta apoptótica) trouxe boas perspectivas a essa 
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metodologia (Kock, 2007). Recentemente outro estudo mostrou que o 

silenciamento usando retrovírus e RNAi contra PLK1 (polo-like kinase-1)  e 

MMP14 (matrix metalloprotease-14) pôde silenciar alvos de uma linhagem 

humana de fibrosarcoma humano, levando a apoptose, redução da invasão e do 

volume do tumor induzido por essas células in vivo (Schaser, 2011). 

A inibição de XIAP (X-linked Inhibtor of apoptosis) através de RNAi e 

moléculas inibidoras (Schimmer, 2004) conseguiu induzir apoptose e 

sensibilização de tumor gástrico in vivo (Tong, 2005). O uso de vetor adenoviral 

contendo antisenso de XIAP foi capaz de suprimir o crescimento de GBMs em 

camundongos (Naumann, 2007). O efeito crônico do silenciamento de IAPs na 

resistência de gliomas a diferentes quimioterápicos ainda não está claro, visto que 

os mecanismos de morte celular são complexos e altamente regulados. 

1.d. Origem dos GBMs 

A formação dos GBMs tem como origem as células tronco neurais ou 

precursoras de oligodendrócitos, que sofreram mutações ou outras alerações 

epigenéticas (Hadjipanayis, 2009; Liu, 2011). Entre tumores solidos, como 

gliomas, existem evidências de uma organizacao hierarquica sustentada por uma 

subpopulação que renova o repertório de celulas tumorais (tanto tumorigênica 

quando não-tumorigênica) (Visvader 2008). 

Em muitos tipos de tumores, inclusive GBM, são encontradas as células 

tronco tumorais (CTT), que apresentam algumas características de células tronco. 

Se as características tronco das CTTs são uma manutenção das características 

tronco das células de origem ou se elas se originaram de uma reprogramação 

celular ainda está em aberto (Hadjipanayis, 2009). Marcadores de células tronco 
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neurais, como CD133 (Promini-1) (Singh 2004; Gentao 2006), NANOG (Brandner, 

2010) e OCT4 (Du, 2009), identificados na população de GBMs sustentam as 

hipóteses da presença de células com características tronco (Venere, 2011). As 

CTTs quando isoladas de tumores malignos são capazes de formar novos 

tumores em camundongos (Liu, 2011), acentuando a ideia de que células com 

características tronco mantém tumores e podem ser responsáveis pela recidiva 

dos mesmos. Isto reforça uma das características fundamentais das CTTs, que é 

a capacidade de formar novos tumores, tanto em modelos in vivo de crescimento 

tumoral, quanto após um tratamento, numa rescidiva.  

A progressão tumoral é marcada por estímulos oncogênicos que atingem 

as células ao longo do densenvolvimento e levam a alterações de expressão de 

diversas proteínas como apresentado na figura 5. 

 

Figura 5. Origem e evolução das células tronco tumoral (CTT).  A hierarquia 

celular normal compreende CTTs que progressivamente geram células 

progenitoras e células progenitoras determinadas, obtendo-se todos os tipos de 

células maduras que constituem um tecido. Embora a célula de origem de um 

tumor particular possa ser uma célula precursora inicial como a progenitora, o 

acúmulo de mutações epigenéticas em uma célula dentro de uma população 
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alterada (e expandida) durante a progressão neoplásica pode resultar no 

surgimento de células tronco tumorais (CTT). Nesse modelo, apenas as CTTs são 

capases de sustentar a tumorigênese. Entretanto, a célula de origem na qual a 

tumorigênese está iniciada, pode ser distinta das CTT que propagam o tumor. 

Adaptado de Visvander (2011). 
 

Uma característica importante das CTTs é a capacidade aumentada de 

reparo de danos ao DNA, mecanismo que pode conferir resistência ao tratamento 

radioterápico (Bao, 2006). A resistência a quimioterápicos que não tem DNA 

como alvo principalmente pode também ser atribuído a alta expressão de 

transportadores ABC (ATP-binding cassette transporters), capazes de bombear 

para fora os fármacos do interior da célula (Frank 2005, Elliott, 2009). A presença 

de CTTs nos GBMs faz com que as novas terapias considerem as características 

dessas células para melhorar a eficácia dos tratamentos e evitar a recorrência 

desses tumores (Venere, 2011). 

1.e. Características moleculares dos GBMs 

As principais alterações na expressão gênica e protéica dos gliomas, assim 

como em outros tipos tumorais, estão relacionadas à superexpressão ou ativação 

de oncogenes e o silenciamento de genes supressores de tumor. O 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas depende da boa compreensão 

do envolvimento das vias de proliferação celular, ciclo celular, apoptose e dano ao 

DNA. Um estudo com 34 linhagens celulares de GBMs identificou as proteínas 

p53, p16 e proteína homóloga fosfatase/ tensina deletada do cromossomo 10 

(PTEN) como as alterações mais freqüentes (Ishii, 1999). É importante lembrar a 

dificuldade de avaliar o efeito das vias estudadas devido a heterogeneidade 

celular de tumores como GBMs. As principais alterações genéticas encontradas 

entre os GBMs envolvem pelo menos três vias: a via da proteína de 

http://en.wikipedia.org/wiki/Gene_cassette
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retinoblastoma (Rb); a via do receptor tirosina cinase (RTK), RAS e 

fosfatidilinositol 3 cinase (PI3K); via da proteína p53 (Cancer Genome Atlas 

Research Network, 2008; Cerami, 2010; Fan, 2010) (figura 6).  

 

Figura 6. Alterações genéticas frequentes em três vias de sinalizações 

críticas em gliomas. Nas vias de sinalização de RTK/RAS/PI-3K (a), p53(b), 

RB(c), vermelho indica alteração de ativações gênicas, sendo os mais frequentes 

indicados pelo vermelho mais intenso. Do contrário, a cor azul indica a alterações 

inativadoras, sendo mais frequentes em tons mais escuros. Para cada 

componente alterado consta a natureza da alteração e percentagens de tumores 

afetados. Nas caixas em azul se encontram as percentagens finais de alterações 

em gliomas com no mínimo um componente conhecido da correspondente via. 

Adaptado de Cancer Genome Atlas (2008). 
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Via da Proteína RB 

A via de RB é formada por cinco famílias de proteínas que tem como 

principal função regular a proliferação celular através da ativação e inibição de 

fatores que promovem ou suprimem o crescimento celular. Entre as famílias 

envolvidas na via de RB estão inibidores de cinase dependente de ciclina (CDKI); 

ciclinas D; cinases dependentes de ciclina (CDK); fatores de transcrição E2F; e a 

família de RB. A desregulação da via RB ocorre principalmente por alterações das 

proteínas RB, p16 Ink4a e ciclina D1 (Knudsen, 2010). 

RB é fundamental para o controle da progressão do ciclo celular e 

diferenciação celular pela regulação da passagem da fase G1 para S, quando 

ocorre a síntese do DNA. A fosforilação de RB realizado pelo complexo 

CDK4/ciclina-D1 impede a ligação de RB e E2F, permitindo que E2F atue como 

fator de transcrição de proteínas importantes para início da fase S do ciclo celular. 

A proteína p16INK4a ao impedir a formação do complexo CDK4/ciclina-D1, inibe 

a fosforilação de pRB, impedindo a progressão do ciclo celular para fase S (Khidr, 

2006; Knudsen, 2010). Entre os GBMs, alterações da via de RB são observadas 

por frequentes deleções de RB e p16ink4a, além de amplificações de CDK4, 

como visto na figura 7 (Cancer Genome Atlas Research Network, 2008). 
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Figura 7. Via da proteína RB na terapia do câncer.  Alterações genéticas e 

epigenéticas da via da RB são constantemente presentes em gliomas, sendo as 

principais alterações resumidas na caixa lilás no canto superior direito da figura. O 

estado da via de RB afeta a resposta celular à radiação e fármacos genotóxicos, 

que causam paradas no ciclo celular pela degradação de ciclina-D1 e a 

consequente defosforilação de RB. O estado da via de RB também altera a 

resposta celular a hormônios e outras estratégias terapêuticas de bloqueio da 

sinalização de mitose. Falhas na via da RB causam desregulação da atividade de 

E2F, que estimula a expressão gênica para a transição de G1/S e apoptose. As 

estratégias terapêuticas em potencial que agem diretamente nessa via estão 

apresentados em caixas em laranja, e incluem a reativação da expressão de 

p16INK4a nos casos em que o gene está silenciado, mas não mutado; a inibição 

da ativiadade cinase de Cdk4/6, e o aumento de apoptose dependente de E2F. 

Adaptado de Knudsen (2010). 

 

Via de Sinalização de Proteína RTK  

A família dos receptores tirosina cinase em humanos é formada por 

aproximadamente 58 receptores de superfície celular que possuem funções 

chaves de eventos celulares como proliferação, diferenciação, sobrevivência, 

metabolismo, migração e controle do ciclo celular (Robinson, 2000). Os membros 
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da família RTK compartilham a presença de uma hélice transmembrana com 

domínio de ligação na região extracelular e uma proteína tirosina cinase na região 

citoplasmática (Lemmon, 2010). Em geral, a ativação acontece pela dimerização 

dos receptores que fosforilam um ou mais substratos vizinhos, estimulando uma 

cascata de sinalização como as vias de PI3K e Ras (figura 7).  

Os receptores de fator de crescimento epidermal (EGFR), receptor de fator 

de crescimento derivado de plaquetas (PDGFRA), receptor homólogo 2 do 

oncogene viral da leucemia eritoblástica (ERBB2) e o receptor do fator de 

transcrição mesenquimal-epitelial (MET) são alterados em 88% dos GBMs, 

havendo maior destaque aos EGFRs (Cancer Genome Atlas Research 

Network,2008) (figura 7). Muitos membros da família de receptores de EGFs 

(EGFRs) estão freqüentemente alterados nos GBMs, entre eles, ERBB2 (Cancer 

Genome Atlas Research Network, 2008).Esses receptores RTK influenciam vias 

de transdução de sinal, proliferação e sobrevivência da célula. Entre essas vias, 

se destacam as vias de RAS e PI3K. 

RAS é uma GTPase e um dos primeiros oncogenes humanos descritos, 

alterados em 30% dos tumores (Van Meir 2009), mas encontrados com mutação 

em apenas 3% dos GBMs. No entanto, o regulador negativo de RAS, 

neurofibromatose 1 (NF1) aparece deletado em 18% dos GBM, desta forma 

levando a uma ativação da via da RAS (Cancer Genome Atlas Research Network, 

2008). A complexidade da influência de RAS atinge além das vias de progressão 

do ciclo celular, a motilidade do citoesqueleto celular, transdução de sinais, 

apoptose, as junções celulares, endocitose, o transporte nuclear de cálcio,o 

tráfego de membranas e  formação de vesículas (Malumbres, 2003). 
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A via da PI3K pode ser ativada pela RAS ativada (ligada a GTP) e 

estimular com a complexa via da proteína Akt que implica proliferação e 

sobrevivência celular atuando em diversos alvos. PI3K é inibida por PTEN, mas 

em GBMs essa interação está desregulada por mutações em PI3K ou ainda por 

alterações que levam à inativação da própria PTEN (Stokoe, 2009; Van Meir, 

2009)  

Via da Proteína p53 

A proteína p53 é um conhecido supressor tumoral com diversas alterações 

descrita para a maioria dos tumores, sendo alterado em 87% GBMs (Cancer 

Genome Atlas Research Network, 2008). Entre muitas funções atribuídas ao gene 

está a de fator de transcrição de uma série de genes envolvido em vias anti-

proliferativas, pró-apoptóticas, anti-angiogênicas e ser um importante regulador do 

ciclo celular (através da regulação de p21, inibidor de CDKs). No citoplasma, a 

p53 interage com proteínas mitocondriais de forma determinante da via intrínseca 

de apoptose. Mesmo interligando tantas vias, a denominação de “guardiã do 

genoma” é referida como a mais importante função de p53. Essa atribuição é 

dada devido à importância de p53 em possibilitar paradas de verificação e 

correção de danos ao DNA ao longo ciclo celular e ainda induzir a apoptose caso 

esses danos não sejam reparados (Van Meir, 2009).  

A função de p53 pode ser regulada pela elevada atividade de MDM2, que 

promove a degradação da p53 através da sua ubiquitinação no citoplasma. P53 é 

também fator de transcrição de MDM2, que se encontra mutada em 14% dos 

GBMs, contribuindo a favor da progressão tumoral (Cancer Genome Atlas 

Research Network, 2008). Modificações de perda de função em PTEN podem 
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“proteger” p53 da ubiquitinização de MDM2. Isso porque PTEN inibe PI3K/Akt, 

responsáveis pela translocação de MDM2 ao núcleo, impedindo a degradação de 

MDM2 no citoplasma. Muitos GBMs têm PTEN mutada ou com alguma alteração, 

fazendo com que mesmo havendo p53 normal, uma maior presença de MDM2 

pode reduzir os níveis de p53 nuclear e conseqüentemente, inibir as funções de 

fator de transcrição de genes pró-apoptóticos e a resposta apoptótica a danos a 

DNA (Mayo, 2002). 

A sinalização de p53 participa da via apoptótica pela influência na 

transcrição de proteínas como BCL2. No citoplasma, p53 atinge a via mitocondrial 

de apoptose ao formar complexos com BCLXL e BCL2, além de induzir a 

transcrição de PUMA, Noxa e BAX (Fridman, 2003). 

 

       2. Morte Celular 

A compreensão e o combate ao câncer dependem dos estudos que 

caracterizam a morte celular. Uma célula normal possui diversos mecanismos que 

priorizam uma morte celular sem prejuízo ao organismo. In vivo, a morte de uma 

celula pode ser ativada por células do sistema imune em resposta a uma infecção 

viral, por exemplo. Desde a década de 1960 se procura caracterizar mecanismos 

de morte celular, que inicialmente foram descritos baseados apenas na morfologia 

celular observada no microscópio (figura 8). Kroemer (2005) definiram morte 

celular como a perda irreversível da integridade da membrana plasmática 

(Kroemer, 2005), mas ainda hoje, através de análises moleculares, os tipos de 

morte são descritos de acordo com a via ou família de proteínas envolvidas. 

Métodos bioquímicos se sobressaem à análise morfológica pela possibilidade de 
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quantificarmos a participação de proteínas chaves do processo de morte. No 

entanto, a análise bioquímica/molecular requer o uso de vários marcadores para 

evitar falsos indícios de morte celular. Entre as principais análises realizadas para 

detecção de morte celular estão a ativação de caspases, a exposição de fosfatidil 

serina (indica a exposição da parte interna a membrana plasmática), a geração de 

espécies reativas de oxigênio, a integridade da membrana mitocondrial e o estado 

de proteínas relacionadas com a sobrevivência celular como p53. O conjunto de 

métodos permite diferenciar os principais tipos de mortes estudados: a apoptose, 

a necrose, a catástrofe mitótica, a morte celular autofágica e mais recentemente 

descrita, a necroptosis (Galluzzi, 2011).  

 

 

Figura 8. Características morfológicas da morte celular vista por 
microscopia eletrônica. (a) Células de câncer de pulmão não-pequenas células 
(H1975) em apoptose, induzida pelo inibidor do receptor de fator de crescimento 
epidermal (EGFR). Observe o encolhimento da célula e a completa condensação 
nuclear (picnose). (b) Células de câncer epitelial humano (HeLa) tratado com 
toxina tapsigargina que afeta o retículo endoplasmático. As células nesse caso 
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sofrem autofagia devido ao acúmulo massivo de vacúolos citoplasmáticos de 
dupla membrana (seta) contendo organelas ou parte do citosol. (c) Células de 
carcinoma de colon humano (HCT116) respondendo ao estímulo necrótico. O 
núcleo se mantém intacto, com nucléolos bem definidos, enquanto o citoplasma e 
a membrana plasmática se encontram degradados. (d) Células HCT116 tratadas 
com substâncias que alteram a dinâmica dos microtúbulos. As células 
apresentam características de catástrofe mitótica como a multipolaridade mitótica 
alterada (AM), assim como o fenômeno de multinucleação (M). A barra de escala 
representa 1 μm. Adaptado de Galluzzi (2007). 
 

2.a. Apoptose 

Apoptose é um mecanismo de morte altamente difundido entre os 

organismos para manutenção da homeostase, defesa imune e desenvolvimento, 

permitindo maior complexidade na evolução dos organismos biológicos (Wei, 

2008). O termo “apoptose” vem do grego (apo=separação/ ptosis= queda), pois 

inicialmente foi relacionado à queda das folhas vegetais. Há muitos anos se 

estuda a apoptose celular, que primeiramente era analisada através da morfologia 

celular (Kerr, 1972; Cotter, 2009) e hoje é caracterizada através de diversos 

marcadores moleculares. 

Morfologicamente a apoptose se caracteriza por alterações nucleares como 

a condensação e fragmentação da cromatina, pequenas modificações nas 

organelas, encolhimento de toda a célula, formação de bolhas de membrana 

(blebbing) e formação de corpos apoptóticos contendo material citoplasmático. É 

importante salientar que esses eventos ocorrem sem a perda da integridade da 

membrana plasmática (Kerr, 1972). Os corpos apoptóticos são englobados e 

digeridos por macrófagos sem que ocorra a produção de citosinas, permitindo que 

o processo inflamatório não seja ativado (Elmore, 2007). 

As diversas vias de sinalização de apoptose, consideradas sofisticadas e 

complexas, requerem gasto de ATP. Duas vias principais regem a apoptose, uma 
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via extrínseca e uma via intrínseca que divergem na forma de ativação de 

apoptose, mas caminham na mesma direção final. A cascata de ativação de 

caspases é o sinal primordial de toda a via apoptótica - embora já se tenha 

registrado apoptose independente de caspases, em que a fragmentação do DNA 

tenha sido mediada de maneira alternativa (Joza, 2001). As caspases executoras 

3, 6 e 7 clivam uma série de substratos, como PARP, resultando na degradação 

do citoesqueleto e de proteínas nucleares, formação de corpos apoptóticos, 

expressão de receptores recrutadores de células fagocitárias e degradação do 

DNA (Elmore, 2007) (figura 9). 
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Figura 9. Via intrínseca e extrínseca de apoptose. (a) O estímulo apoptótico 
intrínseco, como o dano ao DNA ou ao retículo endoplasmático (RE), ativam BCL-
2 que ativa BAX e BAK, permeabilizando a membrana mitocondrial externa 
(MOMP - mitochondrial outer membrane permeabilization). A liberação de várias 
proteínas mitocondriais promove a ativação de caspases e apoptose. Citocromo c 
se liga APAF1, induzindo a oligomerização e assim a formação do apoptossoma 
que recruta e ativa caspase 9. Essa ativação ativa caspases executoras 3 e 7, 
levando a apoptose. A liberação de SMAC/DIABLO e OMI/HTRA2 da mitocôndria 
neutraliza a inibição de caspases realizadas por XIAP. (b) A via extrínseca é 
iniciada pela ativação dos receptores de morte, levando ao recrutamento de 
moléculas adaptadoras como FADD e então caspase 8 que cliva diretamente 
caspase 3 e 7, levando a apoptose. A ligação entre as vias intrínsecas e 
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extrínsecas ocorre através da clivagem de caspase 8 e ativação de BID. Alterado 
de Tait (2010). 
 

Via extrínseca 

 A via extrínseca é marcada pela ativação de sinais externos à célula, 

havendo a participação de vários receptores transmembrana que propagam o 

sinal para o citoplasma. Os chamados receptores de morte (death receptors-DR) 

são membros da família TNFR (Tumor Necrosis Factors Receptors) que se 

caracterizam pela ativação através de ligantes específicos que ativam a 

sinalização apoptótica.  

Entre os principais e melhor caracterizados DR estão o FasR ( Ácido graxo 

sintase – Fatty acid sinthetase Receptor; CD95 – Cluster of Differentiation 95; 

APO-1 – Apoptosis antigen 1), TRAIL-R1 (TNF-related apoptosis-inducing ligand 

Receptor 1), TRAIL-R2 (TNF-related apoptosis-inducing ligand Receptor 2) e 

TNFR1 (Tumor Necrosis Factors Receptor 1), que divergem de acordo com os 

respectivos ligantes: CD95 (FasL – Fas Ligante); TRAIL/APO2L (APO2 Ligante) e 

hTNF (human TNF)-(Mahmood, 2010; Galluzzi, 2011). Esses receptores possuem 

subdomínios ricos em cisteínas que interagem com ligantes específicos na região 

extracelular e, na região intracelular (DR), interagem com adaptadores FADD (Fas 

Associated Death Domain), TRADD (TNFR-associated Death Domain) ou DAXX 

(Death Domains Associated protein) (Elmore, 2007; Mahmood, 2010). Em 

questão de segundos após a ativação do receptor, a cascata de caspases é 

ativada através da dimerização de caspase 8, que cliva e ativa as caspase 3 e 7 

para efetivação de apoptose em algumas horas (Mahmood, 2010; Tait, 2010) 

(figura 9).  
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Via Intrínseca 

A via intrínseca de apoptose não é mediada por receptores; tem como 

cerne a permeabilidade da membrana externa da mitocôndria ou MOMP 

(Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization). Os gatilhos dessa via não são 

tão específicos como os da via extrínseca e possui um grande número de fatores 

que podem ser negativos ou positivos. Negativos se remetem à ausência do 

estímulo de fatores de crescimento, hormônios e citocinas que inibem a apoptose. 

Entre os estímulos positivos estão a radiação, toxinas, hipóxia, hipertermia, 

infecções virais e radicais livres (Elmore,  2007). A MOMP é regulada por uma 

série de proteínas da família Bcl-2 (B cell lymphoma 2), responsáveis pela 

formação de poros através da dimerização de proteínas como BAK e BAX.  

A liberação de citocromo c é a principal conseqüência da MOMP, que 

juntamente com SMAC/DIABLO, OMI/ HTRA2 ativam uma cascata de clivagem 

de caspases (executoras de apoptose) (Tait 2010). Livre no citosol, citocromo se 

associa a APAF-1 (apoptotic protease-activating factor 1) para formação do 

apoptossomo, um complexo que recruta, dimeriza e ativa caspase-9 e que 

consequentemente ativa as caspases 3 e 7 (Tait, 2010; Galluzzi, 2011). 

SMAC/DIABLO e OMI / HTRA2 no citosol também são importantes para promover 

a apoptose inibindo a família das IAPs, em especial, XIAP, capaz de inibir 

caspase 9 (Schimmer, 2004) (figura 9). 

Uma das principais razões para a MOMP é a sinalização gerada por danos 

ao DNA. Membros da família Bcl-2 podem ser regulados por vias de 

sobrevivência relacionadas ao ciclo celular e à resposta a danos no DNA, como a 

via da p53 (descrita anteriormente) (Hemann, 2006). A proteína p53 regula 
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positivamente a transcrição das proteínas pró-apoptóticas BH3 e Bax (Miyashita, 

1995), além de NOXA e PUMA (Oda 2000; Jeffers 2003) que também participam 

da MOMP. Pode ainda regular negativamente a expressão dos genes da família 

das IAPs, como survivina (Mirza, 2002), e antagonizar anti-apoptóticos Bcl-2 e 

Bcl-XL (Hemann, 2006). 

Em GBMs muitas das proteínas relacionadas à via apoptótica se 

encontram deletada, mutadas, desreguladas pela ação de outras proteínas e ou 

pela regulação transcricional. Os GBMs primários são caracterizados pela 

amplificação de EGFR e HDM2 (human homologue of murine mdm2), inativação 

de PTEN (Gilbertson, 2006), alterações em p53, além do aumento de função das 

IAPs entre muitas outras alterações capazes de reprimir a apoptose. As 

estratégias terapêuticas em desenvolvimento para GBMs buscam a 

reestruturação dessas vias a fim de reduzir a resistência a apoptose frente aos 

diversos quimioterápicos.  

 2.b Necrose 

 Por muito tempo se considerou necrose como uma morte falha e acidental, 

algo que não era nem apoptose, nem autofagia. Embora se enfatize os aspectos 

negativos da necrose, nos casos em que a célula sofre infecção viral e bacteriana 

a necrose pode trazer benefícios ao organismo. Isso porque a necrose o sistema 

alerta o sistema imune, enquanto a apoptose é considerada uma morte silenciosa 

(Festjens, 2006; Golstein, 2006).  

As células podem sofrer necrose devido a um estresse extremo com 

intensidade variável de acordo com o tipo celular. Estresse oxidativo, altas 

temperaturas, contato com toxinas e choques mecânicos podem levar a célula a 
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necrose (Syntichaki, 2003). O extravasamento do citoplasma faz com que a célula 

libere fatores que podem ativar a resposta do sistema imune inato e adaptativo, 

levando a um processo inflamatório (Festjens, 2006). 

Morfologicamente o aspecto da célula necrótica apresenta citoplasma 

translúcido, organelas túrgidas, alterações nucleares (dilatação da membrana 

nuclear e condensação da cromatina em disposições irregulares) e aumento de 

volume que promovem principalmente a ruptura da membrana plasmática 

(Kroemer, 2005) (figura 9).  

As características moleculares da necrose ainda não foram tão bem 

definidas como as de apoptose. Isso é importante porque essa morte 

independente de caspases pode contribuir para erradicação de algumas células 

tumorais que freqüentemente perdem a função apoptótica devido ao aumento da 

expressão de proteínas anti-apoptóticas (como XIAP, IAP1, IAP2, Bcl-2, Bcl-xL), 

ou o acúmulo de mutações em proteínas pró-apoptóticas (como Bax e p53) 

(Fesik, 2005; Festjens, 2006). 

Nos últimos anos, muitos trabalhos vêm demonstrando que a necrose pode 

ser um processo regulável em que alguns marcadores já foram identificados. O 

termo “necroptosis” foi dado a um tipo de morte não acidental em que há inibição 

de caspase e indução de morte não-apoptótica com características necróticas. De 

acordo com Kroemer (2005), a necroptosis é especialmente dependente de 

atividade cinase serina/treonina de RIP1 (receptor-interacting protein)(Galluzzi, 

2008), RIP3, inibidores de caspases, ubiquitinas E3 ligase, enzimas 

desubiquitinizadoras, polimerase poli(ADP)ribose (PARP), espécies reativas de 

oxigênio (ROS), reações bioenergéticas, envolvimento de membros da família 
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Bcl-2, hidrolases citosólicas, além da permeabilização da membrana plasmática e 

lisossomal (Vandenabeele, 2010; Galluzzi, 2008) (figura 10). 

 

Figura 10. A interface entre Apoptose e a Necrose programada. A 

necrose programada, também chamada por necroptose estudada por Hitomi e 

col., é centralizada pela ativação da proteína RIP1 que pode desencadear esse 

processo em células murinas de fibrosarcoma L929 pela ligação a TNFR ou 
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inibição de caspases. Em células de fibroblasto murinas NIH 3T3, a ativação de 

TNFR estimula a via extrínseca de apoptose, dependente de caspase 8. Tanto 

apoptose quanto necroptose podem preferencialmente envolver a 

permeabilização mitocondrial (MOMP).Abreviações: AIF (fator de indução de 

apoptose - apoptosis inducing factors); ANT (adenina nucleotídeo trnaslocase -

adenine nucleotide translocase); Cyt c (citocromo c); GPI (glicosil fosfatidil inositol- 

glycosylphosphatidylinositol ); IFN (interferon); LMP (permeabilização da 

membrana lisossomal -lysosomal membrane permeabilization); PTPC (complexo 

poro de transição de permeabilidade - permeability transition pore complex); 

ROS,(espécies reativas de oxigênio - reactive oxygen species); TLR (receptores 

do tipo Toll -Toll-like receptor); TNFα (fator de necrose tumoral α - tumor necrosis 

factor α); TNFR (receptor do fator de necrose tumoral- tumor necrosis factor 

receptor );  Z-VAD, Z-Val-Ala-Asp OMe fluoromethylketone. Adaptado de Galluzzi 

(2008). 

 
Embora as vias de necrose e apoptoses sejam bastante estudadas, outros 

mecanismos intermediários ou híbridos des vias apoptóticas e necróticas já foram 

propostos. Essas novas nomenclaturas para morte celular trazem à tona o grau 

de complexidade dessas vias. Embora nos facilite classificar o processo de morte 

de uma celula, é preciso ter muita cautela, especialmente em estudos que 

envolvem tumores primários e linhagens celulares. Isso porque essas células 

freqüentemente acumulam diversas mutações (muitas vezes não identificadas 

pela dificuldade de monitoramento do que ocorre ao longo das passagens 

celulares), tornando muito complexo prever o real status da célula.  
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2.c Autofagia 
 

O termo autofagia vem do grego (auto= próprio ; fagia= comer) que para a 

citologia representa a degradação fisiológica em massa dos componentes 

celulares (organelas e proteínas) para reciclagem de componentes celulares, 

degradação de componentes velhos ou danificados, ou em resposta a estresse 

celular. Esse é um processo dinâmico, altamente conservado e regulado 

geneticamente (especialmente pela família das proteínas Atg – autophagy genes) 

que pode ser ativado em situações de privação de nutrientes celulares, privação 

de oxigênio e ação de patógenos, entre outras situações anômalas do cenário 

tumoral. Três tipos de autofagia já foram descritas, que diferenciam de acordo 

com as funções fisiológicas e o endereçamento da carga a ser degradada nos 

autofagossomos: autofagia mediada por chaperonas, microautofagia, e 

macroautofagia (mais estudada e denominada a partir daqui apenas como 

autofagia) (Levine, 2008; Jiang, 2009).  

No processo autofágico é determinante a formação de vesículas de 

membrana dupla (cuja origem ainda é incerta) denominadas vacúolos autofágicos 

ou autofagossomos, que se fusionam com lisossomos para gerar a estrutura 

funcional, o autofagolisossomo. Essa estrutura permite a degradação e 

reciclagem de componentes celulares em um ambiente ácido contendo hidrolases 

lisossomais (Kroemer, 2005). Por degradar componentes celulares defeituosos e 

também por produzir ATP, autofagia contribui para a sobrevivência celular em 

condições adversas.  
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Figura 11. A morte celular pode envolver caspases e autofagia. A ativação de 
receptores como TNFR podem recrutar RIP e pro-caspase 8 e 10 mediado por 
TRADD (domínio associado a TNFR) e FADD (domínio associado a Fas) para 
formar a complexa sinalização dos receptores de morte.  A proximidade de 
caspase 8 e 10 leva a ativação das via mitocondrial envolvendo a família BCL2, 
como BID, apoptossoma ou a ativação de efetores de caspases e apoptose. Se 
caspase 8 for inibida, RIP, JNK (Jun N-terminal cinase) e genes Atg regulam a 
morte celular autofágica. Adaptado de Baehrecke (2005).  
 

No entanto, autofagia em excesso pode levar à morte celular (chamada 

morte autofágica por alguns autores), de forma ainda não bem descrita (Levine 

2005). A ativação de receptores de morte como TNF podem ativar a sinalização 

de morte com ou sem a ativação de caspases. O receptor de TNF ativado 

interage com RIP que ativa a via de JNK e componentes da família Atg, podendo 
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levar à morte autofágica. Por outro lado, se caspase 8 for ativada, RIP é inibida e 

a morte apoptótica ocorre (Baehrecke, 2005)  (figura 11). 

Normalmente, o receptor de insulina ativa PI3K, e esse estimula a via de 

Akt. A autofagia pode ser reprimida pela via de PI3K, que pode ser influenciado 

pela inibição de PTEN na interação de PI3K e Akt. Quando Akt está ativada pode 

inibir apoptose e a autofagia através da proteína mTOR. Esta é determinante para 

iniciar a formação dos autofagossomos pela interação de membros da família Atg 

(Baehrecke, 2005).  

Além disso, beclina-1 é um importante regulador da formação de 

autofagossomos e da regulação de apoptose pela interação física com Bcl2. 

Beclina-1 tem baixa expressão em tumores malignos e está associada ao maior 

risco de metástase tumoral, sugerindo que o processo autofágico possa atuar 

como um supressor tumoral, incluindo em gliomas (Jiang, 2009). A alta expressão 

de beclin-1 em tumores está diretamente relacionada com a sobrevivência dos 

pacientes (Miracco, 2007). 

A autofagia em células tumorais tem um papel bastante discutido. A 

indução de morte autofágica por quimioterápicos como TMZ e Rapamicina 

(fármacos clássicos do tratamento de gliomas) chamou a atenção para autofagia 

como mais um mecanismo antitumoral, além da já descrita apoptose (Jiang, 

2009). Resveratrol, um polifenol citotóxico para células de gliomas in vitro, 

também pode induzir autofagia e apoptose quando a autofagia está inibida 

(Filippi-Chiela, 2011). Isso indica que as vias apoptótica e autofágica podem estar 

muito próximas na condição tumoral, tornando a autofagia desejável na terapia de 

tumores altamente resistentes a apoptose. No entanto a autofagia pode ser 



 

53 

 

também combatida, pois é importante para resistência de tumores por possibilitar 

que a célula resista em condições de baixa concentração de nutrientes e hipóxia 

(Levine, 2005). 

2.d Catástrofe Mitótica 
 
O termo “catástrofe mitótica”, já foi bastante controverso na literatura. Já foi 

considerado um tipo de morte que acontece na mitose (Vakifahmetoglu, 2008), 

morte devido a falhas na mitose (especialmente em paradas de checagem), ou 

nem mesmo ser um tipo de morte, mas uma condição supressora de tumor que já 

estava determinada antes da mitose que pode culminar em apoptose ou 

senescência (Castedo, 2004; Vakifahmetoglu, 2008; Galluzzi, 2011). O principal 

sinal de catástrofe mitótica é a condição alterada do núcleo como multinucleações 

e micronucleações, que ainda se assemelham com núcleos apoptóticos e 

necróticos (figura 8). A diferença então precisaria ser definida pela seqüência de 

eventos acompanhadas por vídeo-microscopias e “molecularmente” pelas vias de 

resposta a danos ao DNA como p53, caspase 2  (Vakifahmetoglu-Norberg, 2010) 

e p73. 

Entre as causas da catástrofe mitótica está o estresse gerado por agentes 

indutores de danos ao DNA como a radiação ionizante, quimioterápicos, 

inibidores de microtúbulos (perturbadores da formação adequada do fuso 

mitótico) e inibidores dos pontos de checagem do ciclo celular (Vakifahmetoglu, 

2008). 
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3. Senescência Celular 
  

Quando foram realizados os primeiros cultivos de células somáticas in vitro 

na década de 1960, observou-se que a proliferação celular apresentava um limite 

(Hayflick, 1965). O termo “senescência” (do latim, senex) indica envelhecimento e 

está relacionado a células que sofreram perda irreversível da capacidade de se 

dividir. As perdas graduais da divisão celular, mesmo em condições ótimas para o 

crescimento, mantinham as células com metabolismo reduzido e indiferente ao 

estímulo de mitógenos (Dimri, 1995).  

Em culturas celulares, se observa nas células senescentes significativas 

alterações morfológicas, como tamanho avantajado, achatado e multinucleado 

(Ewald, 2010) (figura 12). Atualmente, poucos marcadores específicos têm sido 

usados para identificação de senescência dentro de uma população de células: 

atividade enzimática e fluorescente β-galactosidade ácida (Udono, 2012), 

lipofuscina (Kurz, 2007) e, mais recentemente, detecção de focus de 

heterocromatina – incluindo a detecção de metilação de histonas e a fosforilação 

de H2AX (Ewald, 2010; Lawless, 2010). 

Esse aparente estado de torpor seria um mecanismo de defesa do 

organismo para impedir o crescimento descontrolado de células que 

potencialmente se tornassem um tumor. Outra explicação para a senescência 

celular estaria na questão do envelhecimento das células que já teriam a 

maquinaria de reparo deteriorada. Assim, as principais características do fenótipo 

de uma célula senescente são a parada irreversível do ciclo celular; a resistência 

à apoptose e as alterações na expressão gênica (Campisi, 2007).  
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Figura 12. Marcação de β-Gal em cultura de células humanas. A coloração 

azul indica regiões positivas para atividade de β-Gal. Em A e B as fotos 

representam a linhagem WI-38 com poucas passagens (A), senescente (B), e pré-

senescente em alta confluência (E). HCA2 em baixo número de passagens (C) e 

senescente (D). Baixas passagens de NHEK (queratinócitos epidermais humanos 

- Normal Human Epidermal Keratinocytes) (F), meia passagem (G), primeiras 

passagens (H). Células CMJ com 10 passagens após receber cromossomo 1 (I). 

Células IDH4 (J), após 17 dias (K), e após 20 dias (L). Adaptado de Dimri (1995). 

 

 

Avaliando o ciclo celular de uma célula senescente é possível perceber 

uma estagnação na fase de G1, mantendo a expressão de muitos genes (Ewald, 

2010). Essa parada no ciclo celular é mantida por p16INK4a, um inibidor de CDK4 

e CDK6, e de p19ARF que regula p53 através da inativação de MDM2. O 

interessante é que tanto p16INK4a quanto ARF são proteínas pouco expressas 
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em células jovens e em células tumorais, onde apresentam mutações inibitórias 

ou deleções (Kim, 2006; Collado, 2007). Assim, células senescentes apresentam 

alta expressão destes CDKIs, p16INK4a, p21 e p27. Essas mesmas proteínas 

quando superexpressas em células normais induzem senescência (Campisi 2005; 

Ewald 2010).  

Proteínas oncogênicas como Raf, MEK, Akt, E2F1/3, mos, PTEN, NF1, 

Stat5, KLF-4, Runx (Lleonart, 2009) e Ras (Serrano, 1997), embora sejam 

freqüentemente encontradas em maior quantidade em diversos tumores, quando 

superexpressas em células não cancerosas podem induzir senescência 

(Gorgoulis, 2010). 

Muitos fatores podem induzir senescência, entre os principais estão os 

encurtamentos dos telômeros (característicos do processo de envelhecimento ou 

senescência replicativa), danos ao DNA (por radiação ionizante e quimioterápicos 

alquilantes de DNA), perturbação da cromatina (por quimioterápicos inibidores de 

microtúbulos), estress oxidativo e indução de oncogenes (Campisi, 2007). 

O encurtamento dos telômeros leva a senescência replicativa através da 

sinalização de dano ao DNA, mas esse processo pode ser revertido pela contínua 

expressão de telomerase, permitindo a imortalização de células em cultura 

(Bodnar, 1998). A atividade de telomerase é detectada em 90% dos tumores 

malignos acentuando o caráter proliferativo e fazendo dessa enzima mais um alvo 

dentro da terapia do câncer (Lleonart, 2009). 

As proteínas p53 e Rb atuam como importantes reguladores do destino da 

célula, inclusive para promover senescência. Como já foi dito anteriormente, p53 

auxilia na remoção de danos ao DNA (comuns em células senis), definindo se a 
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célula entra em apoptose ou em senescência. Respostas a danos ao DNA podem 

ocorrer através do recrutamento ATM/ATR que levam a fosforilação de H2AX, 

apto assim para reunir fatores de checagem de danos e de reparos de DNA. 

H2AX fosforilada pode ainda promover a fosforilação de Chk1 e Chk2 que 

convergem o sinal a p53/p21 (Shiloh, 2006; Lawless, 2010). A inibição da 

resposta da proteína mutada da ataxia telagiectasia (ATM – ataxia telagiectasia 

muteded) a danos ao DNA suprimiu a indução de senescência e levou ao 

aumento do tamanho e a invasibilidade de tumores em camundongos (Bartkova, 

2006). A senescência pode ser então um mecanismo antitumoral alternativo de 

resistência a apoptose, de acordo com o perfil de expressão de proteínas 

apresentado nas células estudadas (Collado, 2007; Lleonart, 2009).  

O padrão molecular e as causas que levam à senescência podem ser 

bastante similares aos de apoptose. O fator determinante do destino da célula é a 

magnitude do estresse sofrido, sendo que maiores danos normalmente levam a 

apoptose enquanto que danos menores levam à senescência (Ewald, 2010). O 

bloqueio de apoptose pode surgir pela inibição de caspases e o aumento da 

expressão de BCL2 observado em carcinomas humanos, sendo este um ponto de 

grande interesse para a compreensão e regulação das duas vias na terapia do 

câncer (Crescenzi, 2003). 

A senescência celular é atrativa para as terapias de tumores porque tem 

importante efeito na contenção da proliferação (figura 13). Em tumores em que a 

apoptose está inacessível, a parada irreversível da estagnação do ciclo celular 

pode ser bastante desejável (Lleonart, 2009). O efeito de muitos quimioterápicos 

já em uso na terapia do câncer são indutores de senescência in vitro, como 
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Doxorrubicina, um indutor de dano ao DNA (Rebbaa, 2003; Eom, 2005). Por outro 

lado, deve-se considerar também que células em senescência seguem 

biologicamente ativas, secretando metabolitos similares a tumores malignos, 

podendo ser também pró-tumorigênico (Coppé, 2010). 

Em gliomas a senescência pode ser induzida através do aumento de 

expressão de p16INK4a (Uhrbom, 1997), ou através de quimioterápicos como 

TMZ (Gunther, 2003) e Doxorrubicina (Rebbaa, 2003; Eom, 2005). Em outro 

trabalho também foi observado que o uso de polifenóis como resveratrol e a 

combinação resveratrol e quercetina foram capazes de induzir senescência em 

linhagem de GBMs de ratos, mostrando que a senescência pode ser uma via 

alternativa a apoptose em tumores resistentes como GBMs (Zamin, 2009). 
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Figura 13. Senescência celular afeta a proliferação de gliomas. Células da 
linhagem de gliomas U87-MG mantida por cinco dias (A) e tratadas com 
Resveratrol 30 μM (B). Em C e D as fotos foram igualmente ampliadas, onde se 
percebe além da coloração β-gal positiva, o aumento do tamanho da célula 
senescente (seta em D). (Dados não publicados) 
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Figura 14. Spodoptera 

frugiperda (lagarta do 

cartcho), organismos em que 

a família das proteínas 

Inibidoras de Apoptose foi 

primeiramente estudada. 

Fonte: 

http://tinyurl.com/c4wt25

m (capturado em 31/03/2012) 

 

4. Família das Proteínas Inibidoras de 
Apoptose 

 
 
A pluricelularidade conquistada pelos organismos eucariontes exigiu o 

equilíbrio complexo de vias de regulação do desenvolvimento, diferenciação e 

morte celular. O controle do número de células 

presentes em um indivíduo é finamente regulado, 

e alterações em componentes reguladores estão 

associadas a muitas doenças em humanos 

(Salvesen, 2002). Assim, as IAPs, uma família 

bastante conservada de proteínas reguladoras do 

estímulo de morte celular, estão alteradas em 

doenças neurodegenerativas e em vários tipos de 

tumores (Hunter, 2007; LaCasse, 2008).  

IAPs foram primeiramente observadas em 

células do inseto Spodoptera frugiperda (SF-21)(figura 14) infectada com 

baculovirais em 1993, num estudo de reguladores de viabilidade celular de células 

hospedeiras ao longo de uma infecção viral (Crook, 1993). A IAP viral foi capaz de 

inibir a apoptose das células SF-21 de forma similar ao já registrado com p35 em 

Autographa californica, outro inseto (figura 15). A IAP identificada possuía gene 

de 1,6 kb e codificava uma proteína de 31 kDa contendo motivos do tipo zinc 

finger (dedo de zinco)(Wei  2008). Posteriormente, vários ortólogos em diversas 

espécies foram identificados apresentando de uma a três motivos protéicos N-

terminais BIR e um domínio RING na posição C-terminal em alguns membros da 

família (figura 16)(Salvesen, 2002; Riedl, 2004). O motivo BIR é composto por 
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Figura 15. Autographa 

californica, organismo 

em que a inibição de 

apoptose por p35 foi 

obervada.  
Fonte: 

http://tinyurl.com/c8v9rul 

(capturado em 31/03/2012). 

Fonte: 

http://tinyurl.com/c4wt25m 

(capturado em 31/03/2012) 

  

aproximadamente 70 aminoácidos com 

características que suportam interações com outras 

proteínas. BIR1, BIR2 e BIR3 são assim 

denominados de acordo com a ordem evolutiva na 

filogenia. O domínio RING presente em algumas 

IAPs, contém um átomo de zinco quelado por três 

cisteínas e uma histidina e outro átomo de zinco 

ligado a quatro cisteinas. Estão presentes em 

algumas IAPs o domínio CARD (caspase activations 

recruitment domain), uma alça de fosfato e um 

domínio conjugador de ubiquitina (Wei, 2008). Na 

tabela 2 estão listados os membros da família IAP, as principais interações 

protéicas e participação na biologia dos tumores (Liston, 2003; Wei, 2008). 
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Figura 16. Família Inibidora de Apoptoses (IAP) de mamíferos. As proteínas 
inibidoras de apoptose representadas na figura, XIAP (X-linked IAP), c-IAP1, c-
IAP2, ILP2 (IAP-like protein-2), ML-IAP (melanoma IAP)/Livin, NAIP (neuronal 
apoptosis-inhibitory protein) e survivina tem em comum a presença do domínio 
BIR 1. As regiões de interação com caspase 3 e 7 estão representadas em 
vermelho, e caspase 9 em rosa. Adaptado de Riedl (2004).  
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Tabela 2. Principais características das proteínas membro da família IAP. 
IAP 
 

Interações protéicas características Expressão referência 

BRUCE / APOLLO / 
BIRC 6 
 
BIR-repeat containing 
ubiquiting conjugating 
enzymesystem 
 

Caspase 3 e 7 
Interação com a via do 
receptor TNF 

528 kDa  
 
Presente no complexo de 
golgi e algumas vesículas 
 
Anti-apoptótico 

Amplamente expresso 
entre os tecidos. 

(Hauser HS 1998; Bartke T 
and Jentsch 2004; Wei Y. 
2008) 
 

ILP2 / TS-IAP / BIRC 8 
 
IAP like protein 2 

Caspase 9 35 kDa 
 
superexpressão não inibe 
apoptose via receptores, mas 
sim por Bax, Apaf-1 e 
caspase 9. 
 

Em testículos adultos. (Richter B.W.M. 2001) 
 
 
 

ML-IAP / LIVIN/ KIAP / 
BIRC 7 
 
Melanoma IAP 

Caspase-3, 7 e 9. 
Smac / DIABLO 
 

~37 kDa 
 
Predominantemente no 
citoplasma. 
 
Inibidora de apoptose através 
da sinalização dos receptores 
de morte, e de caspase 3 e 9. 
 

Rim e fígado fetal, 
testículos e timo adultos. 
Presente na maioria das 
linhagens de 
melanomas. 
 

(Vucic D. 2000) 

Survivina / TIAP / 
BIRC5 

Caspase 3 e 7 
β-tubulina 
Smac / DIABLO 
Fosforilada por Cdc2 e 
PKA 
Aurora B 
INCEMP 
Borealina/Darsa B 
XIAP 

16,5 kDa 
 
participa da formação do 
cinetocore dos cromossomos 
para o fuso mitótico. 
 Fraca inibição de apoptose; 
inibição da atividade de 
caspases. 

Fígado, rim, pulmão, 
trato gastroinestinal 
fetais. 
Altamente expresso em 
tumores. 
Presente na maioria das 
linhagens de 
melanomas. 
 

(Ambrosini G. 1997; Du C. 
2000; Dario C. Altieri 2001; 
Dohi, Xia et al. 2007; 
Dubrez-Daloz L. 2008; 
Darding M 2011) 
 

NAIP / BIRC1 
 
Neuronal apoptosis 
Inhibitory protein 

Caspase 3 e 7 
Hipocalcina 
 

160 kDa 
 
Participa da proteção de 
células neuronais. 
 

Fígado, 
placenta,sistema 
nervoso central adultos 

(Roy N. 1995; Mercer E.A. 
2000) 
 
 

c-IAP1 / hIAP / MIHB / 
BIRC2 
 
 
Cellular IAP 1 

Caspase-3, 7 e 9. 
Smac / DIABLO 
Omi/ HtrA2 
TRAF1 
TRAF2 

69 kDa 
 
Inibida em apoptose induzida 
por TRAIL em células 
hepáticas. 
Ubiquitinam e ativam RIP1.  

Presente na maioria dos 
tecidos humanos e 
altamente expresso em 
timo, testículo e ovários 
adultos. 
Linhagens de carcinoma 
renal e hepático. 
 

(Rothe M. 1995; Lu X 
2005; Guicciardi M.E. 
2011) 

c-IAP2 / hIAP2 / MIHC 
/ BIRC3 
 
Cellular IAP 2 

Caspase-3, 7 e 9. 
Smac / DIABLO 
Omi/ HtrA2 
TRAF1 
TRAF2 
Bcl-10 

72 kDa 
 
Ubiquitinam e ativam RIP1. 

Maioria dos tecidos 
humanos. Altamente 
expresso no baço e no 
timo adulto. 
Linhagens de carcinoma 
renal e hepático. 
 

(Rothe M. 1995; Lu X 
2005; Guicciardi M.E. 
2011) 

XIAP / ILP-1 / MIHA / 
BIRC4 
 
 
X-linked Inhibtor of 
Apoptosis 
 

Caspase-3, 7 e 9. 
Omi/ HtrA2 
XAF1 
ARTS 
TAB1 
NRAGE 
Akt 
Smac / DIABLO 
Transcrição dependente de 
NFκβ e JNK 
Survivina 

53 kDa 
 
Principal inibidora de 
apoptose. 
 
Inibida em apoptose induzida 
por TRAIL em células 
hepáticas. 

Maioria dos tecidos 
humanos. Altamente 
expresso em tumores. 

(Liston P. 2001; Liston P. 
2003; Bartke T and 
Jentsch 2004; Dohi, Xia et 
al. 2007; Hunter A.M. 
2007; Gagnon V 2008; 
Rumble JM 2008; 
Garrison, Correa et al. 
2011; Guicciardi M.E. 
2011) 
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Figura 17. Mecanismos Regulatórios de IAPs em apoptose. A figura 

representa a complexidade da rede de sinalização que é regulada por diferentes 

membros das IAPs. IAPs são negativamente reguladas por antagonistas como 

SMAC, HtrA2 e XAF1, e executam mecanismos de retroalimentação positiva 

através das vias de NF-κβ e JNK. Adaptados de Wei (2008). 

 

A família das IAPs é considerada um importante alvo para terapias de 

tumores como hepatocarcinomas (Augello, 2009), câncer de próstata (Gill, 2009), 

entre outros. Observando o padrão tumoral de IAPs, a alta expressão de survivina 

chama atenção por não ser encontrada em tecidos sadios e adultos, havendo 
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principal função na fase embrionária, assumindo um importante papel como 

marcador de malignidade tumoral (Ambrosini, 1997; Vucic, 2000; Hunter, 2007; 

Augello, 2009). A alta expressão de XIAP também aparece associada aos piores 

prognósticos de tumores como em leucemia mielóide aguda, mas ainda com 

expressão variada em diferentes tumores como carcinoma de pequenas células 

de pulmão, XIAP não teve a mesma correlação de malignidade (Ferreira, 2001; 

Carter, 2003; Schimmer, 2004).    

O desenvolvimento de inbidores de IAPs através de inibição com de 

SMAC/DIABLO demonstraram boas perspectivas (Du, 2000) até a construção de 

diversos miméticos, antisensos, antagonistas, inibidores de ubiquitinação e 

repressores transcricionais (LaCasse, 2008; Darding, 2011) como ferramentas. 

Os antagonistas de IAPs se caracterizam pela presença de uma alanina na 

posição 1 que ancoram  na superfície de domínios BIR, atingindo assim todos os 

membros da família IAP (Gyrd-Hansen, 2010). A indústria farmacêutica vem 

investindo em inibidores de IAPs, para linfomas principalmente, mas com a 

perspectiva de ampliar o uso para diversos tumores (Gyrd-Hansen, 2010). 

 

4.a. XIAP 
 

 A proteína XIAP de mamíferos é a membro da família das IAPs mais 

estudada, especialmente pela mais alta capacidade de inibir caspases (Deveraux, 

1997; Scott, 2005). Em realidade, para alguns autores, XIAP é a única IAP que 

comprovadamente tem interação física com caspases in vivo, enquanto para c-

IAP1 e c-IAP2 apenas foi demonstrada interação in vitro (Eckelman, 2006; Altieri, 

2010). XIAP tem 53 kDa e é formada por três domínios BIR e um domínio RING. 
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BIR é um domínio compacto composto por 70 resíduos do tipo dedos de zinco, 

com 3 fitas β e 4 α-hélices caracterizados por resíduos de histidina e cisteína que 

quelam o átomo zinco (Riedl, 2001). O domínio BIR2 possui sítios de interação 

com caspase 3 e 7, enquanto BIR3 permite interação com caspase 9 (Deveraux, 

1999) (figura 18). Analisando a estrutura de XIAP, foi inicialmente proposto que a 

atividade de caspases não era inibida apenas devido a características do domínio 

BIR2, mas que havia também a participação da região N-terminal da proteína 

(Riedl, 2001). Mas induzindo mutações em sítios de BIR2 foi possível determinar 

a importância desse domínio na inibição de caspases executoras além da 

localização de dois sítios fundamentais para a intensidade da inibição (Scott, 

2005). Já o domínio RING é um E3 ubiquitina ligase que aciona a degradação 

proteassomal de XIAP, caspase 3 e SMAC/DIABLO (Du, 2000). 
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Figura 18. Modelo de inibição diferencial das vias apoptóticas de Fas e Bax 
pelos fragmentos de XIAP. XIAP pode ser clivada por caspase 8 a montante da 
via, gerando fragmentos que podem inibir caspases 3 e 9. A quantidade maior de 
caspases 3 pode  levar a degradação dos fragmentos que contém os domínios 
BIR1 e BIR2.   Adapados de Deveraux (1999). 

 

Em tecidos sadios adultos e fetais há expressão do mRNAs de XIAP, 

enquanto em várias linhagens de gliomas e em muitos outros tumores estes 

níveis estão bastante aumentados (Wagenknecht, 1999; Hunter, 2007). No 

entanto, existem exceções em que a expressão de XIAP não indica malignidade 

tumoral como já descrito aqui em carcinoma de pequenas células de pulmão 

(Ferreira, 2001). Apesar de XIAP ser a principal IAP com clara importância na via 

apoptótica, testes realizados em camundongo nocaute de XIAP surpreenderam 
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pela viabilidade e ausência de alterações na indução de apoptose (dependente ou 

indepedente de caspases). No entanto esses animais apresentaram como 

mecanismo compensatório uma maior expressão de c-IAP1 e c-IAP2 (Harlin, 

2001). 

A perda da integridade da membrana mitocondrial permite a liberação, 

além de citocromo c, das proteínas como SMAC/DIABLO, HTRA2/omi e ARTS 

(Garrison, 2011), entre outras, capazes de inibir a ação de XIAP ligando-se a 

mesma através de domínios IBM (IAP binding motif) (Galban, 2010). O principal 

antagonista SMAC/DIABLO, se liga no mesmo sítio de caspase 9 em XIAP, c-

IAP1, c-IAP2 e survivina; permitindo que as caspases executoras estejam livres 

para sinalizar a apoptose (Du, 2000). Esse antagonismo pode ser impedido pelo 

estímulo de morte por receptores Fas CD95 como visto num estudo em que a 

superexpressão de XIAP inibiu caspase 3 e reduziu o sinal de morte enviado 

pelas mitocôndrias. Isso mostra que a atuação anti-apoptótica de XIAP pode 

atingir a montante da ativação mitocondrial, inibindo caspases e a via apoptótica 

pela via intrínseca e extrínseca (Deveraux, 1997; Wilkinson, 2004) e que os níveis 

de expressão dessa proteína podem ser determinantes quanto ao destino da 

célula. Por ser um alvo promissor da terapia do câncer, a busca por antagonistas 

sintéticos (Schimmer, 2004; Orzaez, 2011), miméticos de SMAC/DIABLO (Probst, 

2010) e alternativas de silenciamento da expressão de XIAP (McManus, 2004; 

LaCasse, 2006; Naumann, 2007; Carter 2011), vem fomentando muitos trabalhos 

que até o momento confirmam as expectativas de que a inibição de XIAP 

aumenta a sensibilidade das células a apoptose. 
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A inibição de XIAP pode ser feita também pela retirada de XIAP do 

citoplasma, impedindo a ligação com caspases e pela redução da expressão da 

mesma. XAF1 (XIAP associated factor 1), uma proteína capaz de  antagonizar 

XIAP ao seqüestrá-la para o interior do núcleo, aparece com baixa expressão na 

maioria das linhagens de câncer (Liston 2001). Dessa forma, a relação 

XIAP/XAF1 pode ser mais informativa que somente a quantidade de XIAP ao 

analisar a malignidade de um tumor (Liston, 2001; Augello, 2009).  

A constatação de que XIAP poderia participar da via de ubiquitina-

proteassoma veio de um estudo realizado em timócitos, em que a indução de 

morte induzida por dexametasona pôde ser evitada com inibidores de 

proteassoma (Yang, 2000). Nesse trabalho foi visto que na ausência de RING, 

XIAP inibia ainda mais a apoptose. A ubiquitinação de proteínas envolve a 

atuação seqüencial da enzima ativadora de ubiquitina E1, da enzima conjugadora 

E2 e da enzima ubiquitina ligase E3. Esta última, responsável pela especificidade 

do processo, depende da interação com RING, mostrando que a presença desse 

domínio nas IAPs está relacionada à autorregulação dessas proteínas. É incerto 

ainda se a ubiquitinação de XIAP é causa ou conseqüência da morte celular 

(Galban, 2010). 

XIAP regula através de sua atividade ubiquitina ligase E3 os níveis de 

COMMD1, uma proteína associada à forma canina de uma toxicose por cobre. 

Essa mesma proteína se encontra mutada em casos de toxicose humana, 

colocando XIAP na posição de um importante regulador da homeostase de cobre. 

Em pacientes com a doença de Wilson, que se caracteriza pelo acúmulo de 

cobre, os níveis e a conformação de XIAP se encontram alterados de forma a 
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acelerar a degradação da mesma. O cobre é capaz de se ligar a XIAP, reduzindo 

significativamente a habilidade de inibir caspase 3, tornando as células desses 

pacientes mais suscetívies a apoptose (Mufti, 2006; Mufti, 2007). 

Mutações em XIAP são relacionadas a uma doença genética rara. Entre as 

características genéticas da síndrome linfoproliferativa ligada ao X (XLP), ou 

sídrome de Duncan, estão mutações em XIAP que levam a alterações na 

expressão e função da proteína. Mutações em um único nucleotídeo do gene de 

XIAP foram encontradas em famílias portadoras dessa síndrome de 

imunodeficiência rara marcada por linfohistiocitose, hipogamaglobulinemia e 

linfomas geralmente em resposta a infecção pelo vírus Epstein-Barr (Rigaud, 

2006).  

Contudo, XIAP possui um marcante papel na regulação da apoptose que 

mesmo não sendo completamente compreendido, vem se posicionando como um 

importante alvo terapêutico para tumores através de inibidores. A participação na 

via de regulação do cobre mostra ainda que essa proteína pode ainda ser 

relacionada a muitas outras vias de regulação da homeostase celular. 

 

4.b. Survivina 

Survivina é uma proteína não detectável em tecidos adultos diferenciados 

sadios, com exceção do timo. A expressão de survivina ocorre principalmente ao 

longo do desenvolvimento fetal e nos tecidos tumorais entre as fases G2/M do 

ciclo celular (Ambrosini,1997; Altieri, 2001; Salz, 2005). É uma proteína membro 

da família das IAPs que apresenta 16,5 kDa, é composta por apenas um domínio 

BIR(BIR1) e uma região c-terminal α-hélice (Ambrosini, 1997). Diferente de outras 
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IAPs, survivina parece possuir atuação mais acentuada durante a mitose que na 

indução de apoptose.  

 Estudos mostram que survivina  responde a estímulos apoptóticos, mas de 

forma menos atuante que outras IAPs e Bcl-2 (Tamm, 1998).  Em melanócitos foi 

demonstrado in vivo que o aumento da expressão de survivina estava ligado à 

redução do volume do tumor e de apoptoses espontâneas (Grossman, 2001). Por 

outro lado, em queratinócitos expressão transgênica in vivo não alterou a 

diferenciação e proliferação (Grossman, 2001).  

Diferente das outras IAPs, a associação com caspases e a inibição por 

SMAC/DIABLO não está clara, especialmente pela ausência de sítios de 

interação similares aos conhecidos para as outras IAPs (Huang, 2001; 

Srinivasula, 2008). Analisando a estrutura protéica foi observado que survivina é 

capaz de formar homodímeros e que a interação com caspases é pouco provável 

(Verdecia, Huang et al. 2000). No entanto, a inibição de survivina através do uso 

de antisenso e mutante dominante negativo, teve apoptose como resposta 

instantânea observada pelo aumento da atividade de caspase e taxa de 

proliferação reduzida (Chen, 2000). 

O efeito de survivina na via apoptótica está vinculado a interações com 

outras proteínas da via como as próprias IAPs. Além do núcleo, a survivina pode 

se localizar ainda no citoplasma e no interior das mitocôndrias, cuja liberação é 

ativada com o estímulo apoptótico (Dohi, 2004). A survivina mitocondrial quando 

liberada previne a ativação de caspase 9 e, consequentemente, a formação do 

apoptossomo (Dohi, 2004). A interação com SMAC/DIABLO trouxe a 

possibilidade de survivina impedir a interação dessa proteína com XIAP, inibindo 
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apoptose (Song, 2003). No entanto, isso foi descartado no estudo de Dohi (2007).  

De outra forma, a survivina pode se ligar diretamente a XIAP, de acordo com o 

estudo que demonstrou que PKA fosforila survivina citosólica (e não mitocondrial) 

na posição Ser20, interrompendo a ligação com XIAP (Dohi, 2007). Dessa 

maneira, survivina promove estabilização da XIAP a ponto de inibir a interação 

com caspase-9, além de promover o estímulo do fator de transcrição NFκβ e 

aumento da expressão de IAPs (figura 19). 

 

Figura 19. A citoproteção de survivina envolve a via citoplasmática-

mitocondrial e cooperação com XIAP. Um conjunto de survivina é recrutado 

para dentro da mitocôndria, na maioria dos tumores, e liberados no citosol em 

resposta a estímulos de morte celular. Após a liberação de survivina mitocondrial, 

hpa formação de um complexo de survivina e XIAP que é negativamente regulado 

pela proteína PKA (protein kinase A - proteína cinase A) que fosforila a survivina 

na posição de Ser20, resultando no aumento da estabilidade de XIAP contra a 

degradação proteassomal, aumento da expressão gênica por NF-κβ, e inibição 

sinérgica de capases efetoras e iniciadoras. Adaptado de Altieri (2010). 

 

O pico de expressão entre as fases G2/M do ciclo celular e a associação 

com fuso mitótico enfatizam a função de survivina na regulação de mitose (Li, 
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1998). Durante a divisão celular, a survivina faz parte do complexo cromossômico 

de passagem (CPC) formado por INCENP (inner centromere protein), e Aurora B 

e borealina (Jeyaprakash, Klein, 2007) cujas funções são desestabilizar o fuso de 

cromossomos impropriamente organizados, regulação dos níveis de BubR1; 

manter o checkpoint do fuso; promover a formação dos cromossomos ao fuso; 

promover a formação de microtúbulos associados a cromossomos; e controlar 

eventos tardios de citocinese (Lens, 2006; Ruchaud, 2007) (figura 20). Nesse 

cenário, survivina atua ainda na estabilização do fuso mitótico através da ligação 

aos microtúbulos na posição c-terminal α-hélice, reprimindo a dinâmica dos 

microtúbulos. A regulação fina da atuação da survivina na mitose pode ser 

dependente da ubiquitinação promovida por hFAM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Estrutura em tripla-hélice do complexo de survivina inteiramente 

representada com fragmentos de INCENP e boralina. Survivina é um 

monômero nesse complexo devido à interface de dimerização (que pode ser 

crítica para as funções antiapoptóticas) está ocupada por borealina. Duas 

pequenas marcações em INCENP e borealina de aminoácidos alterados são 
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essenciais para a formação do complexo do fuso mitótico durante a anáfase. A 

micrografia de fluorescência indica a co-localização de survivina, INCENP e 

aurora B na zona central do fuso mitótico em anáfase de células humanas em 

cultura. Adaptado de Ruchaud (2007). 

 

O envolvimento com chaperonas HSP90, HSP60 e AIP pontam ainda o 

envolvimento da survivina nas vias de estresse celular. Possivelmente essa 

interação seria uma forma de proteger a proteína da ação de proteassoma, ou 

ainda, auxiliar survivina na localização celular (Altieri, 2010). O complexo HSP90 

e surivivina leva a degradação proteassomal de survivina, além do efeito indutor 

de apoptose (via mitocondrial), falha na mitose e parada do ciclo celular 

(Fortugno, 2003). 

Em pacientes com artrite reumatóide, os níveis de survivina puderam ser 

detectados na circulação e nos fluidos das articulações, indicando que survivina 

talvez possa ter alguma função no sistema imune (Bokarewa, 2007). No entanto, 

survivina é altamente relacionada a diversos tumores. Em GBMs a expressão de 

survivina é detectada em GBMs primários (Das, 2002; Jiao, 2004; Grunda, 2006) 

e secundários, mas o padrão se altera: survivina citoplasmática é mais presente 

entre GBMs primários que secundários (Xie, 2006). 

A inibição da funcionalidade de survivina, estudada através de ferramentas 

como antisenso e mutantes, apresentam alterações como a desregulação do 

centrossomo, fusos multipolares, poliploidia, culminando em catástrofe mitótica 

(Lens 2003; Okada, 2004; Altieri, 2006). Assim, survivina apresenta 

características de um bom marcador tumoral, assim como um bom alvo para 

terapia do câncer. 
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7. Hipótese 
 

A hipótese deste trabalho é a de que o knockdown de XIAP ou survivina 

possa sensibilizar células de gliomas a quimioterápicos. 

8.  Objetivo Geral 
 

Avaliar o efeito do silenciamento de XIAP e survivina na resistência de 

células de gliomas a quimioterápicos. 

 

a. Objetivos específicos 
 

 
 Silenciar permanentemente linhagens de gliomas através de transdução de 

seqüências de RNAi contra as proteínas XIAP e survivina. 

 

 Caracterizar as células silenciadas quanto ao crescimento, ciclo celular e a 

presença de senescência. 

 

 Verificar a sensibilidade a apoptose de gliomas silenciados frente a 

fármacos. 

 

 Verificar e caracterizar a participação de células-tronco tumorais no 

microambiente de gliomas silenciados com XIAP e survivina. 
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Sensitization of glioma cells by X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein 

(XIAP) knock down 

Patricia L. C. Lopez, Eduardo C. Fillipi Chiela, Andrew O. Silva, Elvira A. A. 

Cordero, Daniel Garcia-Santos, Alessandra L. Pelegrini, Gleice M. Reder, 

Nicolle L. Barbieri, Guido Lenz. 

Periódico: Oncology  

Estado: Publicado 
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Capítulo III 
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O manuscrito a seguir, “Temozolomide and Doxorubicin, their different 
effects on humam glioblastoma cancer stem cell” será submetido à Molecular 
Cancer no formato de short communication. Este trabalho tem autoria 
compartilhada com Emilly Schlee Villodre e consta na dissertação de mestrado da 
mesma. Minha participação compreendeu a revisão da escrita do artigo, em parte 
dos experimentos vinculados a doxorrubicina. As figura 1D e figura suplementar 
1B foram exclusivamente realizadas por mim. 
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Abstract 

Background: Gliomas are aggressive brain tumors and the cell line U87 produces tumor-

spheres enriched in cancer stem cells (CSCs) that are important for the establishment and 

maintenance of tumor mass, and studies showed they are more resistant to traditional 

therapies than differentiated cells. Temozolomide (Tmz) is a DNA methylating agent and 

doxorubicin (Doxo) is a topoisomerase inhibitor and also form DNA adducts. Our 

objective was to evaluate the effects of these drugs on CSCs derived from human 

glioblastoma. 

Findings: Using DMEM/FBS, Doxo 1 and 10 nM reduced the number of spheres and 

induced cell senescence in the cell line U87 after 7 days. Doxo 10 nM decreased the 

number of Nanog and Oct4 positive cells while Doxo 1 nM had no effect. Tmz 5 μM 

decreased the number of spheres and the CSCs markers. Using the specific medium for 

CSCs, we observed that all treatments reduced the sphere formation after 7 days. 

Conclusions: Our results indicate that low doses of Doxo have an effect against CSCs 

besides induces cell senescence in the remaining cells. Tmz had a similar effect except that 

did not induce cell senescence. The response obtained using sublethal doses is an important 

condition to therapeutic approach, which could lead to a reduction on side effects. 

Key words: gliomas, cancer stem cells, temozolomide, doxorubicin, senescence. 
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Findings 

Glioblastomas (GBM) are most common primary Central Nervous System  (CNS) tumors 

that are characterized by its aggressiveness, highly invasiveness and recurrence [1]. GBMs 

are chemo and radioresistant and the average survival is around 9 to 12 months after first 

diagnosis [1-5].  

GBM present heterogeneous cell populations [6-8] and among them the cancer stem cells 

(CSCs) that are fundamental for tumor growth and resistance presenting features of normal 

stem cells [9-12]. They are capable of self-renewing and unlimited proliferation [9, 10, 13]. 

Recent studies indicated that the increased expression of repair enzymes in CSCs might be 

responsible for the high resistance in gliomas and the higher aggressiveness of recurrences, 

due to an increase in the proportion of CSCs [14-16]. The gliomas cell line U87 when in 

high confluence in culture forms tumor-sheres. Studies demonstrated that these tumor-

spheres are rich on CSCs (Zhuang, 2011; Ledur, 2011). Therefore, quantification of the 

number of spheres formed is an indicative of the presence of CSCs. 

Senescent cells enter in an irreversible growth arrest in G1 phase of cell cycle; these cells 

present a different morphology than those other cells in culture, being larger, flat and 

vacuolated; high activity of the enzyme β-galactosidase; and overexpression of several cell 

cycle inhibitory proteins [17-21]. Senescence can be induced by high number of cell 

divisions [17], oncogene expression, tumor suppressor gene inactivation or genotoxic 

stress [22-24]. 

Temozolomide (Tmz) is the most widely used chemotherapy in the treatment of patients 

with GBM [25, 26]. Tmz acts by adding a methyl group at the O
6
 position of guanine, 

generating a misleading matching with thymine [25-27]. Studies correlating Tmz with 

CSCs are contradictory. Beier et al., in 2008, showed that Tmz preferentially reduced 
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cancer stem cell population, whereas Bleau et al., in 2009, have observed an increase in 

tumorigenicity of CSCs [25, 28]. 

Doxorubicin (Doxo) not only acts forming DNA adducts but also inhibiting topoisomerase. 

Doxo is used to induce DNA damage and apoptosis in several tumors [29-32]. A 

melanoma study shows doxorubicin resistance in cells with co-expression of ABCB5 (drug 

efflux system) and CD133 (a marker of multiple stem cells in human skins) [33, 34]. 

In this study we show that using sublethal doses of Doxo and Tmz decrease the CSCs 

population. In addiction, Doxo induced cell senescence in the cells remaining. 

Doxorubicin or Temozolomide reduce glioma CSCs  

Doxorubicin has an IC50 in the range of low to medium μM in several cell lines, including 

gliomas when measured with classical cytotoxicity assays with 2 to 3 days of treatment 

[35, 36]. Surprisingly, we observed effects on sphere formation assay with three orders of 

magnitude less drug doxo IC50 when treated for 7 days, both in serum containing and in 

Stem Cell Medium (SCM) (Figure 1A and 1B).  

Although spheres are used as an indication of the proportion of CSCs in vitro, it was 

recently demonstrated that cells not in spheres retain tumorigenicity [37, 38]. Analysis of 

CSCs markers, Oct4 and Nanog showed that Doxo 10 nM, but not 1 nM reduced the 

proportion of cells positive for these CSC markers (Figure 2A and B). Interestingly, Tmz, 

also in a sublethal dose of 5 μM, reduced the proportion of cells positive to these markers 

(Figure 2), despite having a smaller effect on sphere formation than Doxo 10 nM (Figure 

1).  
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Figure 1. Treatment with low doses of Doxorubicin and Temozolomide reduce the 

number of spheres formed. 

U87 cells were plated using DMEM 5 % FBS (A) or Neural Stem Cell Medium (SCM) (B) 

and treated with Doxorubicin (Doxo) or Temozolomide (Tmz) as indicated; on day 4 the 

medium was changed and new drugs were added; on day 7, number of spheres was 

counted; representative images of spheres after 7 days of treatment. Scale bar: 100 μm. 

Results represent the mean (± SEM); *p<0.05; ***p<0.001. 

 

 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

70 

Control Doxo 1 nM Doxo 10 nM Tmz 5 µM 

N
u

m
b

e
r 

o
f 

S
p

h
e

re
s

 p
e

r 
W

e
ll

 

*** 

*** 

*** 

A

(n=10) (n=4) (n=7) (n=10)

Control

Doxo 1 nM

Doxo 10 nM

Tmz 5 μM

0 

50 

100 

150 

200 

250 

300 

Control Doxo 1 nM Doxo 10 nM Tmz 5 µM 

N
u

m
b

e
r 

o
f 

S
p

h
e
re

s
 p

e
r 

W
e
ll
 

* 

* 

(n=6) (n=3) (n=3) (n=6)

B
Control

Doxo 1 nM

Doxo 10 nM

Tmz 5 μM



 

102 

 

 

Figure 2. Doxorubicin 10 nM and Temozolomide 5 μM decrease the percentage of 

CSCs markers. 

Proportion of Oct4 and Nanog positive cells was evaluated by flow cytometry in U87 

grown on 10% FBS (A) or Stem Cell Medium (SCM) (B) after treatment with Doxorubicin 

(Doxo) or Temozolomide (Tmz) as indicated; representative plots of each treatment. 

Results represent the mean (± SEM); *p<0.05; **p<0.01. 
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Chronic treatments may induce cell senescence. We observed that Doxo treatment 

increased the β-galactosidase staining as well as increased the size of the nuclei, another 

indication of senescence. Interestingly, Tmz did not induce senescence features when 

treated for 7 days (Figure 3A and Figure S1).  

 

Figure 3. Senescence is increased after treatment with Doxorubicin but not with 

Temozolomide 

A. Percent of β-galactosidase positive cells in U87 with Doxorubicin (Doxo) or 

Temozolomide (Tmz), as indicated, on 5 % FBS quantified using ImageJ. B. 

Morphometric Nuclear Analysis (MNA) after treatment with Doxo 10 nM and Tmz 5 μM 

grown on 5 % FBS. Graphic show the quantification of Large and Regular (LR) nuclei as 
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an indication of senescence induction. Representative images of nuclei. Image of Doxo 10 

nM represent cells from the same field. C. MNA after treatment with Doxo 10 nM and 

Tmz 5 μM grown on 5 % FBS. Graphic show the average of area derived from large and 

regular nuclei. Results represent the mean (± SEM); *p<0.05. 

 

Doxorubicin is unable to efficiently cross the brain blood barrier (BBB), which may have 

reduced the interest in studying the effect of this drug in gliomas [39, 40]. However local 

delivery of this drug with biodegradable polymers or drug eluting beads have improved the 

survival of rat with gliomas [31, 41]. Additionally, rats harboring an intracranial implant of 

U251 or U87 cells presented an increased survival when treated with polyethylene glycol-

coated liposomal doxorubicin [42]. Furthermore, the recent description of glioma tumor 

endothelial cells can be derived from cancer stem cells and that elimination of these 

cancer-derived endothelial cells present a good therapeutic result [43] suggest that drugs 

may not have to cross the BBB in order to have anti-glioma therapeutic effects. The 

important aspect of the present study is the very low concentrations needed to reduce stem 

cell markers in glioma cultures, suggesting that even if only a fraction of doxorubicin 

reaches the tumor, this could still have an effect on the CSC population and therefore a 

therapeutic effect. 

Studies about the effect of Tmz on CSCs are still contradictory. 15 or 500 μM of Tmz for 

14 days reduced sphere formation and proportion of CD133
+
 in primary cultures of 

gliomas [25], which was also shown for cell lines with 200 μM of Tmz in another study 

[44]. However, Liu et al. found CD133
+
 cells to be more resistant to 48 h treatment with 

Tmz at concentrations from 0.2 to 2 mM [45]. Chronic treatments are more representative 

of real therapeutic treatments, in which Tmz is given in several sessions. Our data supports 
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the hypothesis that glioma CSCs are more sensitive to Tmz and this may be one of the 

reasons for its relative success.  

Taken together our results indicate that doxorubicin at 10 nM decreased the percentage of 

CSCs markers, reducing the CSCs population and also increased cell senescence, thereby 

decreasing the proliferation of the remaining cells. Tmz had a similar effect produced by 

Doxo, And because of the low doses used and the effect achieved, Doxo may be 

potentially used clinically for the treatment of gliomas. 
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Description: Materials and Methods. 

Additional file 2 

Title: Figure S1. 

Description: A. Representative images of β-galactosidase positive cells, show-

ing positive cells in blue, of U87 treated with Doxo and Tmz as indicated on 5 

% FBS. Scale bar: 50 μm. B. Morphometric Nuclear Analysis after Doxo 10 nM 

and Tmz 5 μM treatment. The area (in pixels) and Nuclear Irregularity Index 

(NII) of each nucleus were measured from DAPI images. Graphic regions indi-

cate nuclear morphological characteristic:  Normal (N); Small (S); Small and 

Regular (SR); Large and Regular (LR); Irregular (I).   
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Supplementary Information - Material And Methods 

Cell Culture 

The culture medium was prepared with DMEM Low Glucose (Gibco BRL), 44 mM 

NaHCO3, 7.68 mM HEPES, 1 % penicillin and streptomycin (Gibco BRL), 0.1 % 

fungizone (Gibco BRL) supplemented with 5 % fetal bovine serum (FBS - Gibco BRL), 

with pH adjusted to 7.4. The culture medium specifically for Cancer Stem Cells (Stem Cell 

Medium – SCM) was prepared containing DMEM F12 (Gibco BRL), 14.28 mM NaHCO3, 

1 % penicillin and streptomycin, 0.1 % fungizone supplemented with 20 ng/ml FGF 

(Fibroblast Growth Factor, Sigma Chemical Co. - St. Louis, MO, USA), 20 ng/ml EGF 

(Epidermal Growth Factor, Sigma), 10 ng/ml LIF (Leukemia Inhibitor Factor, Sigma) and 

B27 (Gibco, BRL) 0.1 x with pH adjusted to 7.4. 

The human glioma cell line U87 was obtained from ATCC (American Type Culture 

Collection - Rockville, Maryland, USA). The cell line was grown in low glucose DMEM 

supplemented with fetal bovine serum or DMEM F12 supplemented with growth factors 

(FGF, EGF, LIF and B27), both containing antibiotics and fungicides. 

Cells were maintained in tissue culture flasks at 37 °C with humidified atmosphere and 5 

% CO2. The culture medium was changed every 2 / 3 days. 

Sphere Formation Assay 

We used 96-well plate and DMEM Low Glucose supplemented with 5 % FBS or DMEM 

F12 with growth factors (SCM). The treatments were made containing different 

concentrations of Doxorubicin (Doxo - Sigma) or Temozolomide (TMZ - Sigma). 

U87 Cells were trypsinised and counted in Neubauer chamber. 1.000 cells were plated 

containing the treatment or control using 6 wells of the 96-well plate for each treatment. 
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The concentrations used were Doxo 1 nM and 10 nM and Tmz 5 μM. Control had the 

culture medium and vehicle used to dilute drugs (DMSO) at the same quantity as in 

treatments. 

The quantification of sphere was analyzed using an optical microscope of 4-7 days, in 

which the number of spheres was counted. Spheres were considered cells that formed a 

group, which were not fully adhered when observed in phase contrast. 

Determination of Protein 

After the seventh day of treatment at sphere formation assay, two wells of the control or 

treatment were lysed with a solution containing SDS 10 %, EDTA 200 mM and Tris 500 

mM for 10 minutes. The supernatant was collected and boiled for 5 minutes. The dosage of 

proteins was performed using the BCA Protein Assay Kit (Pierce) and after 30 minutes of 

incubation with the solution, samples were read using the SpectraMax spectrophotometer 

(MolecularDevices, CA, USA) at a wavelength of 562 nm. The dosage was used to correct 

the number of spheres, using the formula: number of spheres / amount of protein. 

Flow Cytometry 

For flow cytometry was used a solution containing 0.5 g BSA in 100 ml of PBS 

(Incubation Buffer) and primary antibodies Oct4 (Cell Signal) and Nanog (Cell Signal) and 

the secondary antibody Alexa 488 (Cell Signal). 

The cells were fixed with 4 % formaldehyde for 10 min at 37 °C. After, they were 

permeabilized with 90 % methanol for 30 min on ice. The cells were immunostained with 

each primary antibody 1:200 for 2 h 30 min. Washed two times with the incubation buffer 

and after the secondary antibody 1:1000 was added for 1 h 30 min. The cells were 

analyzed by flow cytometry by detecting the green fluorescence emitted by the antibody. 
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The results were evaluated using the software CytosoftPCA96 (Guava Technologies, 

Hayward, CA, USA) and WinMDI2.9. 

Senescence Associated to β-Galactosidase (SA-β-GAL) 

PBS was used for washing the cells, 2 % paraformaldehyde for fixation and a solution 

containing 1 mg/mL 5-bromo-4cloro-3-indolyl β-D-galactoside (X-gal, Sigma), 40 mM 

acid citric / sodium phosphate, pH 6.0, 5 mM potassium ferrocyanide, 5 mM potassium 

ferricyanide, 150 mM sodium chloride and 2 mM magnesium chloride. 

To stain the nucleus, we used a solution containing 0.1 % Triton X-100, 300 mM DAPI 

and 1 X PBS. 

After the seventh day of the sphere formation assay, two wells of control and each 

treatment were washed with PBS, and 2 % paraformaldehyde was added for 1 h. Then cells 

were washed again and added to 50 μl of solution containing the β-galactosidade substrate, 

X-Gal, for 6 h. 

After this period, cells were washed with PBS and added 50 μl of a solution of marking 

core (containing Triton X-100, PBS and DAPI) for 15 min. 

After the photos were obtained using inverted fluorescence microscope Carl Zeiss and the 

images were analyzed using the software ImageJ 1.42q. 

Nuclear Morphology Analysis  

The DAPI staining used for quantifying the cell senescence was also used to quantify the 

images using the Software Image Pro Plus 6.0 (IPP6 - Media Cybernetics, Silver Spring, 

MD). The parameters roundness, aspect, radius ratio and area box were quantified and 

grouped in an index, named Nuclear Irregularity Index (NII), which is composed by the 

sum of aspect, radious ratio and roundness, subtracted by the value of area box. Data 



 

115 

 

presented as a plot of Area versus NII in which normal nuclei were considered the nuclei 

inside 2 standard deviations (SD) of the mean of a population of nuclei obtained from 

untreated cells. Nuclei were considered large and regular if above 2 SD of size and below 

3SD of NII and irregular when above 3SD of the large population or above 5 SD of the 

normal sized population. 

Statistical Analysis 

Data are expressed as mean ± SEM. Data were analyzed using ANOVA followed by SNK 

for multiple comparisons. 

Data analysis was performed with the aid of the GraphPad INSTAT (GraphPad Software, 

San Diego, CA, USA). 
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Supplementary Information - Figure S1  
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Capítulo IV 
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Doxorrubicina e Silenciamento de XIAP ou 
Survivina em células tronco Tumorais de U87-

MG 
 

Introdução 
 
 

Glioblastomas multiformes (GBM) são os tumores agressivos e bastante 

heterogêneos que apresentam uma população de células tronco tumorais (CSC – 

cancer stem cells) (Yuan, 2004; Fan, 2010; Beier, 2011) que parecem contribuir 

para resistência dos tumores a tratamentos (Singh, 2004; Clarke, 2006; Du, 2009; 

Denysenko, 2010). A formação de tumor-esferas, presentes na linhagem de 

glioma U87-MG, está associada a presença de CSC e malignidade do tumor (Yu, 

2008), ainda que em outros estudos mais recentes demonstrem o oposto com o 

uso de diferentes marcadores (Barrett, 2012). 

A resistência a apoptose é um dos principais mecanismos de surgimento, 

manutenção e resposta a quimioterápicos entre os tumores agressivos de difícil 

tratamento. Entre os membros da família das proteínas IAPs, XIAP (Ferreira, 

2001; Carter, 2003; Schimmer, 2004) e survivina (Ambrosini, 1997; Vucic, 2000; 

Hunter, 2007; Augello, 2009) aparecem com frequência altamente expressas em 

tumores como gliomas. 

Assim, os silenciamento de XIAP e survivina são alvos importantes no 

desenvolvimento de novas terapias para gliomas. Através do uso de vetores 

lentivirais, foi possível expressar estavelmente XIAP e survivina (separadamente) 

na linhagem de gliomas humano U87-MG. A combinação do silenciamento de 
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uma das IAPs com os fármacos temozolamida e doxorrubicina foi usada para 

avaliação do efeito na população tronco tumoral nas linhagens de gliomas. 

 

 

 

  

 

Metodologia 
 Ensaio Clonogênico 

100 células foram plaqueadas em placas de 6 poços e tratadas por 48 

horas com 1 nM, 10 nM, 100 nM e 1uM de DOXO; 1 nM, 10 nM de VINC e 5 nM, 

10 nM e 100 nM de TMZ. Após o tratamentos as células foram mantidas por 10 

dias com troca de meio a cada 2 dias. Ao final dos 10 dias as células foram 

fixadas com metanol e coradas com Giemsa. 

 

Outras metodologias pertinentes a esse capítulo já foram descritas nos 

capítulos anteriores. 

Resultados e Discussão 
 

Os efeitos dos tratamentos 48 horas analisados em estudo anterior por 

MTT mostraram que em longo prazo há drástica redução da proliferação celular, 

nos quais não foi observada formação de colônias em células WT e silenciadas. 

Com doses menores, foi possível observar que não houve diferença dentre as 

células WT e as linhagens shS, mas que shX parecem ter adquirido resistência na 

ausência dos quimioterápicos (figura 1). Essa resistência pode estar associada a 

presença de células tronco tumorais que não persistiram ao tratamento com os 

fármacos. 



 

120 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 1. Ensaio Clonogênico após tratamento por 48 horas e manutenção 

por 10 dias. As linhagens silenciadas de U87-MG para XIAP (U87shX), survivina 

(U87shS) e, GFP (U87shGFP) como controle, foram testadas em baixas doses de 

5 e 10 μM de temozolamida (tmz), 1 e 10 nM de vincristina (vinc) e 1 nM de 

doxorrubicina (doxo) (n=3). Doses maiores não apresentaram colônias para 

análise. 

 

 

O meio de cultivo de células usado para indução de esferas é normalmente 

enriquecido com fatores de crescimento e na ausência de soro fetal bovino (SFB). 

A formação de esferas de células é indicativa da presença de células com 

características indiferenciadas (Zhang, 2006). O uso de SFB nas concentrações 

de 5 ou 10% nesse estudo não influenciou significativamente a formação de 

esferas entre as linhagens silenciadas (figura 2). A formação de esferas foi inibida 

para todas as linhagens quando tratadas com Doxo 10 nM em SFB, mas 

mantendo células aderidas (figura 3). No entanto, a dose menor de Doxo (1 nM) 
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reduziu a quantidade de esferas apenas em WT e não afetando o crescimento de 

esferas em células silenciadas para XIAP ou Survivina. Estudos com TMZ e CSC 

ainda são contraditórios (Beier, 2008; Gilbert, 2010), e os resultados 

apresentados neste estudo com baixa dose ( 5 μM) mostram redução significativa 

da quantidade de esferas nas linhagens utilizadas mas sem que o silenciamento 

de XIAP e survivina promovesse qualquer efeito diferencial em relação à WT .  

 

 

Figura 2. Efeito da concentração de soro fetal bovino no crescimento de 

tumor-esferas. As células U87WT, silenciadas para XIAP (shX) e silenciadas 

para survivina (shS), mantidas por 7 dias com meio enriquecido com soro fetal 

bovino (SFB) 5 e 10% foram contadas de acordo com o número de esferas 

presentes no 7º dia. Não houve diferença significativa entre os meios utilizados 

(n=3). 
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Figura 3. Ensaio Esferogênico de células silenciadas com sh-XIAP e sh-survivina 

As células foram após tratamento de 7 dias com temozolamida 5 μM e 

doxorrubicina 1 e 10 nM. (A) As células U87 silenciadas para XIAP (shX) e 

survivna (shS) foram comparadas com U87WT com soro fetal bovino (FBS – fetal 

bonvine serum) e meio enriquecido com fatores de crescimento (NSCM)(n=3). 

Escala de 50 μm. 

 

Já o uso de meio com fatores de crescimento para CSC (NCSM), como 

esperado apresentou significativo aumento de formação de esferas em relação ao 

meio contendo soro. O tratamento com TMZ e Doxo reduziu o número de esferas 

em relação ao não tratado para a linhagem selvagem (figura 3). As células 

silenciadas apresentavam menos esferas na ausência de tratamento e este nível 

não foi afetado pelo silenciamento da survivina ou da XIAP. Yu (2008) encontrou 

um resultado similar em que Vincristina promoveu aumento da população CSC, 
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possivelmente por um mecanismo de resistência a apoptose presente nas CSC. 

Isso poderia indicar que as células silenciadas não são sensíveis ao estímulo de 

crescimento de esferas ou ainda que não houvesse CSC nessas linhagens. No 

entanto, a presença de células positivas para os marcadores de células 

indiferenciadas OCT4, NANOG e CD133 (Prominina-1), foram detectadas nas 

linhagens silenciadas, ainda que numa proporção menor (dados ainda 

preliminares). 

Esses dados até o momento demonstram que há possivelmente a mesma 

proporção de células positivas nas linhagens silenciadas e para shS para os 

marcadores OCT4, NANOG se comparadas a WT (figura 4)(dados parciais).   

 

 

Figura 4. Citometria para marcadores de células indiferenciadas. 

Percentagem de células positivas para OCT4 e NANOG em U87WT e silenciada 

para survivina (shS) na presença de soro ou em meio enriquecido com fatores de 

crescimento (NSCM).(n=2) 

 

Embora existam indicativos que a população de CSC sejam resistentes a 

Doxo (Liu, 2006; Kikuchi, 2008), os resultados aqui parecem ser dose-

dependentes. As linhagens silenciadas parecem ser resistentes na baixa dose de 
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1 nM, mas a presença de CSC precisa ainda ser confirmada por marcadores 

moleculares, bem como os testes com a linhagem controle de interferência. 

 Nos tratamentos com DOXO, a proporção de células senescentes entre as 

células silenciadas é maior que WT, e na presença de meio NSCM, esse efeito 

parece aumentado entre as células shX (figura 5). Somado ao resultado do ensaio 

formador de esferas em que shX apresentou redução de esferas, esse aumento 

de senescência em shX pode indicar um possível destino para as células 

formadoras de esferas (e também as CSC), estimulado por NSCM. 
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Figura 5. Senescência celular em células silenciadas tratadas com 

temozolamida e doxorribicina. (A) No eixo y, a porcentagem de células β-gal 

positivas em U87WT, silenciadas para XIAP (shX) e silenciadas para survivina 

(shS) após tratamento por 7 dias com TMZ 5 μM em meio com soro fetal bovino 

(FBS) ou meio contendo fatores de crescimento (NSCM). (B) Imagens da 

marcação de SA-β-gal, em que células azuis foram consideradas positivas ou 

senescentes.8 Escala de 50 μm. (C) No eixo y, a porcentagem de células β-gal 

positivas em U87WT, silenciadas para XIAP (shX) e silenciadas para survivina 

(shS) após tratamento por 7 dias com Doxo 1 e 10 nM em meio com soro fetal 

bovino (FBS) ou meio contendo fatores de crescimento (NSCM). (D) Imagens da 

marcação de SA-β-gal, em que células azuis foram consideradas positivas ou 

senescentes Escala de 50 μm. Os resultados representam média de 

experimentos independentes ± o erro padrão da média e avaliados com   ANOVA 

seguido do teste SNK ; * p<0,05 .   

 

 

TMZ não parece ter influenciado na indução de senescência como Doxo, 

um fármaco indutor clássico de apoptose e senescência (Rebbaa, 2003). Doxo 

aumentou significativamente os níveis de senescência em shS, mas sem 

diferença entre SFB e NSCM. Os resultados do ensaio SA-β-gal foram similares a 

análise morfométrica (figura 6) dos núcleos das células analisadas, reforçando os 

indicativos de senescência celular (figura 5C e 5D). A senescência pode ser 

ativada por resposta a um estresse como a presença de um quimioterápico 

(indutor de danos ao DNA como TMZ e Doxo), além de reprogramar células a 

pluripotência induzida por fatores Yamanaka (OCT4, Sox2, KIf4 e c-Myc)(Banito, 

2010). 
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Figura 6. Analise Morfométrica dos Núcleos das Células silenciadas após 

tratamentos com doxorrubicina e temozolamida. (A) A área (em pixels) e o 

índice de integridade nuclear (NII) de cada núcleo foi medido através das imagens 

dos núcleos marcados com DAPI. As regiões do gráfico indicam características 

nucleares: normal (N); pequeno e regular (SR - small and regular); grande e 

regular (LR – large and regular); irregular (I). (B) Quantificação dos núcleos 

grandes e regulares (LR) como indicativo de senescência celular. Os resultados 

representam média de experimentos independentes ± o erro padrão da média e 

avaliada com ANOVA seguido do teste SNK; *** p<0,001. 

 

 Embora esse seja ainda um estudo preliminar, e apenas avaliado os 

fármacos DOXO e TMZ, há importantes indícios de que após o silenciamento de 

XIAP e survivina, U87-MG além de conservar parte da população CSC, pode 

ainda representar que a senescência pode ser induzida por estímulos apoptóticos 

(Banito and Gil 2010) aqui gerados por TMZ e Doxo. Esse efeito é importante 

porque indica que a combinação do silencimento de IAP’s e Doxo podem atingir 

também as CSC, reduzindo a chance de recidiva desse tipo tumor tão agressivo. 
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Capítulo V 
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Discussão 
 

 
A terapia para gliomas usada atualmente necessita de opções mais 

encorajadoras para aprimorar com novos alvos moleculares e novas 

metodologias. A família das IAPs é um alvo importante da terapia de vários tipos 

tumorais (Schimmer, 2004; Hunter, 2007; LaCasse, 2008), como carcinoma 

hepatocelular (Augello, 2009), câncer de próstata (Gill, 2009), câncer de mama 

(Lima, 2004), câncer de pulmão (Hu, 2003; Cao 2004) e em gliomas (Fulda, 2002; 

Naumann, 2007; Vellanki, 2009). Atingir especificamente IAPs é bastante 

desejado, mas ainda poucos fármacos parecem atuar diretamente nessas 

proteínas, como é o caso de embelin, um fármaco inibidor de XIAP capaz de 

induzir apoptose inclusive em gliomas (Nikolovska-Colesk, 2004; Ahn, 2007). 

Assim, metodologias que fazem uso de antagonistas e moléculas desenhadas 

para inibição de XIAP trouxeram resultados promissores em ensaios clínicos I e II; 

enquanto que para survivina existem estudos em fase I de vacinas com peptídeos 

de survivina (Kelly, 2011; Miyazaki, 2011) para gliomas entre outras propostas em 

fase inicial ainda (LaCasse, 2008)( http://tinyurl.com/cy4um3z, capturado em 

29/02/2012) . 

No trabalho desenvolvido nessa tese foram silenciadas parcialmente, e 

separadamente, duas proteínas da família das IAPs altamente expressas em 

gliomas e outros tumores: XIAP e survivina (Wagenknecht, 1999; Das, 2002; 

Blanc-Brude, 2003; Jiao, 2004; Grunda, 2006; Hunter, 2007). O silenciamento 

estável através do uso de vetores lentivirais nos permitiu a criação de linhagens 

modificadas que, permanentemente, expressaram uma seqüência shRNAi. 
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Embora nesse trabalho o uso de vetores lentivirais seja uma ferramenta de estudo 

em IAPs em uma linhagem de GBM in vitro, o uso desses vetores como estratégia 

terapêutica demonstra que a transdução de gliomas é possível in vivo (Miletic, 

2004) e são capazes de atingir células CD133, Nestina e SOX2 positivas 

(Huszthy, 2009). Esses estudos demonstram que possivelmente os experimentos 

realizados nesse trabalho possam ser repetidos com sucesso in vivo.  

A expectativa dos resultados com o silenciamento de proteínas inibidoras 

de apoptose era de que muitas das células transduzidas entrassem em apoptose 

espontaneamente ao longo do processo de expressão do shRNAi. É bastante 

provável que logo que as células foram transduzidas muitas delas tenham de fato 

morrido por estímulo apoptótico, tendo sobrevivido apenas aquelas que tinham os 

maiores níveis de expressão da proteína, ou que a expressão do shRNAi tenha 

sido menor, ou ainda que tivessem algum mecanismos complementar (como a 

compensação de atividade de outras IAPs). Certamente, para que essas 

linhagens sobrevivessem e se mantivessem proliferando, mecanismos de 

adaptação e resistência a apoptose foram restabelecidos. Foi identificado como 

possíveis mecanismos de resistência na linhagem shX a superexpressão de 

survivina e na linhagem shX a super-expressão da survivina (capítulo II). Isso é 

importante porque nosso trabalho difere dos estudos em que XIAP e survivina 

foram silenciados de forma transiente, dos quais a indução de apoptose foi mais 

evidente. Aqui, avaliamos como uma linhagem de glioma reage a diversos 

fármacos relacionados à terapia oncológica com aproximadamente 50% menos 

da proteína XIAP e 70% menos da proteína survivina. 
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Embora XIAP e survivina sejam inibidoras de apoptoses clássicas, XIAP 

está mais envolvida no bloqueio da via apoptótica através de interações diretas 

com caspases executoras e sinais mitocondriais inibitórios como SMAC/DIABLO. 

Survivina, por ter funções tanto no citoplasma (interagindo com proteínas da 

ativação mitocondrial de apoptose), quanto durante a mitose (participando da 

organização do fuso mitótico) poderia elucidar os primeiros passos do sinal 

apoptótico em resposta a danos ao DNA e a catástrofe mitótica ainda no núcleo. 

Assim, as duas proteínas apesar de pertencer à mesma família de proteínas, 

parecem atuar em momentos e eventos diferentes da morte celular. Embora 

existam variantes de processamento do mRNA da survivina que sugerem funções 

em diferentes locais dentro da célula (Caldas, 2005), as seqüências usadas para 

o silenciamento realizado nesse trabalho tem como alvo todas as variantes de 

survivina e XIAP. A relação inversa da expressão protéica da XIAP e survivina 

nas linhagens silenciadas nesse trabalho pode ser justificada pelas atuações 

diversas desempenhadas por survivina em particular, visto que survivina parece 

bastante influente na regulação da função de XIAP. 

 Survivina é uma proteína com frações presentes tanto no citoplasma, no 

interior das mitocôndiras quanto no núcleo. Quando liberada do interior das 

mitocôndrias (junto com outros sinais apoptóticos) ao citoplasma pode inibir a 

ativação de caspases 9 e formar complexo com XIAP capaz de inibir a 

degradação dessa proteína (Dohi, 2004). A formação desse complexo sofre 

regulação de PKA (Dohi, 2007) e XAF-1 (Liston, 2001); um inibindo a formação do 

complexo XIAP-survivina e outro seqüestrando XIAP do citoplasma. A 

antagonização ou inibição de survivina pode levar a importantes alterações na 



 

134 

 

citocinese que podem gerar aneuploidias nas células (Li, 1998; Chen, 2000; 

Caldas, 2006) além de que a inibição de survivina na função de p53 sugere uma 

importante regulação da tumorigênese, visto que a superexpressão de survivina 

em células apoptóticas pode ser induzida por p53 (Das, 2002; Mirza, 2002). 

Apesar disso, uso de moléculas inibidoras e o silenciamento de XIAP utilizados 

em outros trabalhos não demonstraram compensações de níveis de outras IAP’s, 

nem survivina, como observado nos GBMs U87-MG nesse trabalho (McManus, 

2004; Naumann, 2007). Apesar da compensação das proteínas XIAP e survivina 

apresentadas nas células silenciadas, isso não pareceu ter atingido a 

funcionalidade delas. XIAP e survivina não possuem funções complementares, e 

conforme a hipótese desse trabalho, as células silenciadas foram sensíveis a 

alguns fármacos de forma similar.  

Do contrário ao que esperavamos, as linhagens silenciadas não 

apresentaram crescimento celular reduzido, nem alterações no ciclo celular e 

senescência. Isso indicou que o silenciamento parcial das proteínas XIAP e 

survivina não afetaram as principais vias de manutenção da célula, e que a 

indução de apoptose não ocorreu na ausência de estímulos.   

Dos diversos fármacos usados nesse trabalho, alguns tinham alvos 

semelhantes, e por isso a expectativa era encontrar efeitos similares. No entanto, 

Doxo e Etopo, dois fármacos que atuam sobre topoisomerases, tiveram efeitos 

distintos. Os quimioterápicos que atuam em topoisomerase II durante o 

mecanismo de reparo de DNA são chamados de tóxicos quando estabilizam o 

complexo de clivagem gerado pelo mecanismo de reparo; ou inibidores quando 

afetam topoisomerase II sem a estabilização do complexo de clivagem (Li, 2001; 
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Montecucco, 2007).  Etopo e Doxo são agentes tóxicos da topoisomerase II, que 

podem ter ação influenciada pelos níveis da enzima apresentados pela célula, 

que reduzidos podem conferir resistência (Montecucco, 2007). A pequena 

sensibilidade de Etopo pode ser explicada por um estudo que mostrou que U87-

MG é uma linhagem de glioma com baixa expressão de topoisomerase II (Sevim, 

2011), mas que teve a sensibilidade aumentada com o silenciamento de XIAP e 

survivina. Doxo, por outro lado, apresentaram, além do efeito tóxico na 

topoisomerase II, diversos efeitos na molécula de DNA como agente intercalante, 

alquilante e indutor de crosslinks (Minotti, 2004). Essas diferenças entre os dois 

fármacos e o silenciamento estável de XIAP e survivina, podem indicar as razões 

para Doxo ter maior efeito entre as células silenciadas e a controle. 

Os principais resultados nesse estudo foram Doxo 1 μM e Vinc 100 nM 

devido aos primeiros resultados do ensaio de viabilidade celular MTT. Quando 

administrado a pacientes, Doxo pode atingir um pico de 5 μM no plasma, e se 

mantém estável em concentrações de 25 a 250 nM (Minotti, 2004). Apesar de 

Doxo não ser um fármaco clássico do tratamento de gliomas, as boas 

perspectivas demonstradas por esse fármaco motivaram a busca de alternativas 

para que ela se tornasse biodisponível no GBM. Lipossomos (Chen, 2011; Qin, 

2011), esferas (Baltes, 2010), polietilenoglicol revestido de lipossomos (Kikuchi, 

2008), nanopartículas (Steiniger, 2004; Verreault, 2011; Wohlfart, 2011), cápsulas 

e injeções diretas (Lesniak, 2005) demonstram que há sim uma possibilidade 

alternativa para o uso de Doxo em paciente com GBM. Para isso é preciso avaliar 

bem as respostas de GBMs frente a diferentes doses de Doxo, porque o mesmo 

fármaco pode induzir tanto apoptose em doses acima de 10 μM quanto 
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senescência em doses abaixo de 1 μM (Rebbaa, 2003). No presente estudo, 

vimos tanto apoptose quanto senescência nos gliomas silenciados para XIAP e 

Survivina na dose de 1 μM. Através da expressão de H2Ax ativada e do 

acentuado aumento da expressão de p53 após os tratamentos com Doxo 1 μM 

ficou nítido que tanto em WT quanto nas linhagens silenciadas, a resposta 

apoptótica ocorrem em resposta ao dano ao DNA. De forma interessante, as 

células que não cederam a morte apoptótica e necrótica, entraram em 

senescência após 48 horas de tratamento e perderam a capacidade proliferativa 

ao final de 10 dias sem a presença do fármaco. Essa avaliação de longo prazo 

dos efeitos do tratamento de 48 horas não mostrou diferença significativa entre 

células controle e silenciadas, mostrando que apenas o silenciamento de XIAP e 

survivina não mantém os efeitos de um breve tratamento. 

 Vincristina e taxol apresentaram um efeito semelhante apenas nas células 

controle; enquanto a primeira apresentou fortes sinais de indução de catástrofe 

mitótica (como visto nos resultados analisados com DAPI e Anexina), taxol não 

parece ter afetado as linhagens silenciadas. Entre os mecanismos de resitência 

ao taxol está o aumento da expressão de MDR1 e conseqüentemente da 

glicoproteína P, capazes de expulsar o fármaco do interior da célula (Casazza, 

1996). Outro mecanismo de resistência pode ser apresentado por células que 

tenham mutações na tubulina (Paraskevi, 2000). Um estudo com a linhagem 

celular MCF7, de câncer de mama, apresentou aumento da expressão de 

survivina após o tratamento com taxol (Ling, 2004). Se taxol induzir o aumento da 

expressão de survivina em gliomas, o fármaco pode ter anulado o efeito do 

silenciamento de survivina.  
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O fato de que alguns fármacos não afetarem a viabilidade celular em 48 

horas de forma diferencial entre silenciadas e controle não diminui a importância 

desses fármacos para tratamentos crônicos. O ensaio clonogênico das linhagens 

silenciadas com TMZ nos deixou claro que mesmo após 48 horas e 10 dias livre 

de tratamento, houve efeito anti-proliferativo. O ensaio de viabilidade serviu para 

eleger os fármacos que estariam promovendo apoptose preferencialmente, e a 

escolha de tempo foi baseada na velocidade da resposta apoptótica. Depois de 

ativada a clivagem de caspase, a execução de apoptose pode ocorrer em minutos 

(Green, 2005), e para as linhagens silenciadas havia hipoteticamente maior 

facilidade de realizar os disparos de sinalização apoptótica o que pode ser 

confirmado no ensaio de caspase 3.  

Avaliando os efeitos dos tratamentos, apoptose e senescência foram os 

principais processos celulares encontrados nas células silenciadas, Se apoptose 

pode ocorrer em pouco tempo, senescência é um processo associado ao 

desgaste celular ao longo do tempo de vida ou passagens da célula. Em nosso 

estudo, a senescência foi induzida nos tratamentos de apenas 48h, como um 

possível escape da via apoptótica. Embora não esperássemos encontrar 

senescência, e sim apoptose, essa possibilidade é ainda um efeito interessante e 

desejável na clínica de tumores agressivos como gliomas (Lleonart, 2009; Ewald, 

2010). Tratamos também ao longo de sete dias os GBMs silenciados para 

avaliação das CTTs, onde encontramos taxas maiores de senescência entre as 

linhagens silenciadas ainda que na presença de células positiva para marcadores 

de indiferenciação. Esse efeito pode ser considerado benéfico porque CTTs estão 

relacionadas ao pior prognóstico dos pacientes, e esses resultados (se 
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confirmado com novos experimentos) podem significar que o silenciamento de 

XIAP e survivina sensibilizou também essa população de células. 

A avaliação do efeito de diferentes doses de Doxo na população de CTTs 

se fez necessária para evitar que mecanismos de resistência presentes nas 

CTTs, como visto em melanomas através de transportadores ABCB5 e ABCB8 

(Frank, 2005; Elliott, 2009) e mecanismos de reparo acentuados em gliomas (Bao, 

2006; Clevers, 2011) possam reduzir as chances de sucesso em tratamentos 

clínicos. Nesse estudo, baixas doses de Doxo (1 e 10 nM) foram administradas 

com indução de senescência similar ao encontrado no tratamento agudo. A 

indução de senescência apenas com a presença do meio de cultura NSCM por 7 

dias ainda não pode ser explicada, necessitando ainda de experimentos que 

indiquem que fatores influenciariam nesse efeito. É preciso salientar que SA-β-

GAL foi o único experimento realizado para detecção de senescência celular. A 

análise de morfologia nuclear nesse caso ficou impossibilitada devido a 

disposição dos núcleos quando as células se dispõem em esferas. Assim, se faz 

necessário o uso de outros marcadores que afastem a suspeita de que o meio 

enriquecido com fatores de crescimento de células tronco esteja levando a um 

resultado de falso positivo. 

Sabendo que U87-MG é uma linhagem de glioma que preserva populações 

heterogêneas, incluindo células positivas para marcadores de indiferenciação 

como Oct4, Nanog e CD133 (Singh, 2004), foi surpreendente que após o 

estressante processo de silenciamento usando vetor lentiviral pudesse ter 

mantido uma população de CTTs. O aspecto das células silenciadas nos indica 

que não houve seleção preferencial de uma ou outra população ao longo do 
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processo de transdução, especialmente por não perderem a capacidade de 

formação de tumor-esferas – embora sejam necessários marcadores específicos 

para confirmar isso. 

Vincristina, por inibir a atuação dos microtúbulos ao longo da mitose, se 

destacou em nosso estudo com a perspectiva de avaliar a indução de apoptose 

em gliomas silenciados com shRNAi de Survivina. Nos experimentos de 

marcação com anexina, o fármaco na dose de 100 nM teve uma resposta difusa 

para ambas células silenciadas. A morte apoptótica não ficou clara, necrose 

esteve presente em níveis consideráveis e p53 não foi ativada, indicando uma 

possível catástrofe mitótica como efeito predominante em 48 h de tratamento. É 

possível que os resultados se tornem mais evidentes quando avaliados em 

diferentes tempos. De qualquer forma, no ensaio clonogênico ficou claro que o 

uso de Vinc em gliomas pode ser bastante promissor como já vem sendo descrito 

em outros trabalhos (Aydin, 2010; Brada, 2010). 

A avaliação de morte celular foi realizada após 48 horas de tratamento na 

maioria dos experimentos. No entanto, o ensaio de caspases 3 mostrou que em 

24 horas o efeito do silenciamento foi maior nos tratamentos com Doxo e Vinc que 

em 48 horas, mas que isso foi superado pela célula ao final de 24 horas 

seguintes. Isso mostra como as vias que regulam a viabilidade celular são tênues 

e rapidamente reestruturadas a ponto de exigir cautela ao comparar resultados 

obtidos em tempos diferentes. 

Os experimentos aqui demonstrados compreenderam apenas a linhagem 

de GBM U87-MG, portadora de p53 ativa. O silenciamento de XIAP em U251, 

outra linhagem humana de GBM demonstrou até o momento que não apresentará 
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o mesmo efeito encontrado em U87-MG. A ausência da função de p53 impede 

que o glioma U251 apresente senescência (Brazdova, 2009), um dos efeitos do 

tratamento com Doxo. Além disso, U251 parece mais resistente a Vinc que U87-

MG, indicando de que resultados obtidos nessa tese poderão ser estendidos, com 

reservas, a GBMs p53 positivos. 
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Conclusões 

 
Principais resultados encontrados: 

 O silenciamento estável de proteínas pró-apoptóticas como XIAP e 

survivina não reduz significativamente a proliferação da linhagem de 

gliomas U87-MG. 

 Mecanismos compensatórios entre XIAP e survivina ocorrem após o 

silenciamento de cada uma dessas proteínas, mas o efeito do 

silenciamente não é anulado por essa regulagem. 

 Os gliomas U87-MG silenciados para XIAP e survivina se tornaram 

mais sensíveis após tratamento de 48 horas com doxorrubicina (1 

μM), vincristina (100 nM), etoposídeo (300 nM) e resveratrol (30 μM).  

 O fármaco doxorrubicina induziu apoptose e senescência com maior 

intensidade em gliomas U-87 silenciados para XIAP e survivina. 

 O efeito dos tratamentos de 48 horas tanto com doxorrubicina 

quanto temozolamida e vincristina são igualados após 10 dias sem o 

fármaco, resultando na ausência de colônias. 

 Doses baixas de doxorrubicina (1 nM), temozolamida (5 μM)  e 

vincristina (1 nM) após 48 horas de tratamento e 10 dias de 

manutenção não demonstrou diferença no número de colônias entre 

a linhagem controle e silenciadas. 

 O fármaco vincristina gerou um tipo de morte difusa, com altas taxas 

de necrose, degradação nuclear, senescência e poucos eventos de 

apoptose.  
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 A dose de doxorrubicina é determinante no efeito sobre as células 

positivas para marcadores de células tronco, sendo eliminadas na 

dose 10 μM e selecionadas com 1 μM. Esta última dose pode ainda 

levar as células diferenciadas a senescência. 

 O fármaco temozolamida neste trabalho foi capaz de reduzir a 

população de células positivas para marcadores de células tronco. 

 O uso de vetor lentiviral para a expressão de RNAs de interferência 

de expressão estável não eliminou a população tronco tumoral, nem 

a capacidade de formar esferas da linhagem de glioma U87-MG. 

 O silenciamento de XIAP na linhagem de glioma humano U251 não 

apresentou similar sensibilidade aos quimioterápicos doxorrubicina, 

vincristina e etoposídeo como observado em u87-MG. 
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Perspectivas geradas pelo trabalho 

 
Sensibilização de gliomas ao silenciamento de XIAP e Survivina: 

 Avaliar o efeito do silenciamento das proteínas XIAP e survivina em 

outros membros da família as IAPs, como c-IAP1 e c-IAP2. 

 Ampliar os experimentos de ensaios clonogênicos para outros 

fármacos, bem como avaliar o efeito crônico dos fármacos utilizados 

em doses baixas. 

 Identificar alterações na localização de survivina (núcleo, citoplasma 

ou mitocôndria) nas linhagens silenciadas. 

 Repetir a metodologia em glioma primário com p53 funcional. 

 Avaliar o crescimento das linhagens silenciadas em modelo animal 

nude in vivo. 

 Concluir as análises de viabilidade celular na linhagem de glioma 

humano U251. 

 

Efeito de Temozolamida e Doxorrubicina na população tronco tumoral 

de gliomas 

 Avaliar se os mecanismos de reparo divergem entre as doses de 

doxorrubicina utilizadas através de ensaio cometa e western blot 

para a proteína H2Ax fosforilada. 

 Realizar análises de ciclo celular e anexina através de citometria de 

fluxo para analisar possíveis alterações de crescimento e apoptose. 
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 Avaliar a expressão dos transportadores ABCB5 e da expressão dos 

genes MDR como um possível mecanismo de reistência a 

doxorrubicina ativado em células tronco tumorais. 

 Buscar a separação das células positivas para oct4, cd133 e nanog 

através de citometria “Fluorescence-Activating Cell Sorting” para 

avaliação do efeito de doxorrubicina e temozolamida nessas 

linhagens em modelo animal nude in vivo. 

 

Efeito crônico Doxorrubicina e Vincristina nos gliomas silenciados 

para XIAP e Survivina 

 Aumentar o tempo de tratamento dos fármacos em doses mínimas 

(já estipuladas pelos experimentos de MTT) e avaliar através de 

ensaio clonogênico o impacto desses tratamentos no crescimento 

celular. 
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(Congresso,Apresentação de Trabalho) 

Referências adicionais : Brasil/Inglês. Meio de divulgação: Impresso; Local: Hotel Monte Real; Cidade: Águas de Lindóia - 
SP; Evento: XXXVIII Annual Meeting of SBBq; Inst.promotora/financiadora: Sociedade Brasileira de Bioquímica 
 

4. LOPEZ, P., Andrew, Eduardo, José, Lauren, LENZ, G. 
RNA Interference of the Caspase Inhibitors XIAP and Survivin Modulate Apoptosis in 
Glioma, 2009.  (Congresso,Apresentação de Trabalho) 
Palavras-chave: gliomas, lentiviral vector, apoptosis 
Áreas do conhecimento : TERAPIA GÊNICA 
Referências adicionais : Brasil/Inglês. Meio de divulgação: Impresso; Local: Hotel Monte Real; Cidade: Águas de Lindóia - 
SP; Evento: XXXVIII Annual Meeting of SBBq; Inst.promotora/financiadora: Sociedade Brasileira de Bioquímica 
 

5. LEDUR, P. F., LOPEZ, P, Emily, Andrew, Melissa, LENZ, G. 
Apoptosis modulation in gliomas by RNA interference and transgene expression using 
Lentiviral vector, 2007.  (Simpósio,Apresentação de Trabalho) 

Referências adicionais : Brasil/Português; Local: SÃO PAULO; Cidade: SÃO PAULO; Evento: São Paulo Research 
Conferences 
 
 
 
 
 
 
 

Produção Técnica 
Demais produções técnicas 
 
1. Alessandra, Nicole, LOPEZ, P. 
Microorganismos: Mocinhos ou Bandidos, 2009.  (Aperfeiçoamento, Curso de curta duração 
ministrado) 
Palavras-chave: educação em ciências 
Referências adicionais : Brasil/Português. 50 horas. Meio de divulgação: Vários 
 

2. Alessandra, Nicole, Andrew, LOPEZ, P. 
Microorganismos: O mundo que não enxergamos, 2009.  (Especialização, Curso de curta 
duração ministrado) 
Palavras-chave: educação em ciências 
Referências adicionais : Brasil/Português. 50 horas. Meio de divulgação: Vários 
 

3. antônio carlos burlamaque, LOPEZ, P., valeska lizzi lagranha, Baldo, G, matias eliseo 
melendez, fernanda dos santos oliveira, fernanda dos santos pereira, BELARDINELLI, M. C. 
ATUALIZAÇÃO EM TERAPIAS GÊNICA E CELULAR, 2006.  (Extensão, Curso de curta duração 
ministrado) 
Palavras-chave: TERAPIA GÊNICA, TERAPIA CELULAR 
Referências adicionais : Brasil/Português. 15 horas. Meio de divulgação: Impresso 
 

4. Kindel, E, LOPEZ, P. 
RELATOS ILUSTRADOS DA EXPERIÊNCIA DOCENTE NA PRÁTICA DE ENSINO DA 
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LICENCIATURA EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS, 2006.  (Outro, Curso de curta duração ministrado) 

Referências adicionais : Brasil/Português. 2 horas. Meio de divulgação: Outro 
 
 
 

Orientações e Supervisões 
 
 Orientação de outra natureza 
 
1. Gleice Monteiro Reder. Metodologias em Cultivo Celular. 2010. Orientação de outra natureza 
(Ciências Biológicas) - Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul 
Referências adicionais : Brasil/Português.  
Estágio supervisionado I. 
 

2. Felipe de Almeida Sassi. RELATÓRIO DE ESTÁGIO CURRICULAR COM ÊNFASE EM 
BIOLOGIA MOLECULAR. 2010. Orientação de outra natureza (biomedicina) - Universidade 
Federal do Rio Grande do Sul 
Palavras-chave: câncer, gliomas, Células tronco tumorais 
Referências adicionais : Brasil/Português.  
Estágio curricular. 
 
 
 

Demais Trabalhos 
1. Kindel, E, LOPEZ, P. 
Relato Ilustrado da experiência docente na Prática de Ensino da Licenciatura em Ciências 
Biológicas da UFRGS, 2006.  
Referências adicionais : Brasil/Português.  
 

2. LOPEZ, P., SANTOS, Eliane Kaltchuk dos, SHIENGOLD, Marion, GONÇALVES, Gislene Lopes 
E POR FALAR EM GENÉTICA, 2003.  
Palavras-chave: GENÉTICA; EDUCAÇÃO 
Áreas do conhecimento : Genética,Genética Humana e Médica 
Setores de atividade : Educação Média de Formação Geral 
Referências adicionais : Brasil/Português. Meio de divulgação: Outro 
PARTICIPAÇÃO COMO MEMBRO DA COMISSÃO ORGANIZADORA DA ATIVIDADE DE EXTENSÃO UNIVERSITÁRIA 
"E POR FALAR EM GENÉTCIA..." PROMOVIDA PELO DEPARTAMENTO DE GENÉTICA DO INSTITUTO DE 
BIOCIÊNCIAS, NUM TOTAL DE 45 HORAS. 
 
 
 
 
 
 

Eventos 
Participação em eventos 
 
1. Apresentação de Poster / Painel no(a) American Society for Cell Biology 50th Annual 
Meeting, 2010.  (Encontro) 
XIAP Or Survivin Silencing Affect Sensitivity To Specific Drugs In Glioma Cells.  
 
2. Apresentação de Poster / Painel no(a) XXIII Reunião Anual da FeSBE, 2008.  (Congresso) 
EFEITO DO SILENCIAMENTO DA ECTO-5’-NUCLEOTIDASE/CD73 NA MIGRAÇÃO CELULAR 
DE LINHAGEM DE GLIOMA HUMANO U138-MG.  
 
3. Apresentação de Poster / Painel no(a) XIX SALÃO DE INICIAÇÃO CIENTÍFICA, 2007.  (Outra) 
AVALIAÇÃO DO SILENCIAMENTO DO GENE DE SURVIVINA POR RNAI EM LINHAGENS DE 
GLIOMAS U87.  
 
4. CICLO DE PALESTRAS EM TERAPIA GÊNICA, 2007.  (Simpósio) 
.  
 
5. II Jornada Acadêmiva de Biomedicina da FFFCMPA, 2006.  (Outra) 
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II JORNADA ACADÊMICA DE BIOMEDICINA DA FFFCMPA.  
 
6. Simpósio Pesquisa Pré-Clínica e Clínica em Terapia Gênica e Celular, 2006.  (Simpósio) 
pesquisa básica, pré-clínica e clínica em terapia gênica e celular.  
 
7. Apresentação (Outras Formas) no(a)CURSO TEÓRICO DE INTRODUÇÃO À TERAPIA 
GÊNICA, 2004.  (Outra) 
CURSO TEÓRICO DE INTRODUÇÃO À TERAPIA GÊNICA.  
Áreas do conhecimento : TERAPIA GÊNICA 
 

8. Curso de Genética Epidemiologica, 2003.  (Outra) 
CURSO DE GENÉTICA EPIDEMIOLÓGICA.  
 
9. Apresentação Oral no(a) XV SALÃO DE INICIAÇÃO CIENTÍFICA, 2003.  (Outra) 
XV SALÃO DE INICIAÇÃO CIENTÍFICA.  
Áreas do conhecimento : Genética Humana e Médica,Genética,educação 
Setores de atividade : Cuidado À Saúde das Populações Humanas 
 

10. Apresentação de Poster / Painel no(a) 23º SEMANA CIENTÍFICA, 2003.  (Congresso) 
10º CONGRESSO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM SAÚDE DO MERCOSUL.  
Áreas do conhecimento : Neurologia,Genética,BIOÉTICA 
Setores de atividade : Saúde Humana 
 

11. Apresentação de Poster / Painel no(a) 49º congresso nacional de genética, 2003.  
(Congresso) 
49º congresso nacional de genética.  
Palavras-chave: gene p53, polimorfismo 
Áreas do conhecimento : Genética,Genética Humana e Médica,educação 
 

12. DISCUSSÃO SOBRE PESQUISA UTILIZANDO CÉLULAS TRONCO EMBRIONÁRIAS 
HUMANAS, 2003.  (Outra) 
.  
Áreas do conhecimento : Genética Humana e Médica,Genética 
 

13. Apresentação Oral no(a) salão de iniciação científica, 2002.  (Outra) 
Análise do polimorfismos R213R do gene TP53.  
Áreas do conhecimento : Histologia 
 

14. Simposiasta no(a) E POR FALAR EM GENÉTICA..., 2002.  (Oficina) 
OFICINA SOBRE CLONAGEM.  
Palavras-chave: CLONAGEM 
Áreas do conhecimento : Genética,Genética Humana e Médica 
 

15. II CURSO DE BIOLOGIA MOLECULAR APLICADA A MEDICINA, 2002.  (Outra) 
.  
Áreas do conhecimento : Medicina,Genética,TERAPIA GÊNICA 
 

16. 22ª SEMANA CIENTÍFICA DO HCPA - VII CURSO DE INTRODUÇÃO À BIOÉTICA, 2002.  
(Congresso) 
.  
Áreas do conhecimento : Genética Humana e Médica,Genética 
Setores de atividade : Cuidado À Saúde das Pessoas 
 
 

Organização de evento 
 
1. LOPEZ, P., Santos, G, Goldim, M, Baldo, G 
I Curso de Manipulação Genética, 2005.  (Outro, Organização de evento) 

Referências adicionais : Brasil/Inglês. Meio de divulgação: Hipertexto 
 

2. LOPEZ, P. 
CURSO TEÓRICO DE INTRODUÇÃO À TERAPIA GÊNICA, 2004.  (Outro, Organização de 
evento) 
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Referências adicionais : Brasil/Português. Meio de divulgação: Vários 
 

3. SANTOS, Eliane Kaltchuk dos, SHIENGOLD, Marion, LOPEZ, P., GONÇALVES, Gislene Lopes 
E POR FALAR EM GENÉTICA, 2004.  (Outro, Organização de evento) 
Áreas do conhecimento : educação,Genética 
Referências adicionais : Brasil/Português. Meio de divulgação: Outro 
 

4. LOPEZ, P. 
ATIVIDADE DE EXTENSÃO UNIVERSITÁRIA E POR FALAR EM GENÉTICA, 2003.  (Outro, 
Organização de evento) 

Referências adicionais : Brasil/Português. Meio de divulgação: Outro 
 
 
 
 
______________________________________________________________________________________ 

Totais de produção 

 
 
Produção bibliográfica 

Artigos completos publicados em 

periódico................................................. 7 

Trabalhos publicados em anais de 

eventos.................................................. 13 

Apresentações de Trabalhos 

(Congresso).................................................... 4 

Apresentações de Trabalhos 

(Simpósio)..................................................... 1 

 

Produção Técnica 

Curso de curta duração ministrado 

(extensão).............................................. 1 

Curso de curta duração ministrado 

(aperfeiçoamento)....................................... 1 

Curso de curta duração ministrado 

(especialização)........................................ 1 

Curso de curta duração ministrado 

(outro)................................................. 1 

 

Orientações 

Orientação concluída (orientação de outra 

natureza)....................................... 2 

 

Eventos 

Participações em eventos 

(congresso)...................................................... 4 

Participações em eventos 

(simpósio)....................................................... 2 

Participações em eventos 

(oficina)........................................................ 1 

Participações em eventos 

(encontro)....................................................... 1 

Participações em eventos 

(outra).......................................................... 8 

Organização de evento 

(outro)............................................................. 4 

 

 

Demais trabalhos relevantes 

Demais trabalhos 

relevantes............................................................... 2 
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Técnicas que domina 
PCR, RT- PCR e qRT-PCR 
Eletroforese em gel de agarose e poliacrilamida, SDS-PAGE 
Western Blot, Imunodetecção 
Dosagem de Proteínas 
Atividade Enzimática 
Extração de DNA de sangue total 
Extração de DNA de tecido 
Purificação de Proteínas 
Extração de DNA plasmidial 
Quantificação de DNA e RNA 
Cultivo de células animais 
Transfecção 
Transdução com vetor Lentiviral 
Citometria de fluxo  
 
 
Outras atividades profissionais 
 

 Gelre Trabalho Temporário S/A (Praça General Osório,379 – 2° andar – Curitiba, PR) – 
auxiliar administrativo – Exerci funções no Setor de Sindicância da Brasil Telecom Paraná, 
em análise de faturas reclamadas por clientes da mesma. (de 25/09/2000 a 25/10/2000) 
Afastamento para realização de cursos de interesse da empresa. 

 Gelre Trabalho Temporário S/A – auxiliar administrativo I – Ainda na Brasil Teelcom Para-
ná, passe a função de atendente de call center, fazendo atendimento a clientes que ne-
cessitavam de esclarecimento de suas faturas telefônicas. (25/11/2000 a 05/04/2001) Me 
afastei da empresa por motivos de mudança da cidade de Curitiba-PR para Porto Alegre- 
RS. 

 Colégio Província de São Pedro – Porto Alegre – Professora substituta de Biologia de 8ª 
série do Ensino Fundamental e 1º ano do Ensino Médio, com carga horária de 12 horas 
semanais. (01/08/2011-13/12/2011) 

 Colégio Província de São Pedro – Porto Alegre – Professora de Ciências e Biologia de 6ª 
e 7ª série do Ensino Fundamental e 1º e 2º e pré-vestibular do Ensino Médio, com carga 
horária de 29 horas semanais. (13/12/2011-atual) 

 
 
 

 


