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Resumo

PINTO, Julia Sallaberry.Desenvolvimento de metodologias analiticas para
deteccao e quantificacdo do nivel de metilagdo em linhagens celulares
tumorais sensiveis e resistentes a cisplatina. 2014.57f. Trabalho de Conclusao
de Curso (Graduacao em Biotecnologia)- Curso de Bacharelado em Biotecnologia,
Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2014.

A cisplatina é um farmaco antineoplasico amplamente utilizado no tratamento de
diversos tipos de tumores e que, apesar da atividade antitumoral eficiente, tem sua
eficacia clinica limitada, principalmente devido a resisténcia adquirida a cisplatina
apos o tratamento. Dentre os fatores que podem estar associados a esta
resisténcia, destacam-se alteracbes no estado de metilacdo celular que podem
ocorrer em resposta ao uso deste farmaco. Estas alteracbes sdo avaliadas
mediante a analise de biomoléculas que, se estabelecidas, podem servir como
marcadores para a verificagdo do desenvolvimento de resisténcia ao farmaco antes
do tratamento. Neste estudo foram utilizadas duas metodologias para analise da
porcentagem de metilacdo encontrada no DNA. Primeiramente, foi realizada a
técnica de separacdo cromatografica de alta resolucdo (HPLC) para o
desmembramento dos nucleotideos e da 5-Metilcitosina (d5mCMP). Para detecc¢éo
e quantificacdo das biomoléculas de interesse utilizamos a técnica de
espectrometria de absorcdo (UV/VIS) e posteriormente aplicamos o método de
espectrometria de massas elementar como fonte de plasma de acoplamento
indutivo (ICP-MS) mediante a deteccao de 31P.

O estudo teve como objetivo investigar novos sistemas analiticos para a deteccao e
guantificacdo do estado de metilagdo do DNA, para posterior aplicacéo do protocolo
desenvolvido em amostras reais de cultivos celulares das linhagens de células
oriundas de cancer de ovario A2780 e A2780cis sensiveis e resistentes,
respectivamente, a cisplatina, visando relacionar a porcentagem de metilacdo com a
resisténcia ao farmaco em analise. Os resultados analiticos demonstraram a
possibilidade de desenvolvimento de duas metodologias eficientes para verificagéo
da presenca de dSmCMP em DNA comercial derivado de timo de bezerro.

Palavras-chave: cisplatina; metilacdo do DNA; espectrometria; cancer.



Abstract

PINTO, JuliaSallaberry.Development of analytical methods for the detection and
guantification of the level of methylation in cancer cell lines sensitive and
resistant to cisplatin.2014. 56p.Final Project (Biotechnology Undergraduate
Program) - Bachelor of Biotechnology, Technology Development Center, Federal
Universityof Pelotas, Pelotas, 2014.

Cisplatin is an antineoplastic drug used to chemotherapy in different types of cancer.
In spite of its success, the major drawback is associated to the clinical use of
cisplatin in chemotherapy: the acquired resistance to the drug the treatment. The
aspects that may be associated with this resistance changes are observed in cellular
methylation state which may occur in the use of this drug after the treatment. These
celular changes can be addressed by monitoring a given number of biomarkers of
the cytosine methylation level (in the whole DNA sequence or in specific genes).
Thus, this project has two methodologies for analysis of methylation percentage of
the DNA that were used. For detection and quantification of biomolecules of interest
we used the technique principle absorption spectrometry (UV/ VIS), and then, we
applied the method of mass spectrometry as a source of inductively coupled plasma
mass spectrometry (ICP-MS) upon detection 31P. Such detection systems were
coupled to separation techniques, mainly liquid chromatography (conventional and
capillary HPLC) and gel electrophoresis (GE).

Thus, this study aimed to inquire the development of new analytical strategies to
measure the described biomarkers in ovarian tumoral cell cultures, sensitive and
resistant to cisplatin to obtain any possible correlation between the measured
biomarkers and the resistance to cisplatin. Our analytical results demonstrated that
the development of two efficient methodologies were possible for checking of the
presence of dSmCMP into commercial DNA derived calf thymus. However, for direct
detection of methylation in cisplatin-sensitive and cisplatin-resistant cells, both
techniques should be improved in further studies.

Key words: cisplatin; DNA methylation; spectrometry; cancer.
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1 Introducéo

Este Trabalho de Conclusédo de Curso foi desenvolvido nos Laboratorios de
Protedmica e ICP-MS em conjunto com o Grupo de Investigacdo de Espectrometria
Analitica no Departamento de Fisico Quimica Analitica e Departamento de Biologia
Funcional da Universidade de Oviedo, em Oviedo/Espanha, com embasamento no
projeto "Avaliacao das alteracdes epigenéticas e do estado redox celular em relagéo
a resisténcia adquirida ao tratamento antineoplasico com cisplatina através de
técnicas de Espectrometria de Massas" sob orientacdo da Prof. Dra. Maria Montes
Bayon (orientadora de estagio) e da Prof. Dra. Sandra Beatriz Tarquinio (orientadora
académica) com o auxilio da Bolsa de Graduacdo Sanduiche do Programa Ciéncias
Sem Fronteiras concedida pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPQ).

O Grupo de Pesquisa em Espectrometria Analitica da Universidade de
Oviedo surgiu ha quase 30 anos buscando manter um principio em suas pesquisas:
fazer ciéncia analitica com qualidade visando a resolugcdo de deficiéncias
atualmente enfrentadas na sociedade. Considerando que esses problemas podem
pertencer a &areas extremamente distintas, os métodos devem ser 0s mais
adequados para cada tipo de analise. Desta maneira o grupo projetou sua divisao
em subgrupos relacionados a diversas areas, a fim de obter especialistas em
diferentes técnicas de grande projecdo pratica dentro das andlises cientificas.
Dentre as areas pesquisadas encontra-se o desenvolvimento de métodos analiticos
eficientes na deteccdo de marcadores biolégicos relacionados aos danos causados

ao DNA induzidos por agentes citotoxicos, tal como a cisplatina.
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A cisplatina € uma droga utilizada no tratamento antineoplasico de diversos
canceres, seus beneficios foram conhecidos durante a década de setenta. Desde
entdo, tem sido amplamente prescrita como medicamento quimioterapico (STARITZ,
2003). Contudo, apesar de ter uma eficiente funcdo antitumoral, a cisplatina ainda
possui uma eficacia clinica limitada, principalmente devido a resisténcia adquirida ao
farmaco apés o tratamento (JUNG& LIPPARD, 2007). Ainda ndo foi possivel a
identificacdo dos mecanismos determinantes para o surgimento dessa resisténcia,
mas dentre os fatores epigenéticos ja identificados destacam-se as alteracbes no
estado de metilacéo celular (STEWART, 2007).

A metilacdo do DNA consiste na adicdo covalente de um grupo metila no
carbono 5' do anel de citosina, transformando-o em 5-metilcitosina (d5SmCMP).
Geralmente 0 genoma de células cancerosas apresenta modificagdes importantes
nos niveis de metilacdo do DNA. Estas alteracfes podem ser avaliadas mediante a
analise de uma série de biomoléculas que podem servir como biomarcadores para
identificar o possivel desenvolvimento de resisténcia ao farmaco (MARTIN et al.,
2008).

Em nosso estudo focamos em duas metodologias para analise da
porcentagem de metilagdo encontrada no DNA. Primeiramente foi realizada a
técnica de separacdo cromatografica de alta resolucdo (HPLC) para
desmembramento dos nucleotideos e da 5-metilcitosina. Para deteccdo e
guantificacdo das biomoléculas de interesse utilizamos a técnica de espectrometria
de absorcdo (UV/VIS) e posteriormente aplicamos o método de espectrometria de
massas elementar como fonte de plasma de acoplamento indutivo (ICP-MS)
mediante a deteccao de 31P.

A andlise UV/VIS dos nucleotideos do DNA implica na producdo de uma
mescla complexa de moléculas que faz com que seja dificil a deteccdo e
guantificacdo de 5-metilcitosina quando o DNA né&o esta suficientemente purificado
e/ou concentrado (CELA et al., 2003). Tendo em vista a dificuldade encontrada,
testamos a metodologia para a determinagcdo de modificacdes no DNA utilizando
como deteccdo o método de ICP-MS. Esta fonte de ionizacdo rompe por completo
as moléculas e produz ions elementares de seus componentes. No caso de
nucleotideos, sdo produzidos ions de 31P que podem ser quantificados com alta
sensibilidade (RIBEIRO & ROAD, 2012).
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Assim, o presente estudo teve como objetivo investigar novos sistemas
analiticos para a deteccdo e quantificacdo do estado de metilacdo do DNA para
posterior aplicacdo do protocolo desenvolvido em amostras reais de cultivos
celulares das linhagens de células, de cancer de ovario, A2780 e A2780cis,
sensiveis e resistentes, respectivamente, a cisplatina, visando relacionar a

porcentagem de metilacdo com a resisténcia ao farmaco em andlise.
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2 Revisdo de Literatura

2.1 Cancer

O cancer origina-se quando o equilibrio entre a origem e a morte celular é
direcionado para uma proliferacdo incontrolada, podendo espalhar-se para outras
regibes do corpo promovendo a geracdo de metdstases (MICHOR et al., 2004).
Estas invasdes caracterizam os tumores como malignos ou benignos, em casos
onde h& a proliferacdo do tumor com a invasao dos tecidos vizinhos, o tumor é
determinado maligno, j& os tumores benignos sao aqueles que crescem localizados
sem invadir de tecidos adjacentes (ANAND et al., 2008).

2.1.1 Introducéo ao Céancer

No Brasil, dados fornecidos pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA) indicam
uma estimativa de aproximadamente 576 mil novos casos de cancer para o periodo
de 2014 a 2015 sendo que destes cerca de 302 mil acometeriam mulheres e 274 mil
homens. Ademais, segundo a mesma fonte os seis tipos de neoplasias malignas
mais incidentes estimados para 2014 em nosso pais sdo, cancer de prostata
seguido por, mama feminina, colo do utero, pulméo, colon e reto e estbmago.

Ja informacdes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), afirmam que a
incidéncia da doenca, pode aumentar em 50% nos proximos 20 anos, quando seréo

diagnosticados em todo o mundo cerca de 22 milhdes de ocorréncias em
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comparacao com os 14 milhdes registrados no ano de 2012, em consequéncia disso
as mortes por cancer deverdo se encontrar entre 8,2 milhdes a 13 milhdes. No
cenario mundial, o cancer € a segunda principal causa de morte depois das doencas
cardiovasculares em paises desenvolvidos, dados epidemiol6gicos mostram o inicio
desta tendéncia também em paises em desenvolvimento de renda média
pertencentes a América do Sul e Asia.

Conforme o Relatério Mundial sobre o Cancer, a OMS solicitou que governos,
autoridades e publico em geral empreendam acdes urgentes para evitar a ampliacédo
do numero de vitimas dessa enfermidade. Pois, mesmo com significativa quantidade
de pesquisas em biologia celular e molecular e os avangos nas areas de oncologia e
cirurgia, o indice de sobrevida de cinco anos ndao tem aumentado muito nas ultimas
décadas permanecendo em torno de 53% (HAMANA et al., 2005; SMITH et al.,
2009).

A classificacdo utilizada para diferenciar os tipos de cancer se refere aos
varios tipos de células do corpo do qual este tem origem. Os principais canceres
podem ser classificados em: carcinomas, que se tratam de neoplasias originarias de
tecidos epiteliais; leucemias, que se referem a neoplasias originarias da medula;
linfomas, que consistem em neoplasias originarias de tecidos linféides, e sarcomas,
denominados neoplasias que possuem origem de tecidos conjuntivos ou de origem
mesenquimal, de preenchimento ou de sustentacdo. Além disso, outras
caracteristicas sdo utilizadas para distinguir os varios tipos de cancer como a
velocidade de multiplicacdo das células e a capacidade de invadir tecidos e 6rgaos
vizinhos ou distantes (INCA; OMS).

Dentre os carcinomas, o cancer de ovario é considerado o tumor ginecoldgico
mais dificil de ser diagnosticado e o com menor chance de cura. Ja que
aproximadamente 3/4 dos canceres nesse 0Orgdo encontram-se em estagio
avancado no momento do diagnostico. Atualmente os marcadores tumorais
utilizados neste tipo de cancer sdo substancias detectadas no exame de sangue e
gue aumentam na presenca de tumores malignos como o CA 125, a Alfafetoproteina
e 0 beta-HCG. Esses marcadores apesar de serem muito Uteis no acompanhamento
do paciente com cancer de ovario sdo pouco confiaveis para o diagndstico inicial,
dado que eles possuem baixa especificidade, com alto nimero de falsos positivos

(INCA; OMS). Uma das ferramentas para deteccdo de novos biomarcadores séo
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estudos envolvendo a linhagem celular de carcinoma de ovario humano A2780. Esta
foi estabelecida a partir de amostras de tecido tumoral de um paciente n&o tratado e
sdo células que crescem como uma monocamada em suspensdo. A A2780 é a
linhagem mae da A2780cis que assim é chamada por ser uma linhagem de células

resistentes a cisplatina (ATCC).

2.1.2 A biologia do cancer

O cancer é a expressdao dada ao conjunto de mais de 100 doencas que
possuem em comum o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos
e orgaos, podendo estender-se para outras regides do corpo gerando metastases.
Dado a rapidez com que estas células se dividem, estas tendem a ser bastante
agressivas e incontrolaveis estabelecendo o acumulo de células cancerosas,
concretizando a formacdo de tumores ou também as chamadas neoplasias
malignas. Ja os tumores benignos raramente representam um risco de morte e sédo
constituidos de uma massa localizada de células que se multiplicam lentamente
assemelhando-se ao seu tecido original (INCA).

Um dos eventos essenciais para 0 estabelecimento de tumores é a
predisposicao genética em conjunto com outros fatores (CHOI& MYERS, 2008).
Desta maneira, ainda que fatores ndo genéticos possuam papéis essenciais em
diversas etapas da tumorigénese, o cancer ainda € considerada uma doenca
genética (MICHOR et al., 2004). A mutacdo em duas classes de genes tem grande
importancia no desenvolvimento do cancer, os protooncogenes estimulam a
proliferagcdo tumoral, enquanto 0s genes supressores inibem 0s processos de
divisdo celular. Em conjunto, estas duas classes de genes sao responsaveis pela
proliferacdo descontrolada encontrada nos canceres em humanos (RIVOIRE et al.,
2001).

Por outro lado, existem estudos epidemiolégicos que sugerem que a etiologia
do cancer é multifatorial (KURODA et al., 2007), onde atuam tanto fatores
extrinsecos (incluindo agentes externos) como fatores intrinsecos que incluem

estados sistémicos ou generalizados (CHOI& MYERS, 2008). Os agentes externos
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relacionados a esta enfermidade podem ser categorizados como: (1) agentes
carcinogénicos quimicos (amianto, componentes de fumaca do tabaco, arsénico; (2)
agentes carcinogénicos biologicos (infeccdes causadas por virus, bactérias ou
parasitas); (3) agentes carcinogénicos fisicos (radiacdo ultravioleta e ionizante)
(OMS).

Além destes fatores ambientais e genéticos, atualmente € amplamente aceito
0 conceito de valoragdo dos mecanismos epigenéticos durante a oncogénese. A
epigenética é o estudo das alteracGes hereditarias na expressédo de genes que néo
sdo acompanhadas pela mudanca correspondente na sequéncia de DNA.
Pesquisas envolvendo este tema deixam evidente que alguns fatores ambientais
sdo capazes de alterar o epigenoma e aumentar o risco de desenvolvimento de
cancer (MIKESKA& CRAIG, 2014).Trés processos epigenéticos atuam na regulacéo
da expressao de genes ao nivel da cromatina, a metilacdo do DNA, a remodelacao
nucleossomal e as modificagdes covalentes das histonas (LAKSHMAIAH, et al.
2014).

A maioria dos estudos sobre o papel da epigenética em cancer tém-se
centrado em investigacfes abordando andlises das alteracbes no padrdo de
metilagdo genéticos em individuos saudaveis e doentes, permitindo assim a
identificacdo de potenciais biomarcadores de metilacdo em cancer. Porém, apesar
de promissores poucos destes marcadores biolégicos até o presente estudo
conseguiram ser a aplicados a nivel clinico (LAKSHMAIAH, et al. 2014).

Desta maneira a evolugéo na busca por biomarcadores de metilacdo do DNA
apresenta significativa importancia na area oncologica tanto na detec¢do precoce
como no diagnéstico da doenca. A deteccdo precoce aumenta as chances da
escolha do tratamento ser eficaz, ja biomarcadores progndsticos proporcionam
informagdes com relacdo a sobrevida do paciente, enquanto biomarcadores
preditivos sdo adequados para a determinacdo da resposta de um paciente a um
determinado farmaco, como € o caso do biomarcador de resisténcia a cisplatina.
Para este ultimo a atencdo € maior, pois através destes pode-se minimizar os
encargos de saude dos pacientes, aumentar a eficacia do tratamento, bem como

para diminuir os custos com o tratamentos ineficientes (BROOKES & SHI, 2014).
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2.1.3 Metilacdo do DNA e o cancer

A epigenética é definida como o estudo das mudancas ocorridas na
expressdo de genes, herdaveis durante a divisao celular, que ndo sao atribuiveis as
alteracdes da sequéncia gendmica. A maioria das células de um individuo ainda que
possuam caracteristicas diferentes entre elas, conttm o genoma idéntico. A
utilizacdo seletiva do genoma € necessaria para o estabelecimento de padrées de
expressdo génica apropriados para que as células exercam suas funcdes
especializadas dentro do organismo. Estados patolégicos podem surgir quando o0s
mecanismos que controlam a expresséo génica de cada tipo celular ndo funcionam
corretamente. Pesquisas atuais confirmam que 0S mecanismos epigenéticos
encontram-se fortemente envolvidos com diversas doencas humanas, incluindo
distlrbios neuropsiquiatricos, doencas coronarias e o cancer (BROOKES & SHI,
2014).

A primeira descoberta sobre alteracdes epigenéticas em cancer foi relatada
em 1983, quando a hipometilacdo global do DNA foi demonstrada. Passada uma
década, a hipermetilacdo regional do DNA foi descrita como a principal causadora
do silenciamento de genes supressores tumorais. Desde entdo um grande numero
de estudos demonstrou que os genomas das células cancerosas apresentam
modificacdes significativas nos niveis de metilacdo do DNA, envolvendo genes
relacionados com todos aspectos do processo canceroso, englobando o principio do
desenvolvimento tumoral, sua progressao e a resisténcia ao tratamento (HATTORI
& USHIJIMA, 2014).

A metilacdo do DNA consiste na adigcdo covalente de um grupo metila no
carbono 5' do anel de citosina, tornando-a uma 5-metilcitosina. Esta modificacao
pos-transcricional ocorre em citosinas que precedem guaninas na sequéncia de
DNA, ou seja, dinucleotideos CpG (COSTA, 2008). Nos mamiferos 70% dos
dinucleotideos CpG estdo metilados, este processo € indispensavel para o
desenvolvimento normal das células e encontra-se amplamente controlado. As
enzimas responsaveis por este efeito sdo denominadas metiltransferases do DNA
(DNMT [DNA methyltransferases]). As DNMT catalisam a metilagdo da citosina ao

facilitar a transferéncia do grupo metila da S-adenosilmetionina ao carbono 5 da
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citidina dos grupos CpG durante a replicacdo da mesma, mantendo assim de forma
hereditaria, o padréo epigenético na molécula filha de DNA (LIM et al., 2011).

Observa-se duas visbes globais e contrapostas sobre esse tema; a
hipometilacdo de regides pobres em CpG, que deveriam permanecer metiladas; e a
hipermetilacdo das ilhotas CpG localizada na zona promotora do gene (GOELZ et
al., 1985). A hipometilacdo de genes pode contribuir com a carcinogénese através
de trés mecanismos: (1) instabilidade cromossdmica; (2) reativacéo de transposons;
(3) ativacdo de oncogenes. Por outro lado, a hipermetilacdo do DNA em regides
promotoras pode ocasionar a inativacdo de genes supressores tumorais assim como
genes reparadores do DNA, resultando no aumento do dano genético de células
cancerigenas (ESTELLER; 2003).

Além disso, o préprio tratamento com farmacos antineoplasicos, como a
cisplatina pode favorecer a hipermetilacdo do DNA e os efeitos disso podem ser a
inibicdo da expressao de genes envolvidos no controle do ciclo celular e apoptose;
como também de genes supressores de tumores diversos tipos de cancer (SHULZ,
2005). Atualmente o nivel de metilacdo do DNA de determinadas regides
promotoras de genes especificos vem ganhando importancia no campo epigenético
como uma poderosa ferramenta de diagnéstico, terapia e progndstico de cancer
(MARTIN et al.,, 2008). Assim, analisa-se a hipotese de utilizar o estado de
metilacdo de genes envolvidos na resposta celular a danos no DNA induzidos por
drogas antineoplasicas como um potencial biomarcador de resisténcia ao farmaco.
Alguns genes que poderiam ser utilizados para este fim seriam:

a. ERCC1, ERCC4 e POLQ por possuirem papel na resposta aos danos
induzidos pela cisplatina no DNA, os dois primeiros genes funcionam em
conjunto durante processos de reparacdo do DNA (MARTIN et al., 2008)

b. POLQ envolvido no processamento de danos no DNA produzidos por agentes
indutores de ligacbes cruzadas, como a cisplatina (AGUIRREZABALAGA &
SIERRA, 1995).

c. TP53 gene supressor de tumoral, as proteinas P53 sdo chamadas de
“guardias do genoma”, atuam como um sensor de danos no DNA e auxiliam o
sistema de reparo. Mutacdes neste gene sédo observadas em mais de 50 tipos
de tumores (PETITJEAN et al., 2007)
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d. BCL-2, BAX y CASP3 responsaveis por codificar proteinas que possuem um

papel importante no processo de apoptose (ESTELLER; 2003).

2.2 Farmacos antineoplasicos

A quimioterapia é o termo utilizado para denominar todo método em que sao
utilizados compostos quimicos, chamados quimioterapicos, no tratamento de
doencas causadas por agentes biolégicos. Quando aplicada ao cancer, a
quimioterapia € denominada quimioterapia antineopldsica ou quimioterapia
antiblastica. O desenvolvimento do primeiro quimioterapico antineoplasico foi a partir
do gas mostarda, usado nas duas Guerras Mundiais como arma quimica.
Posteriormente a exposicdo de soldados a este composto, analisou-se que eles
desenvolveram hipoplasia medular e linféide, o que levou ao seu uso no tratamento
dos linfomas malignos (INCA).

Os farmacos antineoplasicos atualmente séo classificados de acordo com o
seu mecanismo de acdo citotoxica (agentes alquilantes e antimetabdlitos); a sua
acao fisiologica (horménios) e sua origem (produtos naturais). J4 agentes que nao
se enquadram em nenhuma dessas categorias, como a cisplatina, sdo classificados
como miscelanea. Na pratica clinica a terapia medicamentosa antineoplasica
subdivide-se em: (1) adjuvante (apés tratamento cirargico e/ou radioterapico);(2)
neo-adjuvante (antes do tratamento cirdrgico ou radioterapico definitivo); (3)
paliativa; (4) curativa (ANVISA, 2014).

A maior parte dos antineoplasicos atua sobre células que encontram-se em
qualquer ponto do ciclo celular, necessitando assim de proliferagao celular para
exercer seus efeitos citotdxicos, estes sdo denominados agentes dependentes do
ciclo fase ndo especificos, neste grupo encontra-se a cisplastina. Alguns desses tém
acdo preferencial em uma fase especifica do ciclo celular, sendo chamados de
agentes dependentes do ciclo fase especificos. Existem ainda farmacos
independentes do ciclo celular, estes agem sobre células que estéo fora desse ciclo.

Assim, as associacdes medicamentosas com agentes que atuam em diferentes
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fases aparentemente possuem acgdo sinérgica no combate ao crescimento e
evolugéo do tumor (ROITHMANN, 1998).

Sao conhecidos alguns principios basicos neste tipo de tratamento, dentre
estes sabe-se que a eficiéncia do tratamento depende da concentracdo efetiva do
farmaco antineoplasico e do tempo em que as células sdo expostas a este. Por
conseguinte, para obter a cura, sao necessarias mdultiplas injecbes de
quimioterapicos utilizando doses que condicionem que a taxa de destruicao celular
seja maior do que a de "repopulacdo” do tumor. Sendo assim, 0 objetivo
fundamental do tratamento antitumoral é reduzir a zero o numero de células
neoplasicas cancerosas afetando o menos possivel as células normais. Visando
esses aspectos, na maioria dos casos utiliza-se a associacdo de antineoplasicos,
tornando o tratamento mais eficaz e diminuindo o risco de aparecimento de
resisténcia das células tumorais a quimioterapia (NEWELL, 2005).

O fator decisivo no sucesso da escolha do tratamento € o diagndstico
histolégico da doenca. Cada tipo de tumor, e conforme sua localizagdo, tem historia
natural prépria e resposta particular a quimioterapia. E importante conhecer a
resisténcia da célula tumoral aos diversos antineoplasicos. A resisténcia pode
aparecer no tratamento inicial (primaria) ou emergir no momento de recidiva da
doenca (adquirida). Para controle da resisténcia sdo usadas associagfes
medicamentosas, porém nem sempre este protocolo apresenta a eficiéncia
necessaria (ANVISA, 2014).

2.3 Cisplatina

A cisplatina ou cis-diaminodicloroplatina (Il) € um composto metélico,
macroscopicamente descrito como um pO branco ou amarelo escuro com
consisténcia cristalina a temperatura ambiente,estavel sob temperaturas e pressdes
normais, ligeiramente solivel em &gua e em N-Dimetilpropanamida e N-
Dimetilformamida (IARC, 1981). A cisplatina possui peso molecular de 301,1g/mol e
solubilidade em agua de 2,53g/L a 251°C (HSDB, 2014).

Apesar do primeiro relato de sintese de cisplatina ter ocorrido em 1844 por A.

Peyrone e sua estrutura quimica ter sido elucidada por A. Werner em 1893, o
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interesse cientifico pelo composto foi despertado apenas um século depois.
Rosenberg, no ano de 1960, durante seus estudos na Universidade Estadual de
Michigan apontou que certos produtos de eletrélise da malha de platina seriam
capazes de inibir a divisdo celular em Escherichia coli, instigando o interesse dos
pesquisadores da época quanto a possibilidade de utilizacdo deste produto na
quimioterapia do cancer. Até o final da década de 1970 a cisplatina ja estava sendo
considera um componente essencial no tratamento sistémico de células
cancerigenas. Em 1978 este foi primeiro composto de platina aprovado pelo FDA
para o tratamento do cancer (DASARI & TCHOUNWOU, 2014).

Desde entdo a cisplatina vem sendo amplamente utilizada como
medicamento quimioterapico no tratamento de diversos canceres, tais como pulmao,
testiculos, ovarios, cabeca e pesco¢o, mama, bexiga, prostata e esofago (STARITZ,
2003). O mecanismo de acédo deste farmaco tem sido o foco de numerosos estudos
(AEBI et al., 1996). Embora ndo esteja claramente estabelecido atualmente se
considera que a entrada do quimioterapico na célula ocorre por difusdo passiva,
transporte ativo ou por combinacdo de ambos. Ja a estrutura quimica da cisplatina,
como mostrado na figura 1, trata-se de um complexo coordenado formado por um
atomo central de platina, rodeado por dois atomos de cloro e duas moléculas de
amonia na posicao cis (FONTES et al, 2005).

Figura 1 - Estrutura quimica da cisplatina. (Adaptado de Weiss and Christian, 1993).

Estudos demonstram que, antes de alcancar as células, os complexos
passam por reacdes de substituicdo, sendo a mais importante a reacao de hidrdlise.
Do lado externo da célula, no plasma sangiineo, a concentracdo de cloreto € alta
(cerca de 100 mmol/L), o que impede a hidrdlise dos ligantes cloretos e mantém a
molécula de cisplatina no estado neutro. Ja no espaco celular interno, a diminuicao

na concentracdo de cloreto (cerca de 4 mmol/L) permite a hidrélise do complexo,
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formando outras espécies que podem reagir mais prontamente (FONTES et al,
2005).

Sabe-se que o principal alvo de citotoxicidade da cisplatina € o DNA, assim
em seguida de sua entrada no espaco celular, ocorre a interacdo covalente entre
bases nucléicas de DNA (adenina (A), guanina (G), citosina (C) e timina (T)) e o
monohidrato de cisplatina, gerando o aduto monofuncional denominado monoaduto.
A ligacao da platina com o DNA ocorre preferencialmente através de um dos atomos
de nitrogénio de guanina ou de adenina. A interacdo mais estavel € com o nitrogénio
da guanina, pois é possivel a formacédo de uma ligacdo de hidrogénio, conforme a

figura 2, porém esta interacdo ndo ocorre com a adenina (BRABEC et al. 2005).
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Figura 2 - InteracBes da platina com as bases adenina (a) e guanina (b). (Adaptado de
Fontes et al, 2005).

Na sequéncia, o segundo atomo de cloro € hidrolizado, gerando um aduto
estavel bifuncional, também chamado de aduto bifuncional que por sua vez € capaz
de distorcer a estrutura espacial do DNA (BRABEC et al. 2005). Assim, sdo dois os
principais adutos que podem ser formados com o DNA, sendo eles, adutos
monofuncionais (cada atomo de platina faz apenas uma ligacdo com o DNA) e
adutos bifuncionais (cada atomo de platina se liga a duas posi¢coes do DNA). Este
tipo de ligacdo pode ocorrer de trés formas, (1) intrafita, quando as duas ligacdes
ocorrem na mesma fita do DNA; (2) interfitas, quando cada ligacao é feita em uma
fita diferente do DNA; (3) intermolecular: quando uma ligacao da platina é feita com
0 DNA e a outra com uma proteina ou aminoacido (Figura 3) (JUNG & LIPPARD,
2007).
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Sabe-se que dentre os adutos gerados neste processo, 0 mais estavel e
abundante (65%) é aquele obtido através da reacdo entre a cisplatina e duas
guaninas adjacentes da mesma cadeia de DNA. Em menor frequéncia se formam
adutos através da reacado entre a cisplatina com a adenina ou guanina da mesma
fita de DNA (25%) ou também com duas guaninas na mesma cadeia mas nao
adjacentes (6-10%). Apenas 1-2% dos adutos sdo formados com duas guaninas
uma de cada cadeia de DNA (BRABEC, 2002). Ainda que as porcentagens sejam

variaveis, a formacdo favorecida é a relacdo entre adutos intrafitas. (Figura 3)

(DASARI et al. 2014).
NH; NH,
% | |
G

HN — Pt—G HN— P1—G

Ho:>p(<G HN— pt=4-G I

(a) (b) (©) (d)

Figura 3 - Unido entre cisplatino e nucleobases do DNA. Tipos de adutos formados, (a)
adutos intrafitas; (b) adutos interfitas; (c) monoadutos e (d) intermoleculares. (Adaptado de Jung &
Lippard, 2007).

Desta forma, os adutos formados por cisplatina e os nucleotideos de DNA
sdo capazes de distorcer a estrutura espacial do DNA inibindo a replicacéo celular
por produzirem erros de transcricdo bloqueando a capacidade das cadeias de se
separarem para que ocorra a replicacdo destas. Em alguns casos estes erros
podem ser reparados, podendo ocasionar mutacdes genéticas. No entanto, quando
este reparo ndo ocorre ou ocorre de maneira falha o proximo passo é a morte desta
célula por apoptose (LIEBERTHAL et al., 1996; JAMIESON & LIPPARD, 1999).

Estudos demonstram resultados positivos tanto na regressdo tumoral como
na sobrevida dos pacientes que apresentam altos niveis de adutos cisplatina. Dentro
desta linha de pesquisa verificou-se que a coleta de células da mucosa bucal uma
hora e cinco dias ap6s a administracdo de cisplatina; pacientes com niveis elevados
de adutos de cisplatina apresentaram uma sobrevida de 30 meses, em comparacéao

a 5 meses em pacientes com baixos niveis destes adutos. Desta maneira foi
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observada uma forte associacao entre os niveis de adutos e sobrevivéncia (DOOLS
et al., 2006).

No entanto, embora a atividade antitumoral da cisplatina seja potente e
amplamente utilizada, seu uso na clinica é limitado, principalmente devido a dois
fatores: os efeitos colaterais ocasionados e o desenvolvimento de resisténcia ao
farmaco (JUNG & LIPPARD, 2007). A resisténcia adquirida a cisplatina ap0s seu
tratamento € um dos fatores mais estudados atualmente, dado seu impacto sobre
as taxas de sobrevida dos pacientes com cancer. Atualmente o0 mecanismo
especifico causador desta resisténcia ainda nao foi elucidado (STEWART, 2007).
Contudo, algumas hip6teses vem sendo sugeridas no meio cientifico afirmando que
0s processos envolvidos estao relacionados com causas multifatoriais. Dentre estas
as modificacbes antes da formacdo de adutos que resultam na alteracdo da
concentracdo de farmaco intracelular, a falta de absorcao do farmaco pela célula ou
a sua inativacao por tidis intracelulares, como a glutationa. Ja apos a formacao dos
adutos, a resisténcia pode ocorrer através de alteragbes nos mecanismos de
reparacao de DNA ou de disfuncéo de sistemas reguladores da apoptose (SIDDIK,
2003). Neste sentindo, a hipermetilacdo do DNA atua como mecanismo de resposta
as substancias téxicas como a cisplatina e aparentemente inibe a expressao de
genes pré-apoptéticos, conferindo assim resisténcia da célula ao farmaco (NYCE et
al. 1997).

2.4 A metilacdo no DNA e seu efeito sobre a agcéo da cisplatina

Atualmente um significativo nimero de pesquisadores vem buscando, em
seus estudos, relacionar a metilacédo de diferentes genes importantes nas etapas da
carcinogénese com o efeito deste acontecimento epigenético sobre a eficiéncia da
acao da cisplatina. A fim de agrupar de forma resumida os principais estudos sobre
o tema utilizou-se a pesquisa online como estratégia de coleta de dados, as fontes
de pesquisa utilizadas foram: a National Library of Medicine National Institutes of
Health (PubMed), Scientific Eletronic Library Online (Scielo).
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Durante a coleta das informacdes utilizou-se um protocolo de extracdo de
dados onde para cada estudo foram analisado as seguintes: sobrenome do primeiro
autor, tipo de cancer, metodologia empregada e principal resultado obtido. No total
analisou-se 14 trabalhos, nos quais, os tipos diferentes de cancer incluidos
resultaram em seis, entre eles cancer de pulmao, ovario, colorretal, eséfago,
gastrico e glioma.

Ao final dentre todos os estudos incluidos, que tinham por objetivo investigar
a correlacdo entre a metilacdo do DNA e a acdo da cisplatina, dois apresentaram
resultados significativos no que diz respeito ao aumento da sobrevida dos pacientes.
Seis constataram aumento na sensibilidade ao farmaco quando os genes
encontravam-se metilados positivamente e 0s seis restantes observaram maior

resisténcia a cisplatina com a hipermetilacdo de seus promotores (Tabela 1).

Tabela 1 - Estudos associando a metilagdo do DNA com a atividade da cisplatina

Referéncia Tipo de Cancer Gene em Metodologia Resultados
estudo
Céncer de .
1. Rosell (2007) Pulm&o 14-3-3 0 PCR (metilagdo especifico) Aumento sobrevida
2. Ramirez et al. Cancer de - - .
(2005) PuIm&o 14-3-3 0 PCR (metilagéo especifico) Aumento sobrevida
3. Menéndez (2012) Cancer de Colo MLH1 ) Aumento_sens!bllldade a
Retal cisplatina
4. Zeller et al. (2012) | Cancer de Ovario MLH1 HumanMethngtlon27 Aumentq sens_lbllldade a
BeadChip cisplatina
5. Esteller (2003) | Tumores Sélidos | BRCA1 - Aumento sensibilidade a
cisplatina
6. Stefansson et al. Céancer de Ovério BRCA1 Imuno-histoquimica Aumento_sens!b|l|dade a
(2012) cisplatina
7. Chen et al. (2009) Glioma ERCC1 Imuno-histoquimica Aumento_sens!b|l|dade a
cisplatina
8. Zhang et al. (2014) Cance[de GAS1 Microarrays Aumento_sens_lbllldade a
Pulméo cisplatina
9. Shen et al (2013) | Cancer Gastrico SULF2 PCR (metilagdo especifico) Aumenétijsgla:tlisnt:nma a
10. Chang et al. . O A - Aumento resisténcia a
(2010) Tumores Sélidos SAT PCR (metilagao especifico) cisplatina
11. Lietal. (2013) Cancer de SOX1 | PCR (metilagio especifico) | AUMento resisténcia a
Pulméo cisplatina
12. Lin etal. (2013) Cancer de OCT1 Imuno-histoquimica Aumento resistencia a
Eséfago cisplatina
13. Cortés et al. Cancer de . L Aumento resisténcia a
(2013) Pulmao IGFBP-3 Imuno-histoquimica cisplatina
14. Caceres et al. Cancer de . Aumento resisténcia a
(2010) Pulm&o IGFBP-3 Microarrays cisplatina

Algumas das proteinas mais estudadas com relagdo ao cancer sdo as da

familia 14-3-3, estas desempenham func¢fes importantes, incluindo a regulagdo da
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apoptose e o controle do ciclo celular. Rosell (2007) avaliou a metilacdo de 14-3-3 o
em DNA de pacientes tratados com cisplatina e observou que o tempo médio de
sobrevida foi significativamente maior no grupo com maior nivel de metilagdo. Assim
a metilacdo do tem sido considerada um novo fator progndéstico de sobrevivéncia.
Em contraponto em um estudo onde participaram 115 pacientes com cancer de
pulm&o observou-se que o gene 14-3-30 encontrava-se metilado em 34% dos
pacientes, ao dividir os pacientes em respondedores e ndo respondedores ao
tratamento com cisplatina, o0s primeiros pacientes quando nado metilados
apresentaram vezes mais possibilidade de ndo responder ao tratamento e morrer,
do que os respondedores metilados para este gene (RAMIREZ et al., 2005).

Com relacdo ao gene MLH1, verificou-se tanto em céancer de ovario como
colorretal que a desmetilacdo de seu promotor induz a maior sensibilidade ao
tratamento com farmacos como a cisplatina (MENENDEZ, 2012). Em outros dois
artigos concluiu-se o mesmo efeito porém desta vez com relagdo ao gene BRCAL,
sendo este um gene supressor de tumoral envolvido com a regulagéo o ciclo celular
(ESTELLER, 2003). Ademais, o do estado de metilacdo do promotores de ERCC1
(envolvido com a reparacdo do DNA) e GAS1 podem ser considerados como
indicadores de quimiossensibilidade a cisplatina tanto em gliomas quanto em cancer
de pulméo respectivamente (CHEN et al., 2009; ZHANG et al., 2014).

Os genes IGFBP3, OCT1, SOX1, SAT e SULF2 guando hipermetilados foram
associados ao aumento da resisténcia a cisplatina durante e ap6s o tratamento
quimioterapico. A metilacdo do promotor IGFBP3 foi analisada por dois estudos em
linhas celulares de cancer de pulmé&o e ambos obtiveram resultados semelhantes
(CORTES et al.,, 2013; CACERES et al., 2010). Tratando-se de OCT1, gene
importante na captacao celular de cisplatina, a relacdo entre a metilagdo e a
cisplatina havia sido estudada em céncer de figado e rim, nesta pesquisa o
resultado anterior confirmou-se também em linhagem celulares de cancer de
esb6fago (LIN et al., 2013). Além disso, era conhecido que a longa exposicdo a
cisplatina favorecia a metilagdo de SOX1 nas células de cancer do ovario, o objetivo
do estudo foi testar a hipotese de que a resisténcia a cisplatina estava associada a
alteracOes da expressdao SOX1 em linhagens de carcinoma de pulméo de células
nao pequenas (NSCLC), os resultados deste estudo comprovaram que a inativagao
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de SOX1 por hipermetilacdo do promotor, pelo menos em parte, € responsavel pela
resisténcia a cisplatina em NSCLC humana (LI et al., 2013).

Esses dados demonstram que o desenvolvimento cientifico atual nos permite
estabelecer padrdes de metilacdo gendmicos que possibilitardo a identificacdo de
potenciais biomarcadores confiaveis de metilacdo para o cancer. Porém, até entdo
apenas alguns poucos marcadores biolégicos candidatos a base de metilacdo do
DNA atingem potencial para uso em ambito clinico.lsso se deve ao fato de que cada
biomarcador deve ser medido com precisdo e de forma reprodutivel, as diferencas
na metilacdo entre casos e controles devem ser significativas (por exemplo, mais do
gue 50%) e os métodos utilizados para medicdo devem ser extremamente precisos
(MIKESKA et al., 2014). Portanto, visto o grande potencial que estes biomarcadores
possuem para contribuir para a medicina personalizada e as dificuldades
encontradas até o momento, € fundamental conhecer, estudar e padronizar as

metodologias utilizadas para detectar a metilacdo do DNA.

2.5 Ferramentas para quantificar o nivel de metilacdo no DNA

Atualmente h4 uma ampla gama de metodologias disponiveis para o estudo
da ocorréncia e localizacdo da metilcitosina no genoma. Cada técnica possui suas
proprias peculiaridades, assim ainda ndo foi encontrado um método que tenha
demonstrado eficiéncia suficiente para ser aplicado a todos os tipos de estudos que
visam a deteccéo e quantificacdo da metilagdo no DNA. Portanto, a metodologia a
ser empregada deve ser escolhida conforme o objetivo especifico da anélise e caso

seja necessario aplicando distintas técnicas simultaneamente.

2.5.1 Métodos baseados nas propriedades fisico-quimica

A separacao entre bases nucléicas que compde o DNA implica o uso de

separacdes cromatogréficas tanto de camada fina (TLC) como de alta resolucdo
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(HPLC) utilizando distintos detectores. Atualmente o uso de detectores de massas
(MS) permite a identificacdo e quantificacdo dos nucleotideos de forma eficiente
sem necessitar de um DNA puro ou de alta qualidade. Normalmente os sistemas
HPLC-MS tornam necesséria a digestdo enzimatica das amostras com nucleases e
posterior desfosforilacdo das mesmas seguidas pela separacdo em colunas de fase
inversa. Nestes sistemas além do tempo de retencdo do nucleotideo também pode-
se utilizar o seu padrdo de fragmentacdo para identifica-los em uma amostra em
particular, as aplicacbes destas estratégias geram limites de deteccdo desejaveis
valorizando a metodologia em questdo (TRETYAKOVA et al., 2013).

Outra possibilidade viavel é utilizar a espectrometria de absor¢cdo (UV/VIS)
para a deteccdo dos nucleotideos. Uma das desvantagens da liberacdo das bases
de DNA por meio quimicos é que este método, antes mesmo da quantificacéo,
envolve durante sua metodologia a producdo de uma mistura complexa de
moléculas tornando ainda mais dificil a deteccdo e quantificacdo da metilcitosina
guando o DNA néo encontra-se suficientemente purificado e/ou concentrado. Visto
essa dificuldade uma possivel solucao seria utilizar a técnica de espectrometria de
massas elementar como fonte de plasma de acoplamento indutivo (ICP-MS)
mediante a deteccdo de 31P, dado que esta fonte de ionizacdo rompe
completamente as moléculas produzindo ions elementares de seus componentes
(Mcginnis et al., 2012).

Estudos atuais jA vem empregando essa metodologia para determinacao de
modificacdes no genoma, como exemplo, na verificacdo de alteracdes na estrutura
por danos oxidativos. No caso da deteccao de nucleotideos séo produzidos ions de
fosforo que podem ser quantificados com elevada sensibilidade neste tipo de
equipamento. No entanto, uma vez que todos 0s nucleotideos possuem semelhante
composicdo elementar se tornard necessario que estes sejam separados
previamente através de um sistema de cromatografico visando distinguir estas
moléculas (TRETYAKOVA et al., 2013).

O equipamento ICP-MS vem sendo usado como um detector de especiagéo
de compostos metalicos, semimetalicos e ndo metéalicos, sendo que este ultimo
destaca-se devido a sua importancia a nivel biolégico, por exemplo, o fosforo € um
composto presente tanto nas fitas de DNA quanto em proteinas em modificacdes

pos-traducionais que sofrem fosforilagdo. Portanto, uma possivel maneira de
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analisar a metilacdo do DNA poderia ser o acoplamento de um sistema
cromatografico em conjunto com espectrometria de massas elementar como fonte
de plasma de acoplamento indutivo mediante a deteccdo de 31P (EDLER et al.,
2005).

2.5.2 Métodos baseados na conversao enzimatica

Sabe-se que a quantificagcdo do grau de metilagdo do DNA utilizando as
metodologias de HPLC requerem 0 acesso a equipamentos sofisticados que nem
sempre estdo disponiveis. A marcacdo radioativa de sitios CpG utilizando ensaio
metil receptor foi desenvolvida para resolver este problema, mas entre outras
desvantagens da técnica, esta s6 pode monitorar mudancas na metilacdo CpG, e
portanto metilacdes em sitios CopNpG nédo podem ser detectadas (WU et al., 1993).

O método de andlise do estado de metilacdo é baseado na digestao
enzimatica do DNA para a obtencdo das sequéncias de nucleotideos ou
nucleosideos metilados e posterior deteccdo e quantificacdo destas (WU et al.,
1993). Assim, a metodologia empregada utiliza a enzima DNA metiltransferase
Ssssl bacteriana com a finalidade de transferir grupos metilas marcados com tritio a
partir de S-adenosilmetionina (SAM) para citosinas ndo metiladas nos
dinucleotideos CpG. Os dados sao obtidos a partir de um medidor de cintilacdo
utilizado para calcular o numero de grupos metila incorporados no DNA, desta
maneira, a quantidade de tritio incorporada € inversamente proporcional ao nivel de
metilacdo de sitios CpGs (DUTHIE et al., 2000).

Esta forma de andlise se consolidou com a verificacdo de modificagbes nos
padroes de metilacdo do DNA em pacientes que sofreram de alguns tipos de
enfermidades incluindo o cancer. Para permitir a quantificacdo do grau de metilacéo
do DNA em regifes especificas do DNA atualmente, costuma-se fazer algumas
alteracdes no protocolo do ensaios de Ssssl. Este enfoque quantitativo denominado
metilacdo de ensaio regional enzimatico (ERMA) proporciona informacdo de alta
gualidade em relacdo a intensidade de metilacdo encontrada em uma sequéncia de
DNA (GALM et al., 2001; GLORIA et al., 1996).
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2.5.3 Métodos baseados na reatividade quimica

Geralmente, os métodos enzimaticos com base na admissao de grupos metil
in vitro apresentam resultados imprecisos, mas reprodutiveis. Ainda assim, a metil
citosina (5mC) possui diferentes sitios suscetiveis para reagir com diferentes
moléculas que irdo ser eficientes na distingdo entre a metilcitosina e a citosina. A
metilacdo do anel aromatico provoca um aumento da densidade de elétrons deste
promovendo as reacfes de adicdo de eletrofilicas e oxidacdo, enquanto s&o
desfavorecidos reacgdes de adi¢éo nucleofilicas (JORDA & PEINADO, 2010).

A presenca de citosinas metiladas pode ser verificada através da oxidagao da
pirimidina. Assim, reativos como o0 KMnO*, OsO* ou reativos de Fenton mostraram a
caracteristica de se gerar o glicol correspondente por oxidacdo da dupla ligacdo
entre 0 C5 e C6 da pirimidina. Estes resultados também podem ser produzidos com
a oxidag&o da timina que podem ser controlados para melhorar a seletividade da
reacdo. Portanto, esta abordagem parece oferecer grande potencial para a detecgéo
de citosina metilada em amostras de DNA (JORDA & PEINADO, 2010).
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Investigar novos sistemas analiticos para a deteccdo e quantificacdo do
estado de metilagcdo do DNA para posterior aplicagdo do protocolo desenvolvido em
amostras reais de cultivos celulares das linhagens de céancer de ovario A2780 e
A2780cis sensiveis e resistentes, respectivamente, a cisplatina, visando relacionar a

porcentagem de metilacdo com a resisténcia ao farmaco em analise.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Separacdo cromatografica dos nucleotideos utlizando sistemas de
cromatografia de troca ibnica, buscando a melhor resolucdo entre citosina e

metilcitosina.

3.2.2 Detecgéao e quantificagdo das biomoléculas de interesse através da técnica de
espectrometria de absorcdo (UV/VIS) e posteriormente aplicando o método de
espectrometria de massas elementar como fonte de plasma de acoplamento
indutivo (ICP-MS) mediante a deteccao de 31P.
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3.2.3 Aplicacdo das metodologias desenvolvidas em amostras reais de cultivos

celulares das linhagens tumorais A2780 e A2780cis.

3.2.4 Relacionar os resultados percentuais de metilacdo do DNA obtidos com

resisténcia a cisplatina.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Instrumentacao

a. Equipamento ICP-MS 7500 (Agilent Technologies, Tokyo, Japan) equipado
com célula de colisdo. A introducdo da amostra para ao plasma foi realizada
através de um nebulizador convencional tipo Meinhart ou por meio de um
nebulizador microfluxo de PFA (Agilent microflow nebulizer)

b. Equipamento HPLCcomposto por uma bomba de alta pressdo (Shimadzu
corporation, Kyoto, Japan) modelo 7125, com valvula de injecao de 20pL.

c. Equipamento HPLC 1100 series (Serial DE43632518) Colcom (Agilent

Technologies, Tokyo, Japan)

4.2 Materiais e Solugdes

a. Coluna analitica HPLC Teknokroma — Tracer Extrasil SAX 5 5um 20 x 0,46

b. Coluna analitica HPLC de troca ibnica GE Healthcare Mono Q 5/50 GL 1/16”

c. Padrdes sdlidos dos cinco nucleotideos (nucleétidos 5’-monofosfato): 2’deoxi-
guanosina 5-monofosfato  (dGMP), 2’deoxi-adenosina 5’-monofosfato
(dAMP), 2’'deoxi-timidina 5-monofosfato (dTMP), 2’deoxi-citidina 5’-
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monofosfato (ACMP) (Sigma-Aldrich) e 2°deoxi-metil citidina (d5mCMP) de
Fisher Scientific.

d. Padréo solido Calf Thymus DNA (Sigma-Aldrich)

e. Enzima Nuclease (Sigma-Aldrich)

f. H2O ultra pura obtida através sistema Milli-Q (Millipore Bedford, MA, USA)

g. Acetato de Amonio (NH4Ac) (Riedel-de-Haén, Honeywell Chemicals, Seelze,
Germany)

h. Amonia (NH4OH) (Sigma-Aldrich)

i. Diidrogenofosfato de amonio (NH4H2PO3) (Merk)

j. Acido fosférico 99% (H304P) (Fluka-Chemika)

k. Kit de extragdo de DNA (Kit Pure Link Genomic DNA MiniKit Cat. No. 1820-01

de Invitrogen)

4.3 Obtencao de células A2780 e extracdo de DNA

A linhagem celular A2780 é derivada de cancer de ovério, sendo as ceélulas
obtidas comercialmente e cultivadas em garrafas proprias para o cultivo nas
seguintes condicfes: temperatura a 37°C, 5% de CO2, meio RPMI, soro fetal bovino
(10%) e antibidtico Plasmocin de uso comercial em uma concentracdo de 5ug/mL.
Visando a obtencdo destas células para andlise, primeiro o meio foi retirado das
garrafas, as células foram lavadas com PBS e dissociadas pela acao da tripsina,
apos adicionamos o0 meio de cultivo e passamos para um tubo separado,
centrifugamos a 1100rcf por 5min, retiramos mais uma vez o meio e suspendemos
as células em PBS. Para o manter cultivo celular foram realizadas a mesmas etapas
até ao ponto de adicionar o meio de cultivo de acordo com a diluicdo desejada.

Posteriormente a obtencdo das células as amostras foram submetidas a
extracdo de DNA seguindo a metodologia determinada pelo fabricante (Kit Pure Link
Genomic DNA MiniKit Cat. No. 1820-01 de Invitrogen). O volume final obtido de
DNA foi de 100uL. A metodologia geral deste estudo pode ser verificada na Figura 4

de forma resumida.
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Cultivo Células A2780 Obtencgao células e
e e Extragéo de DNA Digestéo DNA
e A2780cis ragdo de DNA puro g
Andlise:
W q HPLC — UV
HPLC - ICP- MS
DNA digerido
(Cel A2780 ou DNA
comercial)

Figura 4 - Metodologia aplicada no estudo.

4.4 Digestao do DNA

Para verificacdo da metilacdo do DNA e nucleotideos separadamente foi
necessaria a digestdo do DNA proveniente das amostras derivadas de DNA
comercial e amostras extraidas de células A2780. Assim, foram utilizados 100uL de
amostra de DNA em banho a 97°C por meia hora a fim de desnaturalizar o DNA, em
seguida passamos ao banho de gelo por 5min. Por fim, adicionamos nuclease,
enzima esta responsavel por catalisar a ruptura de ligacdes fosfodiéster, como as
encontradas nos &cidos nucléicos entre a pentose de um nucleotideo e o fosfato de
outro. Deixamos a enzima atuando por 14h em banho a 37°C e filtramos o conteudo
com uma membrana de ultrafiltracdo de 10KDA por 35min a 12RPM para eliminar a

enzima.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Otimizacdo HPLC-UV coluna tecknokroma SAX

Uma das formas de quantificar o estado de metilacdo do DNA € medir a
relagdo existente entre citosinas metiladas e ndo metiladas através da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). No entanto a separacdo destas
moléculas € complexa devido a similaridade encontrada entre as duas estruturas

como mostrado na figura 5.

H NH, CH, NH,
\C—C/ ) \(f—(,‘/
V4 AN V4 AN
H—C N METILACAO 5. i
N—C = N—(
RS o
Citosina 5-metil-citosina

Figura 5 - Estrutura Citosina e Citosina Metilada.

Desta maneira, estudamos a composicao da fase movel a fim de comprovar
se seria viavel esta separacdo com a coluna de troca ibnica. Utilizamos como
dissolugéo de partida, o recomendado pelo estabelecimento comercial para separar
este tipo de moléculas, fase mével de 10mM de HPO,*. Introduzimos padrées de
citosina metilada e citosina ndo metilada com concentracdo de 100ppm utilizando a
modalidade isocratica, ou seja, mantendo a mesma composi¢cdo e concentracdo

tanto na fase estacionaria quanto na movel sem variagdes durante o procedimento.
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O restante das condi¢cdes empregadas foram pH 3,5 e fluxo de 1mL/min. O grafico

obtido nesta analise encontra-se na figura 6.
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Figura 6 - Separagdo cromatogréfica padrdes de citosina metilada (1) e citosina ndo metilada (2)
utilizando HPO,* como fase mével com concentracdo de 10mM, deteccéo UV a 260nm.

Analisando o cromatograma e partindo do principio que estamos trabalhando
com cromatografia anidbnica podemos entender porque estruturas semelhantes séo
tdo dificeis de sairem em tempos diferentes da coluna. Este tipo de cromatografia
possui durante a fase mével um tampdao que controla a cargas dos solutos e um sal
gue compete com estes, devido a interacdo com as cargas da fase estacionaria.
Desta forma, através da fase movel com ions de mesma carga que 0s contra-ions
da coluna, podem provocar a retencao dos ions da amostra.

Sabendo que as moléculas em andlise sdo estruturalmente parecidas e
tendem a ter tempos de retencdo na coluna semelhantes e ndo se desmembraram,
bem com a metodologia inicialmente empregada, comecamos 0s testes para
modificar a composicao da fase movel visando obter picos distintos de citosina néo
metilada e metilada. A figura 7 retrata a mesma separacéo de citosina metilada e
ndo metilada desta vez com fase mével de 5mM de HPO,* .
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Figura 7 - Separagdo cromatogréfica padrdes de citosina metilada (1) e citosina ndo metilada (2)
utilizando HPO,* como fase mével com concentracdo de 5mM, deteccéo UV a 260nm.

Quando colocamos em comparagao os cromatogramas da figura 6 e 7 torna-
se bastante claro que ao diminuir a concentracdo de HPO,*da fase mével de 10mM
para 5mM conseguimos uma melhor separacdo entre a citosina ndo metilada e a
citosina metilada (detalhes ampliados no bloco ao lado). Através desta separacao
podemos estimar os limites de deteccao para a dSmCMP através da formula:

30, 4

D- T ——
sensibilicad

Resumidamente a formula quantifica a sensibilidade a partir da altura do pico
por concentracdo de amostra (ppm) injetada no sistema. Segundo estes célculos

estimamos o limite de deteccdo de 0.4ppb de citosina metilada no cromatograma
representado na figura 7.

5.2 Andlise de DNA de timo de bezerro por HPLC-UV - coluna tecknokroma
SAX

Durante o primeiro experimento com padrées de nucleotideos ao diminuir a

concentracdo da fase movel obtivemos uma melhor separacdo entre as moléculas
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de interesse, ja que as diferencas sutis no coeficiente de particdo dos compostos
resulta na retencdo diferencial durante a fase estacionaria, e, portanto uma
separacao efetiva em funcdo dos tempos de retencdo de cada componente da
amostra. Este fato afeta diretamente a separacéo a citosina metilada e ndo metilada.
Portanto, podemos analisar que 0s picos encontravam-se totalmente unidos na
figura 6. Utilizando a segunda metodologia a separacédo dos nucleotideos ocorreu de
forma mais eficiente, o que pode ser analisado com mais qualidade nas ampliagbes
nas figura 6 e 7, demonstrando que obtivemos uma otimizacao efetiva do protocolo.

Tendo como principio que tanto a resolu¢cdo como os limites de deteccédo da
d5mCMP obtidos na metodologia empregada demonstraram estar adequada a
modificacdo do protocolo realizada, passamos a préxima etapa do experimento
visando separar os demais nucleotideos do DNA, citosina metilada(d5mCMP),
citosina (dACMP), timina (dTMP), adenina(dAMP) e guanina(dGMP) em DNA obtido
comercialmente a partir de timo de bezerro (calf thymus) digerido com nucleasa S1.

Desta forma o experimento foi realizado com as seguintes condi¢des,
separacdo no modo gradiente com fase A de 5mM e fase B 100mM de
hidrogenosfosfato, ambas com pH 3,5, trabalhando com fluxo de 1ml/min e deteccéo
a 260nm. Esta separacdo em modo gradiente permite acelerar a eluicdo dos
compostos que em regime isocratico demorariam mais tempo para serem
separados. Para isto programamos a combinacdo de fases moveis A e B utilizando
um gradiente especifico para a separacdo dos nucleotideos de DNA comercial
(Tabela 2).

Tabela 2 - Gradiente utilizado na separacgéo de nucleotideos

Tempo
(min) % B
0 0
12 0
25 50
27 50
27,5 0

Esse gradiente foi determinado dado que pode-se perceber na figura 6 que
passados cerca de 10 minutos a metilcitosina e posteriormente a citosina comegam
a ser eluidas pela coluna. Portanto, mantivemos a concentragdo constante da fase

movel até que ambos estivessem eluidos e em seguida aumentamos até 50% da
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fase B (100mM hidrogreno fosfato) buscando eluir os nucleotideos restantes. Na
figura 8, observa-se o cromatograma correspondente a amostra de DNA de timo de
bezerro digerido com nucleasa S1, verificamos sinais para citosina e metilcitosina
dentro do tempo esperado, seguidas por timina (22.5min), adenina (25min) e
guanina (27min). Assim, obtivemos uma separacdo adequada de todas as

moléculas em estudo em menos de 30 minutos utilizando o gradiente proposto.
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Figura 8 - Separacao dos nucleotideos do DNA comercial utilizando cromatografia de troca i6nica e
utilizando HPO,* como fase mével com concentracdo de 5mM, deteccédo UV a 260nm. Ordem de
eluicdo: 1) d5SmCMP, 2) dCMP, 3) dTMP, 4) dAMP e 5) dGMP.

Por meio dos picos demonstrados nos graficos poderemos relacionar o pico
de citosina metilada e citosina ndo metilada e assim obter a percentage de

metilacdo encontrada nas amostras de timo de bezerra utilizando a formula:

Alturad5mCMP

x100
Alturad5CMP + AlturadCMP

%Metilacion =

Segundo a altura dos sinais obtidos na figura 8 podemos estimar a
percentagem de metilagdo do DNA de timo de bezerro de aproximadamente 3,2%.
Este dado encontra-se em concordancia com a literatura existente sobre o tema
onde postula-se que as percentagens de metilacdo para este tipo de amostras

variam entre 3-4% .
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5.3 Otimizacdo HPLC-UV coluna pharmacia

Continuamos 0s experimentos visando a posterior comparacdo entre as
técnicas HPLC-UV e HPLC-ICP-MS. Para isto necessitavamos de fases que nao
possuissem em sua composicdo fosfato, tendo em conta que pelo método HPLC-
ICP-MS medimos o 31P dos nucleotideos do DNA e neste sentido uma fase
contendo este composto interferiria totalmente nos resultados. Assim, foi realizada a
separacdo dos nucleotideos do DNA (padrbes) utilizando cromatografia de troca
ibnica e modificamos a coluna Tecknokroma SAX 5 pela coluna GE Healthcare
Mono Q 5/50 GL. Essa € uma coluna de Pharmacia especial para trabalhar com
biomoléculas, particularmente proteinas, mas também baseada na troca ibnica. A
diferenca mais importante entre as duas técnicas é que neste caso o polimero
suporte das particulas monodispersas da fase estacionéaria é hidrofilico e o tamanho
das particulas é regular, o que permite esta metodologia trabalhar com pressdes
baixas.

Foram realizados diferentes ensaios em distintas condicdes com os padrdes
de nucleotideos de 1mg/ml, o pH das fases encontrava-se em 6,8. Utilizamos como
fase A uma solucdo contendo 1mM de NH® e como fase B 1M NH*Ac 1mM de NH?
concentrado, com deteccdo UV a 260 nm, além disso variamos o gradiente (Tabela
3) tendo como objetivo selecionar qual destes seria 0 gradiente mais eficiente para

separar 0s nucleotideos em analise.

Tabela 3 - Gradientes de eluicdo C e D respectivamente

Grad C Grad D
Tempo Tempo
(min) % B (min) % B
0 5 0 5
17 8 17 8
19 18 19 18
25 30 20 19
30 50 30 50

A comparacdo entre metodologias utilizando diferentes gradientes pode ser
realizada com o auxilio das figuras 9 e 10. Nestes métodos em ambos os

gradientes ndo sado encontrados problemas em separar a citosina metilada e citosina
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nao metilada. Contudo, ambos o0s apresentam problemas na separacdo entre 0s
picos 2 e 3 (citosina e timina), provavelmente este efeito se deve ao fato que ao
trabalhar com pH em torno da (pH= 6.8), por sua vez distante do realizado no
experimento anterior, 0 pKb da citosina e timina € suficientemente préximo para que

estas ndo consigam se separar mesmo nestas condicdes de gradiente.
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Figura 9 - Separacdo através da coluna Pharmacia dos nucleotideos (padrdes), deteccdo UV a
260nm.Utilizando acetato como fase mével com o gradiente C (Tabela 3). Ordem de eluicdo: 1)
d5mCMP, 2) dCMP, 3) dTMP, 4) dAMP e 5) dGMP.
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Figura 10 - Separacédo através da coluna Pharmacia dos nucleotideos (padrdes), detec¢do UV a
260nm.Utilizando acetato como fase movel com o gradiente D (Tabela 3). Ordem de elui¢ao: 1)
d5mCMP, 2) dCMP, 3) dTMP, 4) dAMP e 5) dGMP.
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Tendo em vista que a percentagem de metilacdo é calculada em relacdo a
citosina total, obter uma separacdo adequada entre timina e citosina representa
bastante importancia para o método em questdo. Deste modo, ao tentar otimizar o
protocolo variando o gradiente verificamos que o gradiente D proporcionou a
separacao dos nucleotideos de interesse mais efetiva. Por conseguinte, escolhemos
o gradiente D para testar a separagdo dos nucleotideos em DNA comercial de timo
de bezerro (1mg/ml) digeridos com nuclease S1, utilizando as mesmas condi¢cbes

anteriores. O resultado obtido encontra-se na figura 11.

5.4 Anélise deDNA de Timo de Bezerro por HPLC-UV - Coluna Pharmacia

Durante esta etapa do estudo utilizamos as mesmas condicbdes de gradiente
da figura 9, abordou-se a separacdo dos nucleotideos do DNA comercial depois de
sua digestdo enzimatica com nuclease S1 como encontra-se especificado na parte
experimental. Os resultados aparecem na figura 11, como observou-se no caso
anterior, foi possivel detectar a presenca de metilcitosina no cromatograma (ver a
ampliacdo) separada perfeitamente da citosina ndo metilada. O tempo total de
eluicdo obtido foi similar ao que se verificado na figura 8.
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Figura 10 - Separacéo dos nucleotideos de DNA comercial de timo de bezerro por cromatografia de
troca ibnica com coluna Pharmacia, deteccdo UV a 260nm, utilizando como fase mével acetato com o
gradiente D. Ordem de eluicdo: 1) d5mCMP, 2) dCMP, 3) dTMP, 4) dAMP e 5) dGMP.
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5.5 Anédlise timo de bezerro por HPLC-ICP-MS

Tendo em vista a melhora da sensibilidade do método em estudo utilizou-se
um detector de massas (ICP-MS) acoplado a cromatografia onde a partindo dos
resultados positivos anteriores escolhemos empregar a coluna Pharmacia neste
ensaio. A fim de realizar este tipo de medicéo foi necessario o acoplamento HPLC-
ICP-MS, para isto foi preciso um tubo de tygon ser conectado a saida da coluna
cromatografica com o nebulizador do ICP-MS. Dado que os tipos de fases mdéveis
empregadas nos ensaios anteriores sdo compativeis com o uso do ICP pode-se
conduzir o experimento utilizando apenas o acoplamento direto.

Sendo assim realizamos a deteccédo por ICP-MS (m/z 31 del P) da separacéo
da citosina metilada dos nucleotideos de DNA de timo de bezerro, utilizando a
coluna Pharmacia, a solucdo 1mM de NH?® concentrada como fase estacionaria e 1M
NH*Ac 1mM de NH como fase mével, ambas possuindo pH igual a 6,8 e adotamos o
gradiente D que ja havia comprovada a sua qualidade de separacdo em HPLC-UV.
A verificacdo dos resultados deste método pode ser visualizada no cromatograma

da figura 12.

140000

120000 A 200 5

3300

100000 4 .,

2300

80000 -+

1800

60000 - 3

CPS (m/z 31)

40000 -

20000 1 ﬁ
- | 1

O T | S — T T

10 15 20 25 30 35

Tiempo (min)

Figura 12 - Separacdo da 5mC dos nucleotidedos de DNA comercial de timo de bezerro utilizando
cromatografia de troca ibnica com coluna Pharmacia, detecgdo ICP-MS, acetato como fase mével e
gradiente D. Ordem de eluicdo: 1) dSmCMP, 2) dCMP, 3) dTMP, 4) dAMP e 5) dGMP.
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Como pode-se observar, existe uma sobreposicdo entre os sinais de citosina
e timina. Este efeito seguramente ocorre devido ao tubo de tygon utilizado para
conectar o equipamento de HPLC ao ICP-MS que desta forma incrementa o volume
morto do sistema e por consequéncia a ampliacdo parcial dos picos.
Independentemente deste fato pode-se detectar a presenca da citosina metilada
(Figura 12) e neste caso, dado a sobreposi¢cao entre os picos da timina e citosina,
decidimos abordar a quantificacdo diretamente com padrdes de citosina metilada
mediante a calibracdo externa.

A calibracdo proporcionou o ajuste de y = 534x+10724 (r2= 0.98). Desta
maneira através da equacdo da reta ao substituir a intensidade em altura do pico de
31P encontrada no pico 1 da Figura 12 obtivemos a concentracdo de metilcitosina
analisada na amostra de timo de bezerro quantificada em 14,79ppm. Neste caso,

calculamos a percentagem de metilacdo através da férmula:

[d5mCMP]

[ADN ]

%Metilacion= x100

Assim, obteve-se 2,8% de metilagdo, o que resulta similar ao obtido com a
outra coluna e o outro método de quantificacdo e mais uma vez concordando com
os valores encontrados na literatura para metilacdo em DNA comercial de origem de
timo de bezerro.

Por fim, foi realizada a analise da linhagens celulares de cancer de ovéario
resistentes e sensiveis a cisplatina (A2780cis, A2780 respectivamente), a fim de
obter a comparacdo de todos os métodos que desenvolvemos até entdo em
amostras DNA provenientes de cultivos celulares.Porém, até o fechamento deste
trabalho nos experimentos aplicando as metodologias desenvolvidas nao foi
possivel obter nenhum pico detectavel para a dSmCMP. Uma justificativa provavel
para este resultado seria a baixa concentragdo de DNA do extraido das células que
por sua vez é notavelmente inferior ao derivado comercial de timo do bezerro.
Assim, uma solucdo cabivel para esta questdo seria aumentar a concentracao de
DNA extraido das linhagens de cancer de ovario.

Desse modo, com este trabalho de conclusdo de curso ajustamos as

condicdes necesséarias para deteccdo por radiacdo ultravioleta e separacao
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cromatografica da citosina metilada do restante dos nucleotideos contidos no DNA,
trabalhando em distintas condi¢cdes de pH e fase movel. Também estabelecemos o
acoplamento direto da separacdo cromatogréfica com ICP-MS através do detector
especifico de fésforo (31P), que nos permitiu desenvolver uma metodologia analitica
bastante sensivel e seletiva para determinacdo de metilacdo no DNA. Portanto,
conforme os dados obtidos podemos concluir que ambas as metodologias
proporcionam bons resultados analiticos, ainda que haja a necessidade de estudos
gue aperfeicoem as técnicas melhorando a sensibilidade destas, até que seja
possivel a deteccdo de metilagdo diretamente em amostras de células sensiveis e

resistentes a cisplatina.
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6 Concluséao e Perspectivas futuras

A resisténcia adquirida como consequéncia do tratamento com cisplatina &
um dos fatores que limita a atuacdo deste farmaco como agente antineoplasico,
razdo pela qual sdo necessarios novos estudos para aprimorar o entendimento
destes mecanismos, permitindo assim estabelecer biomarcadores confiaveis de
resisténcia a cisplatina.

Nosso estudo demonstrou que o0 acoplamento direto da separagéo
cromatografica com ICP-MS como detector especifico de fésforo (31P) permitiu a
obtencdo de uma técnica analitica sensivel e seletiva para determinacdo da
metilacdo do DNA, resultados estes confirmaveis através do limite de deteccdo
obtido para a metodologia em questdo. Assim, foi possivel a separacdo
cromatografica da 5-metilcitosina dos outros nucleotideos mediante ao uso de HPLC
por deteccdo ultravioleta com dois tipos de coluna cromatogréficas distintas,
trabalhando em distintas condi¢cdes de pH e fase moével. Desta maneira, segundo
nossos resultados analiticos, foi possivel o desenvolvimento de trés metodologias
eficientes para verificacdo da presenca de 5-metilcitosina em DNA derivado de timo
de bezerro.

A continuidade deste projeto se dara visando o aperfeicoamento de ambas
metodologias na busca pela otimizagdo dos protocolos aqui desenvolvidos para que
seja possivel a deteccao da metilagéo diretamente em amostras de células sensiveis
e resistentes a cisplatina, visando assim relacionar a porcentagem de metilacdo no

DNA com a resisténcia do farmaco em andlise.
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