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RESUMO 
 

	
  
A quimioterapia é uma das principais estratégias no tratamento do câncer. No 

entanto, muitos tumores apresentam resistência, tornando o tratamento parcial ou 

totalmente ineficaz. Existem alguns mecanismos que podem estar relacionados ao 

desenvolvimento desse perfil de resistência, sendo o mais estudado o aumento do 

efluxo das drogas através de proteínas de membrana celular. Por outro lado, uma 

alteração nas vias de reparo de DNA também contribui para a resistência tumoral, 

uma vez que as lesões são removidas antes mesmo de se tornarem citotóxicas para 

as células, reduzindo assim a efetividade do quimioterápico. Dentre as vias de 

reparo de DNA, a via do Reparo por Excisão de Nucleotídeos (NER) é uma das mais 

versáteis, e há estudos que demonstram seu envolvimento em resposta às lesões 

geradas por antraciclinas. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a 

contribuição dos mecanismos de resposta à dano no DNA, bem como da via NER, 

na resistência à Mitoxantrona (MXT), um análogo de antraciclinas, na linhagem 

celular de leucemia HL-60/MX2. Para isso, analisou-se a sobrevivência celular, pelo 

método de exclusão por azul de tripan, o perfil de ciclo celular e a fosforilação da 

histona H2AX (γH2AX), por citometria de fluxo, além da análise de expressão gênica 

da via NER e proteínas de efluxo por qPCR. Os resultados indicam um perfil de 

resposta diferente entre a linhagem resistente e a linhagem sensível, observado pelo 

teste de sobrevivência e pelos diferentes perfis de ciclo celular e fosforilação de 

H2AX. Além disso, a análise de expressão gênica demonstra um aumento na 

expressão de genes da via NER, como ERCC1 já antes do tratamento e XPA após 

os tratamentos, na linhagem resistente. Estes resultados demonstram portanto 

envolvimento desta via de reparo de DNA na resistência tumoral da linhagem HL-

60/MX2. 	
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ABSTRACT 
 
 

Chemotherapy is one of the main cancer treatment strategies; however, tumors can 

show resistance, which makes the treatment partial or totally inefficient. Among the 

mechanisms that may be related to the resistant profile, the most studied is 

increased drug efflux through ABC transporter permeases. On the other hand, 

altered DNA repair pathways may contribute to cancer resistance, since the lesions 

are removed before they become toxic to cells, which reduces chemotherapy 

effectiveness. Among DNA repair pathways, Nucleotide Excision Repair (NER) is 

one of the most versatile, and there are studies showing its involvement in removal of 

anthracyclines-induced lesions. Thus, our aim was to evaluate the contribution of 

DNA damage response mechanisms, focusing on NER, to the resistance to 

Mitoxantrone (MXT), an anthracycline analog, using the mitoxantrone-resistant 

leukemia cell line HL-60/MX2 as a model.  After treatment with MXT and Etoposide 

(ETO), a topoisomerase II inhibitor, cell survival was assessed by trypan blue 

exclusion method; cell cycle profile and H2AX histone phosphorylation (γH2AX) were 

evaluated by flow cytometry; and gene expression levels of NER and efflux proteins 

were determined by RT-qPCR. Results indicate a different response between the 

resistant HL-60/MX2 and the sensitive HL-60 cells, as observed in the survival assay, 

cell cycle, and H2AX phosphorylation profile. Furthermore, in the resistant cells, RT-

qPCR analysis showed an increase in the expression of NER genes, with ERCC1 

expression increased before treatments, and XPA after the treatments. Therefore, 

our results indicate the contribution of NER machinery in the resistance of leukemia 

cells to Mitoxantrone. 
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1. REFERENCIAL TEÓRICO 
 
 

Câncer é um conjunto de doenças que se caracterizam por um crescimento 

anormal de células. Este crescimento apresenta a tendência de ser descontrolado e 

agressivo. As células apresentam uma lesão, herdada ou adquirida, no seu DNA que 

em condições normais seria reparada ou levaria essas células a morte; no entanto, 

nas células cancerígenas isto não acontece, permitindo que estas passem a se 

dividir cada vez mais e mais rápido em comparação com as células normais. 

(AMERICAN CANCER SOCIETY; LUO et al., 2009; POLYAK et al., 2009; 

HANAHAN & WEINBERG, 2011). Nas últimas décadas, o câncer ganhou grande 

dimensão, tornando-se um problema de saúde pública mundial. De acordo com a 

estimativa de incidência do câncer publicada em 2014 pelo Instituto Nacional do 

Câncer, para o período de 2014 e 2015 é esperada a ocorrência de 576 mil novos 

casos de câncer no Brasil, e, até 2030, estima-se cerca de 21,4 milhões de casos 

novos de câncer e 13,2 milhões de mortes decorrentes desta doença em todo o 

mundo (INCA, 2014).  

Se comparado à mortalidade por outras doenças crônicas os avanços no 

tratamento do câncer não tem sido tão efetivos. No entanto, dentro da própria 

estatística de mortalidade por câncer no mundo há uma redução significativa, uma 

vez que cada vez mais tem se investido em prevenção e diagnóstico (DANAEI et al., 

2005; SIEGEL et al., 2014). As opções de tratamento do câncer incluem a 

radioterapia, imunoterapia, terapias-alvo, remoção cirúrgica e transplante, e a 

quimioterapia, que é uma das mais utilizadas, isolada ou em combinação com as 

terapias anteriores (AMERICAN CANCER SOCIETY). Na quimioterapia são 

utilizadas inúmeras drogas que atuam em diferentes alvos celulares (NEIDLE & 

THURSTON, 2005). Apesar disso, a eficácia deste tipo de tratamento muitas vezes 

se torna limitada, uma vez que muitos tumores ainda apresentam resistência aos 

tratamentos quimioterápicos (HOLOHAN et al., 2013). 

           1.1 Quimioterapia 
 

O uso da quimioterapia para o tratamento do câncer surgiu no início do século 

XX, quando o químico Paul Ehrlich começou a desenvolver drogas para tratar 
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doenças infecciosas. Foi ele quem definiu o termo “quimioterapia” como o uso de 

agentes químicos (drogas) para o tratamento de doenças (DEVITA & CHU, 2008).  

Por um longo período no século passado, a radioterapia e a cirurgia 

dominaram o campo das terapias contra o câncer, no entanto, a taxa de cura 

começou a apresentar-se cada vez mais baixa, uma vez que os pacientes 

desenvolviam também metástases, que não eram atingidas com esse tipo de 

tratamento localizado. Observou-se então que a combinação da quimioterapia com 

cirurgia ou radioterapia apresentava um resultado muito mais efetivo na eliminação 

do tumor, e assim passou-se a combinar a quimioterapia com diferentes abordagens 

terapêuticas (DEVITA & CHU, 2008). Atualmente, a quimioterapia pode ser utilizada 

como única alternativa de tratamento, no entanto, é mais frequentemente associada 

a outras terapias, como remoção cirúrgica e radioterapia. Diz-se então que, quando 

a quimioterapia reduz o tamanho do tumor antes da cirurgia ou radioterapia trata-se 

de um tratamento neoadjuvante. Já quando o uso das drogas quimioterápicas é feito 

após radioterapia ou cirurgia, a fim de destruir as células cancerígenas 

remanescentes, denomina-se terapia adjuvante (NEIDLE & THURSTON, 2005; 

NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2011).  

Dentre os quimioterápicos considerados citotóxicos, os agentes alquilantes 

são amplamente utilizados. São drogas que atuam diretamente no DNA gerando 

lesões a fim de prevenir a célula tumoral de se reproduzir. Estes compostos atuam 

em qualquer fase do ciclo celular, ou seja, não são fase-específicos e são utilizados 

no tratamento de diferentes tipos de câncer, como leucemia, linfomas, mieloma 

múltiplo, sarcoma, câncer de pulmão, mama e ovário. Como danificam o DNA, 

podem ocasionar danos a longo prazo na medula óssea. Além disso, em alguns 

casos raros podem eventualmente levar a indução de leucemia aguda, em 

decorrência do tratamento. No entanto, este risco é dose dependente, ou seja 

quanto menor a dose menor o risco, e vice-versa (AMERICAN CANCER SOCIETY; 

BORDIN et al., 2013). Existem diferentes classes de agentes alquilantes, tais como: 

mostardas nitrogenadas, nitrosuréias, sulfonatos de alquila e triazinas. Além destes, 

os agentes platinados são muitas vezes agrupados aos agentes alquilantes, já que 

possuem um mecanismo de ação semelhante. Enquanto os agentes alquilantes 

atuam transferindo um grupamento alquil à molécula de DNA, os platinados 

transferem o grupamento platino. Essas reações caracterizam-se por substituições 

nucleofílicas no DNA, o qual, quando modificado, interfere com processos essenciais 
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para as células cancerígenas, como replicação e síntese de proteínas (BORDIN et 

al., 2013).  

Há ainda quimioterápicos classificados como antimetabólitos, os quais atuam 

inibindo processos biosintéticos essenciais, como a enzima timidilato sintase. Além 

disso, constituem uma classe de drogas que interferem no DNA e no RNA, uma vez 

que atuam como análogos de bases substituindo uma das bases nitrogenadas que 

seria adicionada na síntese. Isto leva a DNA polimerase a adicionar erroneamente 

um destes compostos, o que posteriormente será tóxico para a célula. Sendo assim, 

são drogas que atuam especificamente na fase S do ciclo celular, na qual ocorre a 

síntese das novas fitas de DNA. São comumente utilizadas no tratamento de 

leucemias, câncer de mama, ovário e trato intestinal, entre outros. Alguns exemplos 

de antimetabólitos são o 5-fluorouracil, 6-mercaptopurina, Fludarabina, Metotrexato, 

Gencitabina, Citarabina, Hidroxiuréia, entre outros (AMERICAN CANCER SOCIETY;  

LONGLEY et al., 2003; CHU et al., 2015).  

Outra classe de fármacos capazes de interferir com o ciclo celular são os 

inibidores mitóticos. Frequentemente, os alcaloides de plantas ou outros compostos 

derivados de produtos naturais são capazes de parar a mitose ou inibir as enzimas 

envolvidas na síntese das proteínas necessárias para a reprodução celular. Os 

principais alvos desses fármacos são os microtúbulos e filamentos de actina, sendo 

impedida a formação do fuso mitótico e levando portanto a célula a apoptose. Estas 

drogas atuam durante a fase M do ciclo celular, mas também são capazes de 

danificar as células em todas as fases. São utilizadas no tratamento de diferentes 

tipos de câncer incluindo mama, pulmão, mielomas, linfomas e leucemias. Além 

disso, são conhecidas pelo seu potencial de causar dano nos nervos periféricos, o 

que pode ser um efeito colateral dose-limitante. Alguns exemplos de inibidores 

mitóticos são os taxanos e os alcaloides da vinca (JORDAN & WILSON, 2004; 

SCHMIDT & BASTIANS, 2007) 

Existem também agentes considerados antibióticos antitumorais, os quais são 

isolados de bactérias. Há ainda duas classificações dentro desta classe de 

antibióticos: os antibióticos antitumorais não-antraciclinas e as antraciclinas. Os 

primeiros têm como mecanismo de ação a formação de pontes entre as fitas de DNA 

(ICL`s do inglês – interstrand crosslinks), e, ao contrário das antraciclinas, não se 

intercalam na dupla-hélice. Os principais são a Mitomicina C, Bleomicina e 

Actinomicina D (AMERICAN CANCER SOCIETY; GALM et al., 2005; CHU et al., 
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2015).  As antraciclinas por sua vez, são antibióticos anti-tumorais que atuam como 

agentes intercalantes de DNA e interferem com as enzimas envolvidas na sua 

replicação. São antineoplásicos amplamente utilizados no tratamento quimioterápico 

e, após a aprovação pelo FDA (do inglês - Food and Drug Administration) desta 

classe de quimioterápicos e anos de uso, identificou-se um novo alvo para a maioria 

das antraciclinas, a enzima DNA topoisomerase II (topoII). Sendo assim, muitas 

antraciclinas enquadram-se também na classe de quimioterápicos inibidores de 

topoisomerases, sendo este considerado seu principal mecanismo de ação 

(MINOTTI et al., 2004; YANG et al., 2015).  

 

           1.1.1 Mecanismo de Inibição das Topoisomerases 
 

As enzimas DNA topoisomerases desempenham um papel fundamental em 

praticamente todos os aspectos do metabolismo e da estrutura do DNA, modificando 

o seu estado topológico, através da quebra e posterior religação de suas fitas, 

evitando assim a supertorção decorrente do processo de transcrição e replicação. 

Em mamíferos, esta enzima está presente em duas formas: a topoisomerase I 

(topoI) e a topoII. Conforme pode ser visualizado na figura 1, a topoI atua no 

relaxamento desta supertorção principalmente através da quebra de uma ligação 

fosfodiéster em apenas uma fita do DNA, formando o complexo clivável DNA-topoI. 

A topoII atua clivando as duas fitas do DNA, formando então o complexo clivável 

DNA-topoII; sendo que esta também apresenta um papel na mitose, estando 

envolvida na condensação dos cromossomos e na manutenção da estrutura da 

cromatina, o que a torna essencial para a célula (NITISS, 2009; POMMIER et al., 

2010; ZHANG et al., 2011). 
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Figura 1: Representação das diferentes formas de remoção das supertorções no DNA 
através das topoisomerases I e II. Em A e B as topoisomerases do tipo I clivam apenas uma 
das fitas do DNA para a passagem através da outra fita. Em C a topoisomerase do tipo II 
cliva as duas fitas do DNA permitindo que a distorção da dupla-fita seja feita por uma 
rotação entre as fitas ou também por uma passagem de uma pela outra. Fonte: POMMIER, 
2013.  

 

Além dos seus diferentes mecanismos de ação, as antraciclinas também 

atuam inibindo a enzima topoII, no entanto, existem drogas que apresentam essa 

inibição como único mecanismo. De qualquer maneira, todas as drogas que 

apresentam esta característica interferem com as topoisomerases e são utilizadas 

no tratamento de leucemias, câncer de pulmão, mama, ovário, gastrointestinal, entre 

outros.  

Os inibidores das enzimas topoisomerases são extremamente seletivos e não 

apresentam ambiguidade nas suas terapias-alvo. Dentre os fármacos desta classe 

clinicamente relevantes, os inibidores da topoI não afetam a topoII e vice-versa. 

Além disso, os antibióticos, inibidores das topoisomerases bacterianas (girase e 

topoIV), apresentam-se inativos contra as topoisomerases da célula hospedeira, 

apresentando assim um grande potencial antibacteriano sem impacto no genoma do 

hospedeiro (POMMIER, 2013). 

Os mecanismos de ação dos inibidores de topoisomerases podem ser 

divididos em: envenenamento da enzima e inibição catalítica da enzima (figura 2). O 

conceito de envenenamento surgiu, primeiramente, através dos fármacos 

antibióticos inibidores de topoisomerases, e, foi demonstrado para os agentes 



 

16 

anticâncer logo após a descoberta da topoI como alvo da Camptotecina, que é o 

principal inibidor de topoI (HSIANG et al, 1985; POMMIER, 2013). Os inibidores 

classificados como venenos das topoisomerases levam a um aumento nos níveis 

dos complexos cliváveis de DNA com a enzima. É devido ao fato de estes agentes 

induzirem a formação de quebras na cadeia de DNA e de proteínas covalentemente 

ligadas ao DNA, que receberam o nome de venenos da topoisomerase. A segunda 

classe caracteriza-se pela inibição da atividade catalítica da enzima, sem gerar 

aumentos nos níveis dos complexos DNA-topo. Os agentes desta classe atuam 

competindo com o DNA pelo sítio ativo da enzima, levando portanto à morte celular 

através da eliminação da atividade enzimática, a qual é essencial, e, por isso, são 

denominados inibidores catalíticos da topoisomerase (NITISS, 2009; POMMIER et 

al., 2010). 	
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 2: Representação do mecanismo de ação dos diferentes inibidores de 
topoisomerases. Alguns inibidores da topoII podem atuar no início do ciclo catalítico da 
enzima, impedindo sua ligação com a fita de DNA (etapa G), estes são os inibidores 
catalíticos da enzima. Enquanto que os outros, venenos de topoII, ligam-se ao complexo 
clivável de DNA-topo, impedindo que a enzima realize a religação das fitas de DNA (etapa 
H). Esta também é a fase onde atuam os inibidores da topoI, como a Camptotecina e seus 
derivados, conforme demonstrado no painel esquerdo da figura na etapa E. Fonte: 
POMMIER et al, 2010. 
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          1.1.1.1 Inibidores de topoisomerase I 
 

Dentre as drogas que inibem a topoI, somente a Camptotecina e seus 

derivados são aprovados pelo FDA atualmente. São derivados semi-sintéticos do 

alcaloide camptotecina da planta Camptotheca acuminata, e a identificação da topoI 

como alvo ocorreu apenas 20 anos após o seu uso como droga anticâncer 

(POMMIER, 2009; POMMIER, 2013). Um dos derivados da Camptotecina que já 

está em uso é o Topotecan, o qual é prescrito para câncer de ovário e câncer de 

pulmão de pequenas células recorrente. Outro derivado já aprovado pelo FDA é o 

Irinotecan, recomendado principalmente para câncer coloretal. Este fármaco é uma 

pró-droga, que precisa ser convertida no seu metabólito metabolicamente ativo SN-

38 para apresentar efeito (POMMIER, 2009; POMMIER et al., 2010; POMMIER, 

2013). 

 

           1.1.1.2 Inibidores de topoisomerase II 
 

Diferentemente dos inibidores de topoI, existem mais classes de inibidores da 

enzima topoII. Os mais utilizados na clínica são os classificados como venenos de 

topoII e seus principais representantes seriam o Etoposídeo (ETO) e as antraciclinas 

e seus análogos. Estes agentes aumentam os níveis dos complexos cliváveis DNA-

topoII, uma vez que se ligam a este complexo impedindo que ocorra a religação das 

fitas quebradas. O processamento destes complexos acaba gerando lesões no DNA 

que levarão a célula tumoral à morte (FORTUNE & OSHEROFF, 2000; 

WILSTERMANN & OSHEROFF, 2003; BALDWIN & OSHEROFF, 2005; 

MCCLENDON & OSHEROFF, 2007).  

O ETO está entre as primeiras drogas anticâncer que foram identificadas 

como inibidores de topoII. É derivado de uma podofilotoxina e atualmente é a droga 

mais seletiva em termos de inibição de topoII, uma vez que não atua como um 

agente intercalante, o que faz com que seu único mecanismo de ação seja a 

formação dos complexos cliváveis DNA-topoII (BALDWIN & OSHEROFF, 2005; 

POMMIER, 2013; NAJAR & JOHRI, 2014). É usado rotineiramente como primeira 
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linha de quimioterapia combinada para câncer testicular, câncer de pulmão de 

pequenas células e linfoma não-Hodking (NAJAR & JOHRI, 2014). 

A primeira antraciclina descoberta foi na década de 1950, através do 

isolamento da Daunorubicina a partir da bactéria Streptomyces peucetius, porém, 

hoje em dia, a Doxorrubicina (DOX), que foi descoberta na década seguinte, é a 

mais utilizada. Ambas são recomendadas para o tratamento de câncer de mama, 

ossos, sarcoma de tecidos moles, bexiga, linfomas e mielomas múltiplos (BINASCHI 

et al., 2001; MINOTTI et al., 2004). Todas as antraciclinas consistem de um anel 

aglicona acoplado a um amino-açúcar que pode intercalar-se no DNA (BLASIAK et 

al., 2002) (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 3: Estrutura molecular dos inibidores de topoII. As antraciclinas Doxorubicina e 
Daunorubicina, com seus respectivos derivados semissintéticos Epirubicina e Idarubicina, e 
o análogo sintético Mitoxantrona. E a estrutura do Etoposídeo, uma podofilotoxina. Adaptado 
de MINOTTI et al., 2004.   
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Embora os efeitos anticarcinogênicos das antraciclinas sejam mediados 

principalmente pela inibição da transcrição e replicação do DNA, também produzem 

radicais livres derivados de oxigênio. Estes radicais livres causam danos diretos às 

proteínas, aos lipídios e ao DNA, e evidências sugerem que o conhecido poder 

cardiotóxico dessas drogas, que causa a apoptose do cardiomiócito, está 

relacionado ao estresse oxidativo causado por esses processos (SMITH et al., 

2010).  

Devido a esse grande poder cardiotóxico, diversos análogos da DOX foram 

desenvolvidos nas últimas décadas, dentre estes está a Mitoxantrona (MXT). A MXT 

é um antineoplásico sintético que pertence à classe das antracenodionas. A 

diferença desta classe de medicamentos para as antraciclinas é que nas 

antracenodionas não se encontram a porção do amino-açúcar e os anéis 

tetracíclicos presentes nas antraciclinas, porém mantém-se a estrutura planar do 

anel policíclico aromático, o que permite a intercalação no DNA (DURR, 1984; 

FAULDS et al., 1981; WHITE & DURR, 1985). Estes antineoplásicos não atuam 

especificamente sobre uma determinada fase do ciclo celular, e apresentam um 

potencial significativamente reduzido para formar radicais livres em comparação com 

as antraciclinas. Sendo assim, a MXT é um análogo estrutural das antraciclinas que 

é muito utilizado no tratamento de diversos tipos de câncer, como leucemias, 

linfomas não-Hodking e câncer de mama. Acreditava-se que apesar de igual 

potência citotóxica, a MXT apresentasse menor cardiotoxicidade quando comparada 

à DOX (AU et al., 1981; FAULDS et al., 1981; DURR, 1984; WHITE & DURR, 1985; 

CHUGUN et al., 2008). No entanto, evidências recentes têm mostrado que a MXT 

também é capaz de induzir uma cardiotoxicidade a longo prazo e que os seus 

metabólitos, produtos da sua bioativação, também podem estar envolvidos nesses 

efeitos colaterais cardíacos, já que a cardiotoxicidade foi parcialmente prevenida 

quando houve inibição do metabolismo mediado por CYP450 e CYP2E1 em um 

modelo celular de cardiomioblastos (ROSSATO et al., 2013). Ainda para explicar a 

cardiotoxicidade da MXT, ROSSATO et al., 2014a mostraram a relevância da 

toxicidade mitocondrial induzida por esta droga. Foi mostrado que o tratamento com 

MXT leva à formação de mitocôndrias aberrantes e interfere com a funcionalidade 

mitocondrial in vivo, gerando um desbalanço na função mitocondrial que resulta em 

uma depleção tardia de ATP e, consequentemente, em uma falha cardíaca. Após a 

depleção do seu conteúdo energético, a performance cardíaca é prejudicada 



 

20 

(ROSSATO et al., 2014a). Além de toxicidade cardíaca, já se verificou também 

hepato e hematotoxicidade dos tratamentos com MXT (ROSSATO et al., 2014b). 

A citotoxicidade da MXT é devida ainda à sua capacidade de gerar adutos e 

pontes intercadeias de DNA, além de espécies reativas de oxigênio (ERO), as quais 

podem ser geradas devido à presença de anéis insaturados que permitem a 

incorporação em excesso de elétrons e a consequente produção de radicais livres 

reativos (PARKER et al., 1999; SKLADANOWSKI et al., 2000; HUANG et al., 2006). 

Todas estas lesões, incluindo as geradas pela inibição da topoII, são capazes de 

levar à formação de quebras duplas de cadeia (DSB ́s  do inglês - Double Strand 

Breaks), que é o tipo mais perigoso de lesão cromossomal, podendo resultar em 

morte celular e rearranjos genômicos (HOEJIMAKERS, 2001; SHIRAVASTAV et al., 

2008). 

Outro derivado semissintético da DOX é a Epirubicina. Esta droga é mais 

recente, uma vez que teve sua aprovação pelo FDA somente em 1999. Uma 

mudança de posição do grupamento hidroxil no carbono 4 da DOX confere à 

Epirubicina algumas propriedades farmacocinéticas e metabólicas, como um 

aumento no seu volume de distribuição e uma redução da meia-vida sem alterar o 

seu mecanismo de ação e espectro de atividade em comparação à DOX (MADDURI 

et al., 1998; MINOTTI et al., 2004; POMMIER, 2013). Esta droga é utilizada no 

tratamento de câncer de mama, esôfago e câncer gástrico (POMMIER, 2013). A 

partir da Daunorubicina também se obteve um análogo sintético, a Idarubicina. Esta 

é ativa contra leucemia mielóide aguda, mieloma múltiplo, linfoma não-Hodking e 

câncer de mama. Em comparação com a Daunorubicina, este derivado apresenta 

um espectro de atividade maior, o qual pode ser atribuído a sua maior lipofilicidade e 

captação celular, bem como a uma melhor estabilização de um tipo de lesão 

formada por esta droga que é um complexo do quimioterápico com a droga e a 

enzima topoII (BORCHMANN et al., 1997; POMMIER, 2013). 

Um importante efeito colateral dos venenos da topoII é a formação de 

neoplasias secundárias que podem surgir a partir de translocações induzidas pela 

droga, sendo que a isoforma β da topoII seria a responsável por tais neoplasias. 

Vários estudos demonstraram que as antraciclinas que atuam na topoIIβ contribuem 

para a cardiotoxicidade, ou seja, seria de grande importância o desenvolvimento de 

drogas que fossem específicas para a topoIIα, as quais reduziriam o risco das 
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neoplasias secundárias (AZAROVA et al., 2007; NITISS, 2009; POMMIER et al., 

2010). 

Como demonstrado na figura 4, os venenos da topoII diferem um dos outros: 

alguns atuam inibindo a religação da dupla-fita no complexo DNA-topoII, como o 

Etoposídeo e as antraciclinas em geral, enquanto que outros atuam induzindo a sua 

formação, como as quinolonas. É importante ressaltar que algumas drogas atuam 

em diferentes etapas do ciclo da enzima topoII, dependendo da sua concentração. A 

DOX, por exemplo, quando em concentrações baixas atua como um Veneno da 

topoII induzindo a parada do ciclo na formação dos complexos DNA-topoII, enquanto 

que em altas concentrações tem atuação semelhante à dos inibidores catalíticos, 

suprimindo a formação dos mesmos complexos (NITISS, 2009).	
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Representação do ciclo catalítico da enzima topoII em humanos. (1) Etapa de 
ligação da topoII com o DNA; (2) Clivagem da dupla-fita de DNA pela enzima; (3 e 4) 
Formação dos complexos DNA-topoII; (5) Etapa de religação das fitas de DNA clivadas; (6) 
Desassociação da topoII do DNA. Fonte: adaptado de POMMIER et al., 2010. 
 

 

Uma das etapas que estas drogas inibidoras da topoII interferem portanto, e 

onde se encaixa também a MXT que não está representada na figura, é a reação de 

religação da quebra no DNA causada pela enzima, através da estabilização dos 

complexos cliváveis DNA-topoII (representados na figura 4 pelas etapas 4 e 5) (LIU, 

1989). A geração de altos níveis destes complexos tem profundos efeitos na 

fisiologia celular, bloqueando efetivamente a replicação e transcrição do DNA. O seu 

MXT	
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processamento, por sua vez, leva à formação de quebras simples e duplas de 

cadeia e as células subsequentemente entram em apoptose (HOWARD et al., 1994; 

KAUFMANN, 1998). Pouco se sabe sobre o reparo do complexo DNA-topoII em si, 

os estudos em geral focam apenas no reparo das lesões ocasionadas a partir do seu 

processamento (POMMIER et al., 2010). 

 

           1.2 Resistência Tumoral 
 
A resistência às drogas é um fenômeno bem conhecido, resultado de quando 

as doenças se tornam tolerantes aos tratamentos farmacológicos. Este conceito foi 

considerado pela primeira vez quando algumas bactérias se tornaram resistentes a 

certos antibióticos, o que se tornou um desafio no tratamento de tais infecções. 

Desde então, mecanismos similares tem sido encontrados em diferentes tipos de 

doenças, incluindo o câncer. Embora muitos tipos de tumores sejam inicialmente 

resistentes aos quimioterápicos, com o tempo podem desenvolver resistência por 

diferentes mecanismos (HOUSMAN et al., 2014).  

A resistência tumoral à quimioterapia, portanto, pode ser dividida em duas 

classificações: intrínseca e adquirida. A resistência intrínseca acontece quando os 

fatores que conferem esta característica de resistência já existem nas células 

tumorais antes mesmo destas serem expostas ao tratamento quimioterápico. Já a 

resistência adquirida é desenvolvida durante o tratamento de tumores que 

inicialmente demonstravam-se sensíveis aos quimioterápicos, podendo ser através 

de mutações adquiridas ao longo deste tratamento, bem como por meio de diversas 

outras respostas adaptativas das células tumorais. Além disso, já se sabe que 

tumores podem apresentar uma alta heterogeneidade molecular, portanto a 

resistência pode surgir através de uma seleção, induzida pela terapia, de uma 

subpopulação menor presente na massa de células tumorais (HOLOHAN et al., 

2013; RUMJANEK et al., 2013). As células cancerígenas podem se tornar 

resistentes a uma única droga quimioterápica ou a uma classe de drogas com 

mecanismos de ação similares, através da alteração dos alvos celulares ou por 

aumento do reparo das lesões induzidas pelas drogas, que geralmente atingem o 

DNA. Após o fenômeno de seleção para a resistência a uma única droga, as células 

podem ainda apresentar uma resistência cruzada a outras drogas com estruturas 
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diferentes e mecanismos de ação não relacionados; a este fenômeno denomina-se 

Resistência a Múltiplas Drogas (MDR – do inglês Multidrug Resistance). Isto pode 

explicar o porquê de alguns regimes de tratamento que combinam múltiplos agentes 

com diferentes alvos não apresentarem, muitas vezes, uma resposta satisfatória 

(GOTTESMAN et al., 2002).  	
  

Existem algumas características (representadas na figura 5) apontadas como 

principais na mediação da MDR, tais como: transporte da droga através da 

membrana plasmática, alteração nas enzima-alvo, alteração no metabolismo da 

droga, aumento na reparação do DNA e incapacidade para sofrer apoptose 

(UGHACHUKWU & UNEKWE, 2012; HOLOHAN et al., 2013; RUMJANEK et al., 

2013; HOUSMAN et al., 2014). Destas, a mais estudada atualmente é o transporte 

da droga através da membrana plasmática, no entanto, o aumento da reparação de 

danos no DNA também é um importante alvo de estudo, uma vez que a maior parte 

dos quimioterápicos citotóxicos tem como alvo o DNA (HOUSMAN et al., 2014).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Mecanismos celulares envolvidos na Resistência à Múltiplas Drogas (MDR). Em A 
estão representados fatores farmacocinéticos, como absorção, distribuição, metabolismo e 
eliminação dos fármacos. Os mecanismos de influxo e efluxo de drogas das células também 
podem limitar a sua atividade nas células tumorais. Em B e C estão representados 
mecanismos de ação dos quimioterápicos que teriam como objetivo à morte celular, como a 
indução de danos no DNA ou a inibição enzimática, respectivamente. Uma vez que ocorram 
alterações em vias como reparo de danos no DNA, autofagia, apoptose ou alteração nas 
enzimas-alvo dos quimioterápicos as células passam a apresentar resistência à terapia. 
Fonte: adaptado de HOLOHAN et al., 2013. 
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           1.2.1 Transporte Através da Membrana Plasmática 
 

Um dos mecanismos mais proeminentes envolvendo a MDR é a 

superexpressão de proteínas conhecidas como transportadoras ABC (do inglês ABC 

transporters – ATP binding cassette). Estas proteínas estão presentes em 

procariotos e eucariotos e caracterizam-se por realizarem um transporte ativo na 

membrana celular, em que acabam atuando como bombas de efluxo bombeando 

para fora da célula determinadas substâncias (GLAVINAS et al., 2004; SHUKLA  et 

al., 2008; WU et al., 2011; KATHAWALA et al, 2014; SILVA et al., 2015). Estes 

transportadores utilizam energia derivada da hidrólise do ATP (do inglês -  

adenosine triphosphate) à ADP (do inglês - adenosine bisphosphate) para 

transportar seus substratos através da membrana, contra um gradiente de 

concentração, limitando assim o acúmulo intracelular dos seus substratos (BORTHS 

et al., 2002; LOCHER, 2004; LOCHER & BORTHS, 2004; KATHAWALA et al., 2014; 

SILVA et al., 2015). Existem muitos estudos que indicam que as proteínas 

transportadoras ABC estão envolvidas no efluxo de moléculas endógenas tóxicas e 

xenobióticos para fora da célula (ASSARAF  et al., 1994; HOOIJBERG et al., 1999; 

ASSARAF, 2007; HOLLAND, 2011). Além disso, também estão envolvidas no 

transporte de importantes substratos através das membranas intra e extracelulares, 

como aminoácidos, colesterol e seus derivados, açúcares, vitaminas, peptídeos, 

lipídeos, algumas proteínas importantes, drogas hidrofóbicas e antibióticos 

(GOLDSTEIN et al., 1989; GOTTESMAN & AMBUDKAR, 2001; IFERGAN et al., 

2004; DEAN & ANNILO, 2005; SHI et al., 2007;	
  KATHAWALA et al., 2014; SILVA et 

al., 2015). 

Estruturalmente, as proteínas transportadoras ABC apresentam dois domínios 

de ligação a nucleotídeos (NBDs – do inglês nucleotide-binding domains) e dois 

domínios de ligação transmembrana (TMDs – do inglês transmembrane binding 

domain) (TIWARI et al., 2011; WU et al., 2001; KATHAWALA et al., 2014; SILVA et 

al., 2015). É nas porções NBDs que acontece a ligação do ATP a ser hidrolisado 

para que ocorra o evento de bombeamento. Essas porções também são 

responsáveis pela ligação e bombeamento para fora da célula de xenobióticos e/ou 

substratos fisiológicos, (KATHAWALA et al., 2014; SILVA et al., 2015). Os domínios 

NBDs possuem três motivos conservados: walker A e walker B, encontrados em 

todas as proteínas que ligam ATP, e uma assinatura de motivo C, a qual é 
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específica  aos transportadores ABC e os distingue das demais proteínas de ligação 

ao ATP (SILVA et al., 2015). Já as regiões transmembrana, ou domínios TMDs, 

ligam os substratos de drogas hidrofóbicas que são tanto neutros quanto 

positivamente carregados, e são provavelmente apresentadas ao transportador 

através da bicamada lipídica (KATHAWALA et al., 2014).  

São necessários dois eventos de hidrólise de ATP, os quais não precisam 

ocorrer simultaneamente, para transportar uma única molécula (SENIOR & 

BHAGAT, 1998; GOTTESMAN et al., 2002). Em síntese, a ligação do substrato às 

regiões transmembrana estimula a atividade de ATPase da proteína, causando uma 

mudança conformacional na molécula, que libera o substrato tanto para o folheto 

externo da membrana (podendo assim se difundir ao meio), quanto para o espaço 

extracelular. A hidrólise do segundo ATP parece ser necessária para redefinir o 

transportador, de modo que volte a sua conformação inicial podendo então ligar 

novamente outro substrato, completando assim um ciclo catalítico (Sauna and 

Ambudkar, 2000; Gottesman et al, 2002).  

Atualmente já foram isolados e identificados 49 membros da família de 

transportadores ABC, sendo que esta é ainda subdividida em 7 subfamílias, ABCA a 

ABCG. As proteínas da família ABC mais relacionadas com MDR são conhecidas 

como Glicoproteína-P (gene ABCB1), MRP1 (gene ABCC1) e BCRP1 (gene 

ABCG2), e estão, muitas vezes, superexpressas em tumores (LESLIEA et al., 2005; 

DE GORTER et al., 2012).  

 

           1.2.1.1 Glicoproteína P (ABCB1) 
 

A proteína humana glicoproteína P, também conhecida como MDR1 

(multidrug resistance protein 1), é codificada pelo produto do gene ABCB1 localizado 

no cromossomo 7p21, e foi a primeira proteína da classe dos transportadores ABC a 

ser identificada (JULIANO & LING, 1976; UEDA et al, 1986; KATHAWALA et al., 

2014; SILVA et al., 2015). Apresenta um peso molecular de 170kDa e está 

localizada na porção apical de membranas transportadoras de determinadas células, 

onde atua protegendo-as de xenobióticos e toxinas celulares (ASSARAF & 

BORGNIA, 1993; SAUNA & AMBUDKAR, 2000; GOTTESMAN et al., 2002; 

SARKADI et al., 2006; KATHAWALA et al., 2014; SILVA et al., 2015). A 
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superexpressão de glicoproteína P confere uma resistência significativa a uma 

ampla variedade de quimioterápicos como taxanos (Ex. Paclitaxel, Docetaxel), 

epidofilotoxinas (Ex. Etoposídeo, Teniposídeo), alcaloides da vinca (Ex. Vincristina, 

Vimblastina), antraciclinas (Ex. DOX, Daunorubicina), entre outros (GOTTESMAN et 

al., 2002; SCHINKEL & JONKER, 2003; TIWARI et al., 2011; DE GORTER et al., 

2012; SODANI et al., 2012; KATHAWALA et al., 2014).  

 

            1.2.1.2 MRP1 (ABCC1) 
 

A proteína MRP1 (do inglês - Multidrug resistance-associated protein 1) é 

codificada pelo gene ABCC1 e foi primeiramente identificada nas linhagens celulares 

H69AR e HL60/Adr, ambas resistentes a antraciclinas (COLE et al., 1992; BAKOS et 

al., 1998; KRUH & BELINSKY, 2003). Seu peso molecular é de 190kDa e está 

presente na superfície basolateral do epitélio de membrana de algumas células, 

atuando de forma a promover o efluxo de várias substancias endógenas e exógenas 

(BAKOS et al., 1998; KRUH & BELINSKY, 2003; KATHAWALA et al., 2014). Apesar 

de apresentar relativamente um baixo grau de identidade na sequencia de 

aminoácidos com a glicoproteína-P (apenas 15%), ambas as proteínas apresentam 

perfis de resistência muito semelhantes, uma vez que a superexpressão de MRP1 

confere resistência a antraciclinas, alcaloides da vinca, epidofilotoxinas, 

camptotecina, entre outros (ASSARAF et al., 2003; LESCHZINER et al., 2006; 

SODANI et al., 2012; ANREDDY  et al., 2014; KATHAWALA et al., 2014; WANG et 

al., 2014). No entanto, diferentemente da glicoproteína P, não é observada uma 

resistência aos taxanos, classe que apresenta maior perfil de resistência na 

superexpressão de ABCB1 (COLE et al., 1994; MORROW et al., 2006; 

KATHAWALA et al., 2014).  

 

            1.2.1.3 BCRP1 (ABCG2) 
 

Algumas drogas, como a MXT, não se caracterizam como substrato para as 

proteínas de resistência MDR1 e MRP1, o que faz com que as células que se 

apresentam resistentes a este quimioterápico produzam uma proteína mais distante 

da família ABC, a ABCG2. Com um peso de 72kDa, esta proteína também é 
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conhecida como BCRP (do inglês – breast cancer resistance protein) e parece ser a 

primeira proteína transportadora a apresentar-se na forma de homodímero, com dois 

“meio-transportadores”, sendo um domínio TMD e um NBD. Cada um contém um 

domínio de ligação ao ATP na porção amino-terminal da molécula transmembrana 

que apresenta, neste caso, seis segmentos (DOYLE et al., 1998; MIYAKE et al., 

1999; GOTTESMAN et al., 2002; DE GORTER et al., 2012; KATHAWALA et al., 

2014). A figura 6 ilustra esta diferença entre a BCRP1 e as demais proteínas ABC. 

Devido a esta característica que a difere das outras proteínas envolvidas na MDR, a 

BCRP1 é capaz de sofrer homodimerização ou oligomerização consigo mesma ou 

com outros transportadores (DE GORTER et al., 2012; KATHAWALA et al., 2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 6: Estrutura das proteínas transportadoras ABC. O domínio intracelular NBD aparece 
com uma molécula de ATP ligada. A proteína BCRP1, codificada pelo gene ABCG2, está 
representada em C com sua estrutura de homodímero. Adaptado de GOTTESMAN et al., 
2001. 
 

 

            1.2.2 Reparação dos Danos no DNA 
 

A remoção das lesões no DNA antes destas tornarem-se tóxicas pode reduzir 

a toxicidade dos antineoplásicos. Desta forma, a eficácia do tratamento do câncer 

pode ser modulada pelas vias de reparo do DNA (HELLEDAY et al., 2008). De um 

modo geral, pode-se dizer que a deficiência nos sistemas de reparo está associada 

a uma maior susceptibilidade aos antineoplásicos. Estes danos no DNA podem ser 

reparados por vias mecanisticamente distintas, conforme a natureza ou a extensão 
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da lesão. Considerando-se o mecanismo de ação, é possível destacar três principais 

vias de reparação de DNA: a reparação direta, a reparação de quebras duplas, que 

inclui o reparo por recombinação homóloga (HR do inglês – Homologous 

Recombination) e o reparo de junções não homólogas (NHEJ do inglês – Non 

Homologous End Joining) e a reparação por excisão, que inclui as vias de reparo por 

excisão de bases (BER do inglês – Base Excision Repair) e reparo por excisão de 

nucleotídeos (NER do inglês – Nucleotide Excision Repair). Ainda é possível que um 

dano persista no genoma, e, nesses casos, a maquinaria de replicação é capaz de 

utilizar o DNA lesionado como molde para uma nova fita, este mecanismo é 

conhecido como Síntese Translesão (TLS do inglês – Translesion Synthesis). 

Também pode ocorrer um erro de incorporação de bases no processo replicativo, o 

que ativa o mecanismo de correção de erros de emparelhamento, ou Mismatch 

Repair (MMR) (CHRISTMANN et al., 2003; IYAMA & WILSON, 2013; ERMOLAEVA 

MA et al., 2015). Por fim, pode-se citar também a via de Fanconi (do inglês - Fanconi 

Anemia Pathway), que atua em processos de sinalização e reparação de danos no 

DNA, especialmente danos do tipo pontes intercadeias no DNA (ICLs) (KIM & 

D’ANDREA, 2012;  BOGLIOLO et al., 2013; DEANS & WEST, 2013). Na figura 7 é 

possível visualizar um panorama das diferentes vias de reparo de DNA, bem como 

as lesões específicas que reconhecem.  
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Figura 7: Panorama geral das possíveis lesões formadas ao longo da dupla fita de DNA, 
vias de reparação de DNA responsáveis pela remoção dessas lesões com suas principais 
proteínas e tipos tumorais ou doenças em que estão mutadas. Fonte: LORD & ASHWORTH, 
2012. 
 

           1.2.2.1 Reparo Direto 
 

A reparação direta, ou reversão direta dos danos ao DNA, constitui-se de 

reações catalisadas por um único produto, sendo assim, é tido como o mecanismo 

mais simples de reparação. É considerado também um processo mais rápido se 

comparado aos que possuem múltiplas etapas bioquímicas, uma vez que se utiliza 

de enzimas simples que conseguem reparar as lesões sem que seja necessária a 

incisão da cadeia açúcar-fosfato do DNA ou a excisão de bases. Portanto, é 

relativamente mais preciso, devido ao seu elevado grau de especificidade, no 

entanto apresenta um limitado número de substratos (CHRISTMANN et al., 2003; 

IYAMA & WILSON, 2013). Existem três tipos de reparo direto, são eles: 1- reparo 

através da O6-metilguanina metiltransferase (MGMT), 2- reparo através de fotoliases 
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e 3- reparo através de ligases.  

A MGMT é uma enzima que reconhece lesões do tipo metilações de 

guaninas, como por exemplo a adição de um grupamento metil na posição 6 da 

guanina gerando a O6-metilguanina. Estas lesões são altamente mutagênicas, uma 

vez que com essa alteração de base a guanina passa a se parear com timina ao 

invés de citosina. Devido à sua atividade de alquiltransferase, a MGMT transfere 

esse grupamento metil para um aminoácido próprio, o que a torna inativa. Sendo 

assim, muitas vezes se diz que a MGMT atua com um mecanismo suicida 

(CHRISTMANN et al., 2003; SAFFI et al., 2003; IYAMA & WILSON, 2013).  

Quando há lesões do tipo dímeros de pirimidinas, como os anéis de 

ciclobutano (CPDs) ou 6,4-fotoprodutos, induzidas por radiação do tipo UVC é 

acionado um sistema de fotorestauração, isto é, as enzimas fotoliases (SAFFI et al., 

2003; LI J et al., 2010). São enzimas bem conhecidas presentes em bactérias, 

Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster, Xenopus laevis, mas não 

estão presentes em humanos. Nesse sistema de reparação, a fotoliase se liga ao 

dano no DNA induzido pela luz UV de uma forma independente de luz, no entanto, 

para que ocorra a reação de reparo dessa lesão a enzima precisa ser fotoativada, ou 

seja só é ativa na presença de luz. As fotoliases são capazes de reverter ambas as 

lesões CPDs e 6,4-fotoprodutos (CHRISTMANN et al., 2003; LI J et al., 2010). Nos 

humanos há outra via que responsável pela remoção desse tipo de lesão, a via 

NER, a qual repara através da remoção de nucleotídeos, que será melhor detalhada 

mais adiante.  

Por fim, há ainda a atuação das enzimas DNA ligases nos mecanismos de 

reparação direta. A enzima DNA Ligase I é capaz de religar as cadeias de DNA que 

sofreram uma quebra e apresentam em suas extremidades os grupamentos 3’-OH 

livres. Sendo assim, um grande número de quebras radio induzidas no DNA podem 

ser reparados rapidamente e com alta fidelidade (SAFFI et al., 2003). 

 

            1.2.2.2 Reparo por Erros de Emparelhamento 
 

Também conhecido como Mismatch Repair (MMR), é um sistema 

responsável pela remoção de bases mal pareadas, inserções ou deleções. Apesar 

da alta fidelidade do processo de replicação do DNA, algumas bases podem sofrer 
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um emparelhamento incorreto espontaneamente ou ainda por desaminação, 

oxidação, metilação e erros de replicação. Além disso, o MMR também está 

envolvido no reparo de bases mal pareadas devido à lesões quimicamente induzidas 

(CHRISTMANN et al., 2003; SAFFI et al., 2003; IYAMA & WILSON, 2013; BRIDGE 

et al., 2014). A fim de preservar a integridade do genoma, o MMR deve ocorrer 

exclusivamente na fita nova que está sendo sintetizada, portanto a discriminação 

entre esta e a fita molde é essencial. Em procariotos há uma identificação por parte 

da endonuclease inicial no processo através de metilações presentes na fita molde. 

Já em eucariotos foi proposto que a identificação da nova fita é através dos 

fragmentos de Okazaki, que não se encontram na fita molde (NICK MCELHINNY SA 

et al., 2010; IYAMA & WILSON, 2013).  

Pode-se dizer que se constitui um sistema de reparo simples, uma vez que 

acontece através de poucas etapas, as quais resumidamente são: reconhecimento 

da região de mal pareamento, discriminação entre a fita molde e a fita que está 

sendo sintetizada, onde foi inserida a base errada, excisão desta base e síntese da 

nova base correta (CHRISTMANN et al., 2003; SAFFI et al., 2003; IYAMA & 

WILSON, 2013; BRIDGE et al., 2014).  

 

            1.2.2.3 Reparo de Quebras Duplas (DSB`s) 
 

As DSB`s são as lesões mais perigosas que podem atingir o DNA celular, 

uma vez que se não reparadas, ou reparadas incorretamente, podem resultar em 

grandes alterações cromossômicas, como deleções, translocações e fusões 

cromossômicas. Estas alterações aumentam a instabilidade cromossômica e são 

características comuns em células tumorais. Essas quebras podem surgir através de 

processos celulares endógenos, como a ação de espécies reativas de oxigênio que 

são produzidas pelo metabolismo celular ou alguma eventual falha nos processos de 

replicação do DNA. No entanto, as DSB`s também podem surgir por ação de fontes 

exógenas à célula, como por exemplo a radiação ionizante ou a ação de diversos 

agentes quimioterápicos (IYAMA & WILSON, 2013). Existem duas principais vias de 

reparo responsáveis pela remoção desse tipo de lesão: a recombinação homóloga 

(HR) e a junção de extremidades não homólogas (NHEJ) (CHRISTMANN et al., 

2003; SAFFI et al., 2003; IYAMA & WILSON, 2013; LIU et al., 2014).  
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O reparo de quebras duplas pela via HR utiliza a cromátide irmã como molde, 

sendo conhecido assim como reparo livre de erros. De maneira geral, a presença de 

uma DSB no DNA ativa a proteína kinase ATM (do inglês - ataxia teleangiectasia-

mutated), a qual atua sinalizando para que toda a maquinaria de resposta à dano 

entre em ação. Esta via envolve a participação de diferentes proteínas, como 

BRCA1 e BRCA2, que são clássicas marcadoras para câncer de mama quando 

mutadas, RAD50, MRE11 e NBS1, que juntas formam o complexo MRN, importante 

na estabilização das extremidades da fita de DNA que circundam a lesão e na sua 

excisão, bem como proteínas da Via de Fanconi, que também são recrutadas após a 

fosforilação da proteína FANCD2 quando a lesão inicial for do tipo ICL. A fita de 

DNA danificada realiza uma invasão da região de cadeia dupla homóloga e intacta 

do DNA, sobre a qual é ressintetizada a porção que foi excisada. Devido a essa 

necessidade da fita homóloga, a HR ocorre apenas nas fases S e G2 do ciclo 

celular, onde já ocorreu a duplicação do material genético (CHRISTMANN et al., 

2003; SAFFI et al., 2003; CERBINSKAITE et al., 2012; IYAMA & WILSON, 2013; LIU 

et al., 2014). 

Já a via NHEJ remove as DSB`s do genoma simplesmente juntando as 

terminações do DNA, sem necessidade de homologia entre sequências o que 

propicia a atuação das proteínas desta via a atuarem na fase G1 do ciclo celular. 

Esta também é a fase onde a maior parte das células se encontram, ou seja, o 

reparo via NHEJ acaba sendo o mais predominante dentre as opções de reparo de 

quebras duplas. Neste mecanismo não há a garantia de que ocorra uma restauração 

da sequência onde ocorreu a quebra, por isso diz-se que, ao contrário da HR, é um 

sistema sujeito à erros. Em síntese, logo após a indução da via NHEJ o 

heterodímero Ku70/80 se liga no DNA e recruta a subunidade catalítica da proteína 

kinase dependente de DNA (DNA-PKc), a qual desencadeia uma extensa cascata 

de sinalização que orquestra processos de reparação a jusante na via 

(CHRISTMANN et al., 2003; SAFFI et al., 2003; CERBINSKAITE et al., 2012; IYAMA 

& WILSON, 2013; LIU et al., 2014).  
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           1.2.2.4 Síntese Translesão 
 

Durante o processo de replicação do DNA, a DNA polimerase replicativa pode 

se deparar com alguma lesão na fita molde, a qual se não contornada de forma 

eficaz poderia levar a forquilha de replicação a um colapso. Para que isto não 

aconteça, as células possuem um mecanismo de reparo chamado síntese 

translesão (TLS). Trata-se de um processo relativamente simples, onde um grupo 

especial de polimerases, geralmente as da família Y e B, é capaz de contornar esta 

lesão, fazendo o chamado “bypass”. Na TLS não ocorre a remoção ou reparo da 

lesão, mas sim apenas um desvio para que o processo de replicação possa ser 

concluído com sucesso (SAFFI et al., 2003; SALE et al., 2012).  

Em contraste com as polimerases replicativas, que sintetizam DNA com alto 

grau de precisão e são bloqueadas por lesões que distorcem significativamente a 

sua geometria, as polimerases da TLS são capazes de sintetizar através destas 

lesões. Isto porque possuem sítios ativos mais abertos, que permitem acomodar 

esta lesão, no entanto, apresentam uma taxa de erro muito maior do que as 

polimerases replicativas. Ao se depararem com a lesão na fita molde de DNA, as 

polimerases replicativas param e ocorre então uma rápida troca por uma polimerase 

TLS, que apesar de não ser tão fiel é capaz de ultrapassar essa lesão e continuar 

com a síntese da nova fita, sendo que logo em seguida a troca é desfeita para que a 

polimerase replicativa possa voltar ao seu papel (SAFFI et al., 2003; SALE et al., 

2012).   

 

            1.2.2.5 Via de Fanconi 
 

A anemia de Fanconi é uma desordem de instabilidade cromossomal 

caracterizada por múltiplas anormalidades congênitas, falha progressiva da medula 

óssea e elevada predisposição ao câncer. É causada por mutações germinativas em 

genes que cooperam na via de reparo de DNA responsável pela remoção de ICL`s 

que são lesões fatais por bloquearem a replicação e transcrição do DNA. A 

formação de ICL`s é o resultado de uma gama de quimioterápicos, dentre eles 

cisplatina, mostarda nitrogenada e mitomicina C. Em decorrência da alta incidência 

de câncer nos pacientes com anemia de Fanconi, se percebeu a elevada 



 

34 

sensibilidade que estes apresentavam aos tratamentos indutores de ICL`s. Sendo 

assim, foi caracterizada a via de Fanconi como a responsável pela remoção deste 

tipo de lesão (SU & HUANG, 2011; KIM & D’ANDREA, 2012; DEANS & WEST, 

2013).    

Existem pelo menos 15 produtos de genes que constituem esta via de reparo 

responsável pela remoção das ICL`s durante a replicação. Mais especificamente, 

oito proteínas (FANCA, B, C, E, F, G, L, M) formam um complexo ubiquitina E3 

ligase denominado de núcleo de Fanconi. Este complexo, iniciado pela FANCM, 

ativa o complexo heterodimérico FANCD2-FANCI através de uma 

monoubiquitinação, sendo que esta é a etapa principal da via e ocorre na fase S do 

ciclo celular. Desencadeia-se então uma cascata de eventos a fim da remoção do 

crosslink presente no DNA, e, para isso, há o envolvimento de proteínas que estão 

presentes em outras vias de reparo, como o complexo XPF-ERCC1 que tem função 

de endonuclease na via NER e atua aqui com o mesmo propósito, clivando uma das 

fitas de DNA para remover uma porção da ponte intercadeia. O resultado desta 

primeira clivagem é a formação de uma DSB no DNA, sendo assim há também o 

envolvimento da via HR para a reparação deste dano gerado no processamento das 

ICL`s (SU & HUANG, 2011; KIM & D’ANDREA, 2012; DEANS & WEST, 2013). A 

remoção de ICL envolve a integração entre diferentes vias ou proteínas de 

diferentes vias.  

 

            1.2.2.6 Reparo por Excisão de Bases 
 

O Reparo por Excisão de Bases (BER) reconhece e repara lesões que 

modificam bases, bem como sítios abásicos e quebras simples no DNA. A maioria, 

porém não todas, as lesões reparadas pela via BER são lesões oxidativas, produtos 

de ataques de espécies reativas de oxigênio, as quais muitas vezes apresentam-se 

em uma taxa de formação muito elevada mesmo na ausência de agentes exógenos, 

o que indica que o próprio metabolismo celular é capaz de gerar a maioria dessas 

lesões oxidativas no DNA nuclear (Maynard et al, 2009). Dentre os agentes 

exógenos que podem formar lesões reparadas pelo BER estão a radiação ionizante 

e os agentes alquilantes, classe na qual alguns quimioterápicos estão incluídos. 

Uma das principais lesões oxidativas removidas pela via BER é a 8-oxoguanina, 
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uma lesão extremamente mutagênica devido a sua alteração na base da guanina 

que leva a um pareamento errôneo com a adenina (CHRISTMANN et al., 2003; 

SAFFI et al., 2003; IYAMA & WILSON, 2013).  

Em comparação à outras vias de reparo de DNA, pode-se dizer que é um 

processo multienzimático de reparação relativamente simples. Inicialmente ocorre o 

reconhecimento e remoção da base danificada por uma classe de enzimas 

conhecidas como DNA glicosilases, as quais clivam a ligação glicosídica entre a 

base e o açúcar da estrutura do nucleotídeo, gerando assim um sítio abásico 

também conhecido como sítio AP (apurínico ou apirimidínico). Estes sítios AP são 

substratos para uma nova classe de enzimas, as AP endonucleases, que clivam a 

cadeia de DNA neste local do sítio abásico deixando a fita não danificada livre para 

servir como molde para que uma DNA polimerase, frequentemente a Polβ, possa 

inserir os novos nucleotídeos ressintetizando a porção que foi removida com a lesão. 

Por fim, uma enzima DNA ligase termina o processo ligando a nova porção 

sintetizada à porção da fita de DNA remanescente (CHRISTMANN et al., 2003; 

MAYNARD et al., 2009; IYAMA & WILSON, 2013; SYKORA et al., 2013).   

 

            1.2.2.7 Reparo por Excisão de Nucleotídeos 
 

Dentre as vias de reparação do DNA, o Reparo por Excisão de Nucleotídeos 

(NER) é uma das mais versáteis, estando envolvido na remoção de lesões que 

levam a distorções estruturais importantes na cadeia do DNA, como os já 

mencionados 6,4-fotoprodutos e CPDs, reparados pela reparação direta em 

organismos inferiores. É um sistema bastante conservado nos organismos 

eucarióticos, desde a levedura S. cerevisiae até células de mamíferos. Em humanos, 

as deficiências neste processo originam as doenças hereditárias Xeroderma 

pigmentosum (XP), Síndrome de Cockayne (CS do inglês - Cockayne’s Syndrome) e 

Tricotiodistrofia (TTD do inglês - Trichothiodystrophy). Pacientes que sofrem de 

alguma dessas doenças autossômicas recessivas são sensíveis à luz solar, sendo 

que os portadores de XP, do grupo de complementação XPA à XPG, são deficientes 

na etapa de excisão de danos induzidos por raios ultravioleta e por outros agentes 

genotóxicos, apresentando uma elevada sensibilidade a esses agentes e uma forte 

predisposição ao câncer de pele (SARASIN & STARY, 2007; SHUCK et al., 2008; 
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WOOD, 2010; DIJK et al., 2014; MARTEIJN et al., 2014; MENCK & MUNFORD, 

2014).  

Em termos de reconhecimento das lesões, o NER pode ser dividido em duas 

sub-vias de reparação: a reparação global do genoma (GGR do inglês - Global 

Genome Repair), que ocorre em todas as regiões do genoma, independente da 

transcrição, e a reparação acoplada à transcrição (TCR do inglês - Transcription 

Coupled Repair), que ocorre apenas nas regiões transcritas de genes ativos. Ambas 

as sub-vias diferem apenas na etapa de reconhecimento da lesão do DNA, e 

convergem então para uma via em comum de incisão/excisão e correção dos danos 

gerados e subsequente ligação da fita de DNA (SARASIN & STARY, 2007; SHUCK 

et al., 2008; WOOD, 2010; KAMILERI et al., 2012; DIJK et al., 2014; MARTEIJN et 

al., 2014; MENCK & MUNFORD, 2014). Nessas etapas, encontram-se diversas 

proteínas ou complexos de proteínas que desempenham diferentes papéis, desde o 

reconhecimento da lesão até o seu reparo, conforme pode ser visualizado na figura 

8.	
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 8: Sequência de eventos que acontecem na via NER, onde em 1a e 1b estão 
representadas as diferentes vias de reconhecimento da lesão (GGR e TCR, 
respectivamente), que convergem para a via central a partir de 2 dando continuidade para a 
sequência de eventos para remoção da porção de nucleotídeos contendo a lesão e síntese 
da porção excisada. Fonte: MENCK & MUNFORD, 2014.  
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No reconhecimento via TCR, ocorre uma parada da RNA polimerase no 

processo de transcrição ao encontrar uma porção do DNA com uma grande 

distorção em decorrência de algum agente exógeno que ocasionou a lesão. Pode-se 

ressaltar como principais as proteínas CSA e CSB, que são recrutadas para o local 

de parada da RNA polimerase, e em seguida sinalizam para o recrutamento de uma 

série de proteínas e fatores que ajudam a estabilizar a porção da lesão para o 

posterior processo de incisão e excisão. Já no reconhecimento via GGR, não há um 

processo transcricional ocorrendo naquelas porções do DNA que sofreram a lesão; 

aqui uma proteína importante chamada UVDDB é recrutada para a fita que sofreu a 

distorção com a lesão, em seguida há o recrutamento da proteína XPC na fita 

oposta, a fim de estabilizá-la, com a ajuda de outros fatores, para os processos 

posteriores (SARASIN & STARY, 2007; SHUCK et al., 2008; WOOD, 2010; 

KAMILERI et al., 2012; MARTEIJN et al., 2014; MENCK & MUNFORD, 2014).  

A etapa comum a todo o processo do NER, que ocorre após o 

reconhecimento da lesão, se inicia com a atuação de proteínas com função de 

helicase, como por exemplo a XPB e a XPD, que atuam abrindo a dupla hélice do 

DNA para facilitar a remoção da porção lesionada. Logo após esta etapa há a 

atuação do complexo RPA, composto por proteínas que estabilizam as porções de 

simples fita do DNA (SSBs do inglês – single strand binding proteins), bem como da 

proteína XPA, que possui um papel único e fundamental na via NER já que é 

responsável pelo reconhecimento de qual é o tipo de lesão em questão, uma vez 

que nas sub-vias anteriores apenas há o reconhecimento da lesão. Inicia-se então o 

processo de incisão a algumas bases de distância da lesão, realizado pelas 

endonucleases XPF-ERCC1, que faz a incisão na porção 5` da lesão, e XPG, que 

faz a incisão na porção 3` da lesão . Em seguida ocorre então a excisão de um 

fragmento de 24 a 32 nucleotídeos contendo a lesão. Esta porção que foi excisada é 

ressintetizada por uma DNA polimerase, frequentemente a Polδ, que utiliza a fita 

não lesionada como molde. Por fim, uma DNA ligase é responsável pela ultima 

ligação fosfodiéster que une o novo fragmento sintetizado à porção da fita 

remanescente (SARASIN & STARY, 2007; SHUCK et al., 2008; WOOD, 2010; 

KAMILERI et al., 2012; MARTEIJN et al., 2014; MENCK & MUNFORD, 2014).  

Já existe uma importância clínica verificada quanto ao direcionamento das 

terapias quimioterápicas para os tipos celulares. MCGURK et al., 2006 verificaram 
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que em linhagens celulares de câncer de testículo há expressão reduzida de 

algumas proteínas do NER, como ERCC1, XPF e XPA, quando comparada a outras 

linhagens celulares mais resistentes à cisplatina por exemplo, que é o 

quimioterápico de escolha para o tratamento deste tipo de câncer (MCGURK et al., 

2006). Mais recentemente, QIU et al., 2014 mostraram que a expressão de proteínas 

do NER, como XPF e XPC, pode ser um potencial fator preditivo para câncer de 

bexiga. Através da análise de expressão gênica dos tecidos tumorais de pacientes 

com câncer de bexiga por qPCR (do inglês – quantitative polymerase chain 

reaction), o estudo mostrou que a expressão dos genes que codificam para XPF e 

XPC estava reduzida/atenuada nos tumores com episódio de recorrência em 

comparação à tumores não recorrentes. Além de que o hábito de fumar, conhecido 

por induzir ou agravar o câncer de bexiga, não seria um fator único na recorrência 

deste tumor, porém atuaria concomitantemente com essa diferença de expressão de 

XPF e XPC, agravando o seu desfecho (QIU et al., 2014). KANG et al., 2013 

estudaram um polimorfismo em XPC (Lys939Gln) e constataram que pode ser 

correlacionado com o desfecho clinico de câncer epitelial de ovário, sugerindo que 

possa servir como um biomarcador para um quimioterapia personalizada dos 

agentes platinados, utilizados no tratamento deste tumor (KANG et al., 2013).  

Existem também, em níveis de pesquisa básica, indicativos de que proteínas 

do NER (XPA, XPB, XPC, XPD e XPG) estejam envolvidas na resposta às drogas 

inibidoras da topoII (DESPRAS  et al., 2007; SPENCER et al., 2008; CARVALHO et 

al., 2010; SAFFI et al., 2010; MORAES et al., 2012). Linhagens celulares com 

mutações em XPD são mais sensíveis à DOX do que linhagens selvagens, enquanto 

a complementação das linhagens mutantes com o gene XPD leva a uma diminuição 

nesta sensibilidade, sendo indicativo de que a helicase XPD esteja envolvida no 

reparo das lesões induzidas pela DOX (SAFFI et al., 2010). Resultados mais 

recentes do nosso grupo têm demonstrado também um envolvimento da via NER 

em resposta aos danos gerados pela MXT, análogo da DOX.  

Estes estudos, a nível básico ou clínico, mostram que a avaliação destes 

polimorfismos ou alterações genéticas em genes de reparo de DNA nos pacientes 

com câncer pode ser útil na identificação das maiores chances individuais de cada 

paciente em desenvolver resistência aos quimioterápicos de escolha. Considerando 

os dados já encontrados pelo grupo e por outros pesquisadores, este trabalho busca 

uma melhor compreensão dos mecanismos de resistência tumoral à antraciclinas e 
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inibidores de Topoisomerase II, tendo como hipótese que esta resistência está, em 

grande parte, relacionada com o aumento nos processos de reparação do DNA, 

especialmente a uma modulação das proteínas da via NER. 	
  

	
  
	
  
           1.3 Linhagens Celulares utilizadas no Estudo 
 

No presente estudo foram utilizadas duas linhagens celulares de leucemia 

promielocítica aguda, adquiridas da ATCC (do inglês – American Type Culture 

Collection), com denominação de HL-60 e sua versão resistente à MXT, HL-60/MX2. 

Em 1989, HARKER et al., 1989 desenvolveram a linhagem resistente HL-60/MX2 a 

partir de subcultivos da linhagem HL-60 exposta à concentrações crescentes de 

MXT. O cultivo das células consistia em 3 dias de exposição à MXT, seguidos por 

um período de 3 a 7 dias de crescimento em meio livre de droga. Após 21 

passagens com este mesmo esquema de tratamento e em concentrações 

crescentes de MXT, os autores observaram uma população emergente de células 

capazes de se propagar continuamente em uma concentração de MXT de 

0,02µg/mL. Estas células foram cultivadas por mais 20 passagens em meio 

contendo 0,02µg/mL de MXT, e, ao final da última passagem, foram mantidas por 7 

dias em meio livre de droga e testadas para sensibilidade à MXT. Essas células 

foram denominadas de HL-60/MX1. As células HL-60/MX1 continuaram a ser 

expostas à concentrações crescentes de MXT, até que emergiu uma população 

capaz de sobreviver em meio contendo 0,1µg/mL de MXT. Após 6 meses de cultivo 

com essa concentração de MXT as células foram clonadas por diluições seriadas e 

as colônias individuais foram propagadas e testadas para sensibilidade à MXT. Um 

desses subclones foi denominado HL-60/MX2, e, segundo os autores, foi 

subsequentemente cultivado na presença de MXT por mais de 18 meses e 

apresentava de 30 a 35 vezes mais resistência do que a linhagem inicial, dando 

origem então à linhagem resistente HL-60/MX2 utilizada neste trabalho (HARKER et 

al., 1989).   

No mesmo trabalho ainda, a fim de identificar os possíveis mecanismos que 

conferiam resistência à linhagem, os autores testaram as células HL-60/MX2 para 

sua capacidade de reter MXT, a qual se demonstrou inalterada. Além disso, não 

encontraram evidências de alteração no metabolismo da droga dentro das células. 
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Quando analisaram a expressão de proteínas de membrana que funcionam como 

bombas de efluxo, como a glicoproteína-P, pela técnica de immunoblotting 

demonstraram não haver uma superexpressão, o que sugere que este também não 

seria o mecanismo responsável por conferir resistência às células (HARKER et al., 

1989).   

Após alguns anos, o mesmo grupo publicou um trabalho onde foi investigada 

a contribuição da alteração na atividade e expressão da enzima TopoII (isoformas α 

e β) na linhagem resistente, já que esta é a enzima alvo da MXT. Foi demonstrado 

que havia uma diferença de 2 vezes na atividade catalítica da enzima na linhagem 

resistente em relação à linhagem sensível, o que mesmo os autores acharam difícil 

de explicar a alta taxa de resistência, de 30 a 35 vezes (HARKER et al., 1995).  

Em 2011, MIKUSOVÁ et al., 2011, investigaram e demonstraram, através de 

immunoblotting, que após um tratamento com MXT por 2 horas a linhagem 

resistente HL060/MX2 apresentava maior quantidade de DNA-PK, Rad50 e Nbs1, 

proteínas envolvidas na via NHEJ de reparo de DNA, envolvida na remoção de 

quebras duplas na fita (MIKUSOVÁ et al., 2011).  
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2. OBJETIVOS 	
  
	
  
	
  

           2.1 Objetivo Geral 
 

Avaliar a influência de mecanismos de resposta a danos no DNA na 

resistência tumoral à Mitoxantrona em linhagens celulares de leucemia.  

  

           2.2 Objetivos Específicos  
 

• Avaliar a sensibilidade das linhagens celulares HL-60 e HL-60/MX2 ao 

tratamento com MXT, utilizando o Etoposideo (ETO) como referência por 

possuir como mecanismo de ação exclusivamente a inibição de 

topoisomerase II ; 

 

• Analisar o perfil de ciclo celular e a fosforilação da histona H2AX nas duas 

linhagens, após os tratamentos com MXT e ETO; 

 

• Analisar o nível de expressão gênica nas duas linhagens de genes 

relacionados à via NER e ao transporte de drogas através da membrana. 	
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Os resultados obtidos durante o mestrado foram agrupados e serão 

apresentados na forma de um manuscrito intitulado “Influence of DNA Damage 

Response Mechanisms in Leukemia Cells Resistant to the Antineoplastic 

Mitoxantrone” a ser submetido à revista Molecular Cancer Research. Para facilitar a 

leitura, as figuras estão inseridas ao longo do texto. 	
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Abstract 
 
 
Chemotherapy is one of the main cancer treatment strategies; however, tumors can show 

resistance, which makes the treatment partial or totally inefficient. Among the mechanisms 

that may be related to the resistant profile, the most studied is increased drug efflux through 

ABC  transporter permeases. On the other hand, altered DNA repair pathways may contribute 

to cancer resistance, since the lesions are removed before they become toxic to cells, which 

reduces chemotherapy effectiveness. Among DNA repair pathways, Nucleotide Excision 

Repair (NER) is one of the most versatile, and there are studies showing its involvement in 

removal of anthracyclines-induced lesions. Thus, our aim was to evaluate the contribution of 

DNA damage response mechanisms, focusing on NER, to the resistance to Mitoxantrone 

(MXT), an anthracycline analog, using the mitoxantrone-resistant leukemia cell line HL-

60/MX2 as a model.  After treatment with MXT and Etoposide (ETO), a topoisomerase II 

inhibitor, cell survival was assessed by trypan blue exclusion method; cell cycle profile and 

H2AX histone phosphorylation (γH2AX) were evaluated by flow cytometry; and gene 

expression levels of NER and efflux proteins were determined by RT-qPCR. Results indicate 

a different response between the resistant HL-60/MX2 and the sensitive HL-60 cells, as 

observed in the survival assay, cell cycle, and H2AX phosphorylation profile. Furthermore, in 

the resistant cells, RT-qPCR analysis showed an increase in the expression of NER genes, 

with ERCC1 expression increased before treatments, and XPA after the treatments. Therefore, 

our results indicate the contribution of NER machinery in the resistance of leukemia cells to 

Mitoxantrone. 
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Introduction 
 

 
Chemotherapy is one of the main treatments in cancer therapy; however, drug 

resistance can limit its effectiveness. There are two ways resistance to chemotherapeutics can 

occur: tumors may be intrinsically drug-resistant, which means they already present this 

profile before  chemotherapy, or cancer cells can develop this characteristic through mutations 

arising during the treatment or other adaptive responses, in a process called acquired 

resistance (1,2). After developing resistance to a single drug, cells may present cross-

resistance to other drugs which not necessarily have similar structures and mechanisms of 

action – a phenomenon known as multidrug resistance (MDR). This might explain why 

treatment regimens that combine multiple agents with different targets are not more effective 

(3–5). 

Some key characteristics in mediating MDR are increased drug efflux, drug 

inactivation, alterations in drug targets, increased DNA damage repair, and deregulation of 

apoptosis (1–3,6). Of these, the most widely studied is the increased drug efflux, which is 

mediated by membrane proteins, such as ABC transporters, that act as efflux bombs, 

preventing the drug from acting inside the cells. In addition, increased DNA damage repair 

also stands out as an important subject of study, since most cytotoxic chemotherapeutic drugs 

target DNA (1,6).   

Removal of DNA lesions before they become toxic might reduce the toxicity of 

anticancer drugs, contributing to the resistance response, meaning that the effectiveness of 

cancer treatments can be modulated by DNA repair pathways (7). Among all DNA repair 

pathways, Nucleotide Excision Repair (NER) is the most versatile, and is involved in the 

removal of lesions that lead to significant structural distortions in DNA chains. These lesions 
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include pyrimidine dimers and 6-4 photoproducts, adducts generated from photoactivated 

psoralens, cisplatine-purines, alkylating agents, adducts formed by polycyclic carcinogens, 

such as acetylamino-fluorene, and interstrand crosslinks (7–9).  

There is evidence that NER proteins are involved in the response to drugs that inhibit 

Topoisomerase II (TopoII). Our group has shown that cells deficient in NER proteins are 

more sensitive to Doxorubicin (DOX) than the wild type (10–12). DOX is a TopoII inhibitor 

that is also able to induce adducts, interstrand DNA crosslinks, and reactive oxygen species 

(ROS). The same NER involvement has been observed for Mitoxantrone (MXT) (unpublished 

data), a structural analog of DOX that similarly inhibits TopoII and also generates other 

lesions (13–15).  

Considering these data, our study aimed to evaluate the contribution of DNA damage 

response, especially NER, to the resistance of a leukemia cell line to MXT (HL-60/MX2), in 

comparison with a nonresistant cell line (HL-60).  

 

 

Materials and Methods 

  
Cell culture  

The human promyelocytic leukemia cell line HL-60 and a Mitoxantrone-resistant 

variant (HL-60/MX2) were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC; 

Rockville, MD), Lot number: 59868827 and 58798164, respectively. The culture medium 

used throughout these experiments was RPMI-1640, supplemented with penicillin and 

streptomycin and 10% fetal bovine serum (FBS). Cells were routinely grown at 37oC in a 5% 

CO2 humidified atmosphere. 
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Cell survival assay 

 

Trypan blue exclusion assay was used to assess cell survival. HL-60 and HL-60/MX2 

cells were seeded into 12-well plates at a density of 105 cells per well, in complete medium. 

Soon after cells were treated with different concentrations of MXT and Etoposide (ETO) 

(both drugs were purchased from Sigma-Aldrich) for different times (24h, 48h, 72h, 96h). 

After each treatment, cells were centrifuged, washed with phosphate-buffered saline solution 

(PBS), and cell survival was determined by counting on a Neubauer chamber. Viable cells 

were identified based on their ability to exclude trypan blue dye, while non-viable ones keep 

the dye inside, showing a blue color.  

 

Flow cytometry analysis (FACS) 

 

After treatments with MXT and ETO, cells were centrifuged, washed with PBS and 

fixed with absolute ethanol for at least 24 h at –20oC. For cell cycle analysis, fixed cells were 

resuspended in a buffer containing 0.2 mg/mL RNAse and 50 µg/mL propidium iodide (PI) in 

PBS at room temperature for 30 min. Data were analyzed to determine the percentage of cells 

at each phase of the cell cycle (sub-G1, G1, S, G2 and >4N). For γH2AX analysis, ethanol-

fixed cells were incubated with Alexa Fluor 488 mouse anti-H2AX (pS139) at a dilution 

range from 1:50 to 1:100 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Data were collected 

with a FACScalibur flow cytometer (Becton Dickinson) and analyzed with Cell Quest 

software (Becton Dickinson). A total of 10,000 events were measured per sample in both 

tests. 

 

Quantitative RT-PCR (RT-qPCR) for gene expression analysis 
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To analyze mRNA levels of some genes of interest, both cell lines were treated with 

MXT and ETO for 2h. After treatment, cells were centrifuged, washed with PBS, and RNA 

was extracted using RNeasy® Mini Kit (Qiagen), according to the manufacturer’s 

instructions. RNA was eluted in 30 µl volumes and stored at -80°C. Before RNA 

amplification, denaturing agarose gel electrophoresis and A260/A280 measurement were used 

to estimate the integrity and purity of extracted RNA. To eliminate any remaining DNA, 

samples were treated with RNase-free DNase (Promega).  cDNA was generated by RT-PCR 

using 1.5µg of total RNA and oligo dT. qPCR was performed with Fast SYBR® Green 

Master Mix (Life Technologies), using StepOne Plus instrument (Applied Biosystems, Inc., 

Foster City, CA, USA) as follows: 50ºC for 2 minutes, 95ºC for 10 minutes, 40 cycles at 95ºC 

for 20 seconds and at 60ºC for 1 minute. A list of primers used on this study is presented in 

table 1. Data analysis was based on the ΔΔCt method. The Ct (cycle threshold) is defined as 

the number of cycles required for the fluorescent signal to cross the threshold. Therefore, Ct 

levels are inversely proportional to the amount of target nucleic acid in the sample, which 

means that the lower the Ct level, the greater the amount of target mRNA in the sample. ΔCt 

was generated after normalization with housekeeping genes (ACTB and GAPDH) and mRNA 

levels are presented as the logarithmic scale as 2-∆CT. ΔΔCt was calculated by the difference 

of ΔCt of a particular gene in both cell lines and presented as the logarithmic scale of relative 

fold change in expression 2-∆∆CT values, indicating how often the analyzed genes are more or 

less expressed in HL-60/MX2 compared to HL-60. 

 

Statistical analysis 
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 Results are presented as mean of 3 independent experiments with error bars showing 

the standard error (SE). Statistical analyses were performed using t-test and one-way ANOVA 

followed by Tukey’s test, using the Prism GraphPad software version 5.0. Values of p ≤ 0.05 

were used to determine significance in all statistical analyses. 

 

 

	
  

	
  

	
  

	
  



 

50 

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
Table	
  1.	
  Primer	
  sequences	
  used	
  in	
  RT-­‐qPCR.	
  	
  
	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Gene	
  	
   Description	
   Forward	
   Reverse	
  
ACTB	
   Encode	
  for	
  β-­‐actina.	
  	
   CACCATTGGCAATGAGCGGTTC	
   AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT	
  

	
  	
  	
  	
  	
  GAPDH	
   Encodes	
  the	
  enzyme	
  Glyceraldehyde	
  3-­‐phosphate	
  dehydrogenase.	
  	
   GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG	
   ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA	
  
ABCB1	
   Multidrug	
  resistance	
  protein	
  1	
  (MDR1),	
  also	
  known	
  as	
  P-­‐glycoprotein	
  1.	
   GCTGTCAAGGAAGCCAATGCCT	
   TGCAATGGCGATCCTCTGCTTC	
  	
  
ABCC1	
   Multidrug	
  resistance-­‐associated	
  protein	
  1	
  (MRP1).	
   CCGTGTACTCCAACGCTGACAT	
   ATGCTGTGCGTGACCAAGATCC	
  
TOP2A	
   Encodes	
  the	
  enzyme	
  Topoisomerase	
  IIα,	
  involved	
  in	
  DNA	
  transcription	
  and	
  replication.	
  	
   GTGGCAAGGATTCTGCTAGTCC	
   ACCATTCAGGCTCAACACGCTG	
  
ERCC2	
   Encodes	
  XPD	
  protein,	
  a	
  helicase	
  involved	
  in	
  NER.	
   TCACCGACCTTGCTGACTTCTC	
   GTTCTGTCGTCAAAGGGCTCGA	
  
ERCC8	
   Encodes	
  for	
  CSA	
  protein,	
  involved	
  in	
  lesion	
  recognition	
  at	
  TC-­‐NER.	
   GCAGTTTCCTGGTCTCCACGTT	
   CAAACATCCTGATGCTCTTCTCAC	
  
ERCC6	
   Encodes	
  for	
  CSB	
  protein,	
  involved	
  in	
  lesion	
  recognition	
  at	
  TC-­‐NER.	
   CGTTGCCTGTGTTTATGGAGCAG	
   CTGACTTCATTCTCCGCAGTAGG	
  
ERCC1	
   Encodes	
  for	
  an	
  endonuclease	
  involved	
  mainly	
  in	
  NER.	
   GCTGGCTAAGATGTGTATCCTGG	
   ATCAGGAGGTCCGCTGGTTTCT	
  
XPC	
   Encodes	
  for	
  XPC	
  protein,	
  involved	
  in	
  lesion	
  recognition	
  at	
  GG-­‐NER.	
   TTGTCGTGGAGAAGCGGTCTAC	
   CTTCTCCAAGCCTCACCACTCT	
  
XPA	
   Xeroderma	
  pigmentosum,	
  complementation	
  group	
  A	
   GAAGTCCGACAGGAAAACCGAG	
   GATGAACAATCGTCTCCCTTTTCC	
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Results 
 

HL-60/MX2 is resistant to TopoII inhibitors  

  

 In order to confirm the MXT-resistant profile of HL-60/MX2, we performed a 

trypan blue exclusion assay to determine the differences in viability between the two cell 

lines. Fig. 1A shows that HL-60/MX2 is significantly more resistant to MXT than HL-60 

in high doses after a treatment of 24h. When exposed to longer treatments of 48h, 72h and 

96h, this difference increases and appears also in the low doses (fig. 1B, C, D). After 72h 

and 96h of treatment, the difference between the cells is reduced when compared to 48h 

exposure, once HL-60/MX2 has its viability reduced in all doses (Fig. 1C,D). Cells were 

also treated with ETO, a drug that acts exclusively inhibiting TopoII (16), so we could 

compare the differences in toxicity between both treatments. It is shown in Fig. 2 that ETO 

is less cytotoxic than MXT, since after 24h of treatment there is no difference between the 

two cell lines. Statistically significant differences start to appear after 48h of treatment, in 

low and high doses. HL-60/MX2 shows resistance not only to MXT but also to ETO; 

however, this is not surprising, considering that the cross-resistance mechanism is very 

common in MDR. Moreover, it seems to be more resistant to ETO than to MXT, 

considering their differences in action mechanisms, since ETO has only the ability to 

inhibit TopoII, what makes it less cytotoxic.  

After that, the resistance factor (RF) of HL-60/MX2 for each treatment was 

calculated by the following formula:  IC50 HL-60/MX2 / IC50 HL-60. Results are shown 

in table 2. In MXT treatment the maximum RF was 35, achieved at 48h, and indicates that 

HL-60/MX2 is 35-fold more resistant than HL-60. This was the same RF found by Harker 
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et al, 1989 (17) when HL-60/MX2 was created. In longer treatment times, the resistant cell 

line has its viability reduced to less than 50%, which contributes for the RF reduction. On 

the other hand, in ETO treatment, RF was time-dependent, but did not achieve the same 

level of MXT.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	
  

 
Figure 1. Sensitivities of HL-60 and HL-60/MX2 cells to MXT. Cells were exposed to 
MXT for 24h (A), 48h (B), 72h (C) and 96h (D) and cell survival was assessed by trypan 
blue exclusion assay right after the treatment. Results are expressed as percentage of 
control growth for each data point and represent the mean (±standard error) of three 
independent experiments. Cell survival was compared between the two cell lines by t-test 
(* p<0.05 ; **/*** p<0.001). 
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Figure 2. Sensitivities of HL-60 and HL-60/MX2 cells to ETO. Cells were exposed to 
ETO for 24h (A), 48h (B), 72h (C) and 96h (D) and cell survival was assessed by Trypan 
Blue exclusion assay right after the treatment. Results are expressed as percentage of 
control growth for each data point and represent the mean (±standard error) of three 
independent experiments. Cell survival was compared between the two cell lines by t-test 
(* p<0.05 ; **/*** p<0.001). 
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Table 2. Resistance factor (RF) of HL-60/MX2 to MXT and ETO in all treatment times. 
RF was calculated as the ratio of IC50 HL-60/MX2 / IC50 HL-60. 

Mitoxantrone (MXT)  Etoposide (ETO)	
  

Time  RF  Time RF	
  

24h 3  24h 1	
  

48h 35  48h 2	
  

72h 4  72h 5	
  

96h 1  96h 7	
  

 

 

Cell cycle distribution is different in HL60 and HL60/MX2 

 

For a better understanding of cellular mechanisms that differ between the two cell 

lines, their cell cycle profile was analyzed after 24h, 48h and 72h of treatment with MXT 

and ETO. Fig. 3 shows that, after low doses of MXT (0.05µM) and ETO (0.5µM), HL-

60/MX2 shows a normal cell cycle profile, with the majority of cells in G1 phase. HL-60 

has an accumulation in G2 phase; however, after 48h these cells start to present a high 

Sub-G1 population, an indicative of cell death, which is in agreement with the cell survival 

results (Figs 1 and 2). When treated with high doses of MXT and ETO (up to 0.2 µM and 

2.5 µM, respectively), HL-60/MX2 shows an accumulation in G2 phase in all times, which 

was not observed for low doses. Moreover, HL-60 cells show an increasing Sub-G1 

population from 24h to 72h,, which is also in accordance with the viability assay. Besides 

the differences between treatment times, the cell cycle profile seems to be time-

independent and dose-dependent in HL-60/MX2 cells.  
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Figure 3. Cell cycle analysis after MXT and ETO treatment. HL-60 and HL-60/MX2 were 
treated with indicated doses of MXT and ETO and analyzed for cell cycle distribution after 
24 (A), 48 (B) and 72 (C) hours.  Each value represents the mean (±standard error) of three 
independent experiments. Cell cycle phases were compared between the two cell lines by 
One-way ANOVA and Tukey`s multiple comparison post-test (*p<0.05; **/***p<0.001). 
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differences in the initial mechanisms of DNA damage response (DDR) between the two 

cell lines that could explain the resistant profile of HL-60/MX2, and try to understand 

exactly when this cell line starts to signal for DDR machinery. Fig. 4 shows the H2AX 

phosphorylation profile in both cell lines with or without the treatments with MXT and 

ETO.  

There are differences in γH2AX formation between the two cell lines. After 1h of 

treatment, neither MXT nor ETO induced H2AX phosphorylation in both cell lines. The 

differences appear after 2h of treatment, when HL-60 presents significantly elevated levels 

of H2AX phosphorylation when treated with MXT and ETO. HL-60/MX2, in turn, does 

not change its H2AX phosphorylation, indicating that the resistant cell line does not 

activate a DDR response at short-time treatments, either at low or high drug 

concentrations. After 6h of treatment, HL-60/MX2 does not present any γH2AX formation, 

while HL-60 shows an increase, indicating that there is still lesion induction in these cells 

and, according to the trypan blue assay, at this point these cells have not died yet.. When 

assessed for H2AX phosphorylation after 72h of treatment, HL-60/MX2 seems to have a 

slight increase after high doses of MXT and ETO in comparison to the control, meanwhile 

HL-60 shows high levels of γH2AX in both MXT treatments and at the highest dose of 

ETO. However, in comparison to the 6h point, there is a decrease in γH2AX levels in HL-

60 after the highest dose of MXT (0.2 µM) and the lowest dose of ETO (0.5 µM). 
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Figure 4. H2AX phosphorylation after MXT and ETO treatments. Cells were analyzed for 
γH2AX formation by flow cytometer after 1h (A), 2h (B), 6h (C) and 72h (D) of treatment 
with indicated doses of MXT and ETO. Graphics of 1h, 6h and 72h represent a single 
analysis; in graphic B, 2h, each value represents the mean (± standard error) of three 
independent experiments. % γH2AX formation in the treatments was compared to the 
Negative Control by One-way ANOVA and Tukey’s multiple comparision post-test 
(**/***p<0.001).  
 
 
XPA is involved in HL-60/MX2 resistance to TopoII inhibitors 

 

To better understand the resistance profile of HL-60/MX2, we analyzed mRNA 
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NER proteins. RNA was extracted after 2h of treatment with MXT 0.05µM and ETO 

0.5µM.  

Analysis of ABC genes ABCB1 (P-glycoprotein) and ABCC1 (MRP1 protein) in 

negative control (without treatment) showed that both cell lines have very low mRNA 

levels for these genes, and there is no difference in their expression between the two cell 

lines. After MXT and ETO treatments, there were no significant changes in expression. 

The same was observed for the expression of TOP2A gene and most of NER genes. 

However, as observed in Fig. 5A-C, ERCC2 was significantly more expressed in HL-60 

cells before the treatments, but this difference is reduced after MXT and ETO exposure. 

Despite not statistically significant, ERCC1 seems to be overexpressed in HL-60/MX2 

since negative control, which indicates that this gene is already more expressed in the 

resistant cells regardless of DNA damage. Furthermore, this difference increases after ETO 

treatment. Interestingly, XPA levels are higher in HL-60 than in HL-60/MX2 in the 

absence of drugs, but after treatment occurs the opposite, with high mRNA levels for XPA 

in HL-60/MX2.  In Fig. 5D, the fold change graphic indicates the extent to which a given 

gene is more expressed in HL-60/MX2 than in HL-60; it shows that XPA is the only 

analyzed gene with statistically significant differences between expression in HL-60/MX2 

in comparison to HL-60, notably after ETO treatment.  
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Figure 5. mRNA analysis of genes of interest after MXT and ETO 2h exposure. RT-qPCR 
was performed to analyze the expression of indicated genes. A, B and C show mRNA 
levels for each gene in both cell lines. In D values are shown as the logarithmic scale of 
relative fold change in expression (RQ) 2-∆∆CT between HL-60/MX2 and HL-60. Each 
value represents the mean (±standard error) of three independent experiments. The 
statistical significance of mRNA levels comparison was determined by t-test between the 
two cell lines. The observed fold change in expression was determined by One-way 
ANOVA and Tukey`s multiple comparision post-test (*p<0.05; **p<0.001). 
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Discussion 
	
  

DNA repair has a clear role in anticancer drug resistance. In response to 

chemotherapy drugs that either directly or indirectly damage DNA, DDR mechanisms can 

reverse the drug-induced damages before they become toxic to the cancer cell, reducing the 

effectiveness of cancer therapy (6,7).  

In 1989, Harker et al. (17) developed the resistant cell line HL-60/MX2 and tested 

this HL-60 variant cells for their ability to retain MXT, which was unaltered. Furthermore, 

there was no evidence that altered cellular metabolism of MXT was responsible for the 

reduced sensitivity of MX2 cells to this agent. In the same study, an immunoblotting 

analysis failed to demonstrate the overexpression of P-glycoprotein in the resistant cells, 

suggesting that the resistant profile is not likely mediated by altered efflux of the drug (17). 

After that, in 1995, Harker et al., investigated the contribution of altered activity and 

expression of TopoII isoforms α and β to the resistant profile of HL-60/MX2, and found 

only a 2-fold difference in cellular TopoII catalytic activity – a fact that even the authors 

found insufficient to explain the 35-fold difference in MXT sensitivity between HL-60 and 

HL-60/MX2 (18).  For that reason, Mikusová et al. (2011) investigated and demonstrated 

through an immunoblotting that the resistant cells HL-60/MX2 contain larger amounts of 

DNA-PK, Rad50 and Nbs1 (proteins involved in the Non-Homologous End Joining, a 

DNA repair pathway recruited for double strand breaks (DSB’s) removal), compared to 

HL-60 cells, after 2 hours of treatment with MXT (19). This shows the importance of DNA 

repair proteins in mediating the resistance in tumor cell lines and patient’s tumors. 

MXT is an anthracenodione, a structural analog of anthracyclines, that acts 

inhibiting TopoII and generating other lesions such as adducts and crosslinks (13–15). 

ETO is a podophyllotoxin that acts exclusively inhibiting TopoII, therefore generating only 
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the ternary cleavable complex DNA-TopoII-drug, which when processed may cause 

serious problems to the cells (16,20). There are indications that NER proteins are involved 

in the response to drugs that inhibit TopoII (13–15) and, as our group has been working 

with MXT in NER-deficient cell lines, we supposed, based on Mikusová et al. (2011) 

findings, that there might be a NER contribution in the resistance of HL-60/MX2 cells to 

MXT. Moreover, we wondered whether this NER involvement would be through TopoII 

inhibition mechanism or related to the other lesions generated by MXT.  

Our findings show that, in fact, both cell lines present different profiles of response 

when treated with MXT and ETO. The first drug seems to be more cytotoxic than the 

second is, but it was expected, considering that MXT has a broader spectrum of action. The 

cell cycle profile analysis clearly shows us that HL-60/MX2 also suffers the consequences 

of the treatments as HL-60, but with certain delay. When the sensitive cells start to change 

their cell cycle, the resistant ones keep the normal profile; however, when high doses are 

used, the sensitive cells show an accumulation in Sub-G1 phase, indicating cell death, and 

then the resistant cells have their cell cycle profile altered, with accumulation in G2. The 

G2 accumulation can indicate checkpoint mechanism activation, which means that both 

cell lines can suffer and recognize the drug-induced lesions, but HL-60/MX2 does it 

slowly. Cell cycle deregulation is known to be closely associated with loss of the 

regulatory role of p53, an important tumor-suppressor gene that plays a pivotal role in 

inducing apoptosis in response to cellular damage, including DNA damage. Furthermore, 

p53 is consistently quoted as being the most frequently mutated gene in human cancers 

(21). Some DNA damage signaling deficiencies lead to chemotherapy resistance, since cell 

cycle arrest is not triggered upon DNA damage. Therefore, cells go through the cell cycle 

unrepaired and fail to undergo proper chromosome segregation during the mitosis phase, 
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which leads to cell death (22,23). This is an expected mechanism for chemotherapy and 

probably what happens to HL-60 in our experiments, but resistant cells seem to have their 

signaling pathway altered, which causes a delay in cell cycle progression.  

After a DNA damage occurrence, an important event on cell signaling is 

phosphorylation of H2AX on serine 139, which results in the formation of H2AX foci, 

characterizing an early event in DDR response. This leads to structural alterations at the 

damaged site to promote DNA repair. γH2AX foci are then rapidly dephosphorylated as 

signal for the subsequent recruitment of effector proteins. The induction and disappearance 

of the foci can be, therefore, used to monitor the functioning of the DDR machinery in a 

cell population exposed to genotoxic stress (24,25). After the experiments for 

determination of γH2AX by flow cytometer, it was possible to confirm that HL-60/MX2 

presents a late damage induction, which is in agreement with its cell cycle profile. While 

sensitive HL-60 cells start to present significant differences in γH2AX induction after 2h 

of treatment with MXT, resistant HL-60/MX2 cells do not have their profile altered even 

after 6h of treatment, when HL-60 have their H2AX phosphorylation increased for MXT 

and ETO treatments. HL-60/MX2 shows an increase in H2AX phosphorylation after 72h 

of treatment, which is more evident at the highest MXT dose; meanwhile, at the same 

point, HL-60 seems to decrease its γH2AX, indicating that DNA repair might be occurring. 

The difference between the cell cycle and γH2AX analyses for HL-60/MX2 is that in the 

latter the phosphorylation induction is not dose-dependent, but probably time-dependent,  

different from the cell cycle profile.  

RT-qPCR analysis showed that the resistance of HL-60/MX2 probably can not be 

attributed to overexpression of genes that code for efflux-proteins. Beyond that, the 

resistance profile seems to have some correlation with differences in NER genes, mainly 
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ERCC1 with and without treatments, and XPA with treatments. ERCC1 works as an 

endonuclease together with XPF protein, and is responsible for an important step in NER, 

from where there is no return. Both XPF-ERRC1 cleave the damaged strand at short 

distances 5’ from the lesion (9). XPA encodes for a key NER protein with the same name, 

involved in the identification of the lesion origin after the recognition by GGR or TCR. 

XPA is considered a central coordinator of the NER complex because of its diverse 

functions. Besides stimulating lesion verification by TFIIH complex and binding to altered 

nucleotides in ssDNA (single strand DNA) after the double strand opening for lesion 

removal, XPA also interacts with almost all NER proteins (9,11). Another important 

finding is that there is no significant difference in expression of the TOP2A gene (that 

encodes for TopoII α), which is in agreement with Harker et al. (1995). This ensures that 

HL-60/MX2 resistance to TopoII inhibitors is not due to overexpression of their target, 

which could reduce drug effectiveness.  

Our data is preliminary, and is important to notice that RT-qPCR provides us an 

analysis of gene expression, which does not necessarily correlates exactly with protein 

levels and activity. However, these findings allow us to infer that probably the main 

mechanism of resistance of HL-60/MX2 to MXT and other TopoII inhibitors is not by 

transport through efflux proteins, which is the most common mechanism. A recent study, 

published by YAO et al., 2015, showed an enhance in FANCF expression and 

monoubiquitination of FANCD2 (two important proteins of the Fanconi Anemia pathway 

that removes crosslinks in the DNA) in cells resistant to Adryamicin, an anthracycline also 

known as Doxorubicin, that has a mechanism of action similar to MXT. Additionally, it 

was observed that these drug-resistant cells had reduced DNA damage compared to drug-

sensitive cells, indicating that this DNA repair pathway may confer resistance to this drug 
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via an enhanced interstrand crosslink repair mechanism, and contributing to show that 

DNA repair has an important role in chemotherapy resistance mechanisms (26).  There is a 

crosstalk between Fanconi and NER pathways, and it is mainly by the ERCC4 protein, also 

known as XPF (not analyzed in our study), that, as mentioned before, works as an 

endonuclease in NER pathway along with ERCC1. Therefore, one of the roles of XPF in 

FA pathway may be working in concert with other FA endonucleases to coordinate the 

dual incisions required to release the ICL (27). However, besides ERCC4 known co-

relation between these two DNA repair pathways, Shen et al. (2009) found that loss of 

XPC or XPA, two NER important proteins, led to markedly diminished FANCA 

recruitment compared to complemented wild type cells, suggesting that the canonical FA 

pathway may function downstream of NER process during recombination-independent 

crosslink repair (28).  

Another study published by Wang et al. (2012) showed reduced expression in DDR 

proteins, involved in the DNA damage signaling, in oral cancer cells resistant to Cisplatin. 

Moreover, there was no difference in the DNA repair mechanism of Cisplatin-induced 

crosslinks, which led them to suppose that an increase in proteins or genes expression 

involved in repair mechanisms, such as the NER pathway, could allow cells to survive 

after Cisplatin treatment even with a reduced signaling via DDR (29).  

Tumor cells seem to develop other characteristics than their nature ones, which 

sometimes are much related with the chosen therapy. For example, after an exposure to a 

drug that generates lesions repaired by a specific pathway, it will be smart for tumor cells 

to develop alterations in this pathway genes or proteins, trying to overcome these lesions in 

order to avoid death. As we already know, tumor cells have the great ability to adapt to the 

microenvironment around them and undergo changes to survive (30).  
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Furthermore, as we have been studying, this work contributes for the hypothesis 

that NER is involved in the removal of MXT lesions. Our challenge is to identify what 

exactly are these lesions and whether or not they are correlated with the TopoII inhibition 

mechanism of MXT. It is important to identify drug targets that may be not well-defined 

and analyze their contribution for the development of a resistant profile in chemotherapy. 

Thus, it will be possible to develop inhibitors for these targets, for example NER proteins 

for MXT treatment, to improve treatment effectiveness.    
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS	
  
	
  
	
  

Com este trabalho objetivou-se avaliar a contribuição da via NER na 

resistência tumoral de uma linhagem de leucemia à MXT. Sabendo-se o 

mecanismo de ação desta droga, utilizou-se também o ETO nos tratamentos, a 

fim de verificar se a influencia do NER seria através do mecanismo de inibição de 

topoII, um dos mecanismos de ação da MXT e único do ETO, ou se seriam as 

outras lesões geradas pela MXT responsáveis pelo recrutamento da via NER. Foi 

observado que, em resposta aos tratamentos com MXT e ETO, a linhagem HL-

60/MX2 demonstrou-se mais resistente do que a linhagem HL-60, no entanto esse 

perfil foi mais característico em baixas doses dos quimioterápicos, uma vez que 

quando exposta a doses maiores a HL-60/MX2 também apresentava 

sensibilidade à MXT e ao ETO. Este, contudo, demonstrou-se sempre menos 

citotóxico em relação à MXT. Isto é explicado pelo seu mecanismo de ação mais 

restrito, mas podemos inferir que apesar de não serem as únicas responsáveis 

pela resistência observada, as outras lesões geradas pela MXT também 

contribuem para este perfil.  

A fim de aproximar os experimentos da prática clínica, também foi 

realizado um teste de sobrevivência com um tempo mais longo de tratamento e 

período de recuperação. As células foram tratadas com MXT (0,05µM e 0,2µM) e 

ETO (0,5µM e 2,5µM) por 5 dias. Após esse tratamento a viabilidade celular foi 

determinada pelo ensaio de exclusão por azul de tripan através da contagem das 

células viáveis na câmara de Neubauer. Neste mesmo momento era trocado o 

meio de cultura destas células por um meio livre de droga, e assim manteve-se o 

cultivo das mesmas por um período de recuperação de 21 dias. A cada 7 dias a 

viabilidade era novamente determinada pelo mesmo método de contagem e o 

meio das células substituído por meio novo. A figura 9 demonstra os resultados 

deste experimento, onde é possível notar que na dose mais baixa de MXT 

(0,05µM) a linhagem resistente, HL-60/MX2, permanece com uma sobrevivência 

próxima de 100% mesmo após o tratamento. Já com a dose mais alta (0,2µM) a 

linhagem não apresenta capacidade de recuperação após o período do 

tratamento. Estes dados vão de acordo com os apresentados no artigo, indicando 
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que realmente a resistência desta linhagem se aplica somente a doses mais 

baixas de MXT. Com relação ao tratamento com ETO, a dose mais baixa (0,5µM) 

não foi capaz de reduzir significativamente a viabilidade de nenhuma das 

linhagens celulares, no entanto, na dose de 2,5µM, observa-se uma redução na 

sobrevivência da linhagem sensível HL-60 para aproximadamente 50% já nos 

primeiros 5 dias de tratamento, e essa sobrevivência não é recuperada no período 

pós tratamento. Já na linhagem HL-60/MX2 isto não acontece, uma vez que sua 

viabilidade permanece alta durante o período do tratamento e recuperação, 

mostrando que esta também apresenta resistência ao ETO, porém, devido à sua 

reduzida citotoxicidade, em doses mais altas. 	
  

É importante ressaltar que, na nossa opinião, esta linhagem comercial HL-

60/MX2 não se caracterizou como um bom modelo para estudo de resistência 

tumoral, uma vez que sua resistência só é verificada quando exposta à baixas 

doses ou altas doses porém de quimioterápicos menos citotóxicos, como é o 

ETO.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
Figura 9: Sobrevivências após tratamento de 5 dias com MXT e ETO e 21 dias em 
recuperação. Os resultados foram obtidos pelo método de exclusão por azul de tripan.    
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No resultado da análise do perfil de ciclo celular novamente se confirma a 

hipótese de que a resistência da linhagem HL-60/MX2 é apenas nas doses mais 

baixas de MXT, uma vez que após os diferentes tempos de tratamento (24h, 48h 

e 72h) só houve alteração no perfil de ciclo destas células quando tratadas com a 

dose maior de MXT (02µM). Já a linhagem HL-60 demonstra um acúmulo de 

células em G2 nas doses mais baixas de tratamento, o que pode ser interpretado 

como parada para ativação de um mecanismo de checkpoint por reconhecimento 

de alguma lesão no DNA. Nos tempos mais longos e doses mais altas (tanto de 

MXT como ETO), a linhagem sensível passa a apresentar um aumento em Sub-

G1, indicativo de morte celular. Isto vai de acordo com os resultados de 

sobrevivência, e pode-se inferir que estas células reconhecem a lesão 

previamente e quando não conseguem repará-la iniciam um processo de morte, 

que por consequência também acontece antes em relação às células resistentes. 

Seria interessante analisar aqui, qual o mecanismo de morte que ocorre nas duas 

linhagens e se é ou não o mesmo entre elas.  

Quando analisadas para sinalização de dano via DDR através da 

marcação com γH2AX, as células resistentes demonstraram um perfil diferente 

das sensíveis. Mesmo em tempos curtos, onde não foi observada morte celular 

em nenhuma das linhagens, a HL-60 apresenta uma sinalização significativa após 

o tratamento com MXT por 2h, enquanto que a HL-60/MX2 tem a sua sinalização 

via fosforilação de H2AX apenas em tempos maiores de tratamento (72h) e na 

dose mais alta de MXT (0,2µM). Neste caso foram testados os tempos de 1h, 2h, 

6h e 72h, mas pretendemos acompanhar nos tempos de 24h e 48h também, para 

podermos analisar qual o momento exato onde a linhagem resistente passa a 

sinalizar a presença do dano via DDR. WANG et al., 2012 encontraram uma 

expressão reduzida de proteínas da via DDR em linhagens celulares de 

carcinoma de células escamosas de cavidade oral/laríngea resistentes à 

Cisplatina em comparação com uma linhagem sensível. Além disso, ao contrário 

do esperado, não verificaram uma alteração nos mecanismos de reparo dos 

crosslinks induzidos pela Cisplatina através da análise por Ensaio Cometa entre 

as duas linhagens. Uma das hipóteses levantadas pelos autores é que pode 

haver um aumento na expressão de genes e proteínas envolvidos na via NER ou 
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outros mecanismos, que permitiram que as células sobrevivessem após o 

tratamento com Cisplatina, mesmo com a sinalização do dano reduzida (WANG et 

al., 2012).  

Com os tratamentos em doses baixas e em um tempo curto de 2h, foi 

realizada a análise da expressão gênica de genes da via NER e proteínas 

transportadoras ABC. Não foi observada uma expressão alta dos mRNAs 

correspondentes às proteínas ABC em nenhuma das linhagens, indicando que 

este não é o principal mecanismo envolvido na resistência da HL-60/MX2. A 

expressão do gene ERCC2, codificante para a proteína XPD da via NER, foi 

significativamente maior na linhagem sensível previamente aos tratamentos, 

porém essa diferença encontra-se atenuada após a exposição aos 

quimioterápicos. Já a expressão de ERCC1, embora sem diferença 

estatisticamente significativa, encontra-se sempre maior na linhagem resistente 

do que na sensível. Curiosamente, no controle negativo os níveis de mRNA de 

XPA são maiores na linhagem HL-60, no entanto, após os tratamentos com MXT 

e ETO essa expressão se inverte, mostrando-se cerca de aproximadamente 10 e 

60 vezes superior na HL-60/MX2 respectivamente, conforme pode ser observado 

no gráfico de Fold Change apresentado no artigo na figura 5D. Este resultado 

ainda precisa ser melhor investigado e confirmado, no entanto sugere uma maior 

participação dos mecanismos de remoção de danos no DNA, como algumas 

proteínas da via NER, do que dos mecanismos de efluxo de drogas, na 

resistência da linhagem HL-60/MX2. 

Mais estudos se fazem necessários para uma melhor identificação da 

importância das vias de reparo de DNA no desenvolvimento da resistência 

tumoral, podendo assim surgir novos alvos terapêuticos relacionados à esses 

mecanismos e que melhorariam a eficácia do tratamento.  
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5. PERSPECTIVAS	
  
	
  
	
  

Ø Determinar a expressão proteica por Western blotting de proteínas de 
efluxo, sinalização celular e da via NER; 
 

Ø Investigar o mecanismo de morte celular após os tratamentos; 
 

Ø Analisar o tempo de duplicação das células pelo método de Population 
doubling time. 	
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