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RESUMO 
 

O câncer de pulmão está entre os mais frequentes na população mundial e é o 

responsável pelo maior número de mortes relacionadas ao câncer. Como o 

câncer de pulmão é identificado em estágios avançados de desenvolvimento, o 

principal tratamento é baseado em quimioterapia utilizando moléculas derivadas 

de platina, principalmente a cisplatina (CDDP). A CDDP é capaz de formar 

ligações cruzadas no DNA resultando em morte celular, porém muitos pacientes 

apresentam tumores que são resistentes ao tratamento com CDDP. Esta 

resistência é uma das principais barreiras para o sucesso do tratamento do 

câncer de pulmão através de quimioterapia. Para entendermos melhor os 

mecanismos envolvidas na resistência a CDDP em células de câncer de pulmão, 

foram utilizadas células sensíveis (A549) e resistentes a CDDP (A549/CDDP) 

para a identificação de proteínas recém-sintetizadas em resposta ao tratamento 

com a droga através da técnica BONCAT. Através desta técnica foi possível a 

identificação de 173 e 136 proteínas reguladas por CDDP nas células A549 e 

A549/CDDP, respectivamente. As proteínas identificadas estão relacionadas a 

diversos mecanismos moleculares distintos que potencialmente estão envolvidos 

na resposta a CDDP, como por exemplo splicing alternativo, resposta a estresse 

oxidativo, manutenção do telômero, regulação da apoptose e reorganização do 

citoesqueleto. Os resultados mostram que as células A549/CDDP são menos 

suscetíveis ao dano no DNA causado por CDDP do que as células sensíveis, 

A549. Além disso, as células A549/CDDP são capazes de aumentar a expressão 

de proteínas capazes de combater as espécies reativas de oxigênio geradas 

devido a presença de CDDP. Além disto, CDDP é capaz de induzir diferentes vias 

apoptóticas em células com diferentes sensibilidades à droga. Nas células A549, 

CDDP induz a ativação da via extrínseca enquanto que nas A549/CDDP ela é 

capaz de induzir a ativação da via intrínseca de apoptose. Portanto, nosso estudo 

foi capaz de fornecer evidencias de proteínas e vias que são diferencialmente 

expressas e ativadas após o tratamento com CDDP.   
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ABSTRACT 
 
Lung cancer is among the most frequent cancer in the world population and it is 

the leading cause of cancer-related deaths. Since lung cancer is identified in 

advanced stages of development, the main treatment is based in chemotherapy 

using platinum containing compounds, mainly cisplatin (CDDP). CDDP is able to 

crosslink with DNA leading to cell death, however many patients show tumor that 

are resistance to CDDP. This resistance is one of the main barriers for the 

success of lung cancer treatment by chemotherapy. To understand the 

mechanisms involved in CDDP resistance in lung cancer, we used CDDP-

sensitive (A549) and –resistant (A549/CDDP) cells to identify the newly 

synthesized proteins in response to drug exposure by BONCAT technique. It was 

possible the identification of 173 and 136 proteins regulated by CDDP in A549 and 

A549/CDDP cells, respectively. The identified proteins were related to several 

distinct molecular mechanisms potentially involved in CDDP response, including 

alternative splicing, response to oxidative stress, telomere maintenance, apoptosis 

regulation and cystoskeleton reorganization. Our results showed that A549/CDDP 

cells are less susceptible to DNA damage caused by CDDP than A549 cells. 

A549/CDDP also are able to increase the expression of proteins that combat the 

reactive oxygen species generated due to CDDP presence. In addition, CDDP 

induces different apoptotic pathways in drug-sensitive and resistant cell. In the 

A549 cells, CDDP induces the activation of the extrinsic pathway, while in 

A549/CDDP cells CDDP induces the intrinsic apoptotic pathway. So, our study 

was able to provide evidence of proteins and pathways that are differentially 

express and activated after CDDP treatment. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Câncer  

 
Câncer é o nome utilizado para um grupo de doenças que é caracterizado 

pela divisão celular descontrolada e desordenada de células anormais. Esta 

divisão desordenada de células resulta na formação de tumores, que podem ser 

classificados como tumores benignos ou malignos (Figura 1). Somente tumores 

malignos se encaixam na denominação de câncer, pois suas células cancerosas 

são capazes de invadir outros tecidos ou órgãos, processo também conhecido 

como metástase. Já os tumores classificados como benignos são tumores que 

não possuem capacidade de invasão, geralmente estes tumores possuem 

crescimento lento e bordas bem definidas, por isso podem ser facilmente 

removidos por cirurgia.  

 

	  
Figura 1. Desenvolvimento de tumores. Mecanismos moleculares envolvidos no 
desenvolvimento de tumores malignos e benignos. Falha nos mecanismos de reparo do DNA e na 
via de apoptose pode resultar na formação de tumores. Fonte: Encyclopedia Britannica, 2014. 

 

Uma célula tumoral é resultado do acúmulo de alterações genéticas e 

epigenéticas. O somatório destas alterações permite que esta célula tenha 

vantagens seletivas (tanto negativas quanto positivas) sobre as células normais, 
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podendo resultar na rápida colonização do órgão afetado. Dentre as alterações 

encontradas em células cancerosas alguns processos celulares podem ser 

citados como: resistência a sinais de morte celular, bloqueio de sinais 

supressores de crescimento e habilidade de escape da destruição celular 

mediada pelo sistema imune, bem como outros mecanismos (Figura 2) (Hanahan 

e Weinberg, 2011). A divisão das células tumorais leva a produção de células 

filhas também tumorais, onde diversas outras mutações podem ocorrer 

aleatoriamente. Como este tipo de célula está com seus mecanismos de 

manutenção de homeostase afetados (Hanahan e Weinberg, 2011), cada célula 

pode ser modificada de maneira singular, resultando na alta heterogeneidade 

celular encontrada em uma mesma massa tumoral. 

 

	  
Figura 2. Processos celulares alterados envolvidos no desenvolvimento de células 
tumorais. Imagem modificada de Hanahan e Weinberg, 2011. 

 

O câncer é o segundo líder de causa de morte e morbidade no mundo, em 

2012 houve aproximadamente 14 milhões de novos casos e em 2015 8.8 milhões 

de pessoas morreram devido a câncer (WHO 2017). As causas de mortes mais 

comuns relacionadas a câncer são provenientes de câncer de pulmão (1.69 

milhões de mortes), fígado (788.000 mortes) e câncer colorretal (774.000 mortes) 
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(WHO 2017). É esperado que o número de novos casos de câncer aumentem em 

aproximadamente 70% nas próximas duas décadas. Pesquisas recentes dos 

Estados Unidos estimam a ocorrência de mais de 1,6 milhões de novos casos e 

acima de 600 mil mortes relacionadas a câncer (Siegel et al., 2017). A estimativa 

para o Brasil, para os anos de 2016 e 2017, aponta para a ocorrência de 

aproximadamente 600 mil novos casos de câncer (Figura 3) (INCA, 2016). 

 

	  
Figura 3. Estimativa de novos casos de cânceres na população brasileira para os anos de 
2016 e 2017. Fonte: INCA, 2016. 

 

1.2. Câncer de pulmão 
 

O câncer de pulmão é o tumor mais comum dentre os tumores malignos e 

o tipo de câncer que mais causa mortes no mundo (WHO, 2017). O tumor 

pulmonar pode se formar desde a traqueia até os brônquios, bem como nas 

regiões mais periféricas do órgão. No Brasil, em 2014, houve a ocorrência de 

34.280 casos deste tumor e ele foi responsável por mais de 27.000 mortes (WHO, 

2014). Estima-se 116.990 novos casos de câncer de pulmão em homens e 

105.510 em mulheres para o ano de 2017 nos Estados Unidos (aproximadamente 

25% de todos os diagnósticos de câncer). Além disso, é estimado que o tumor 

pulmonar seja o responsável por mais de 155 mil mortes em 2017, 

correspondendo a 1 a cada 4 mortes relacionadas a câncer (ACS, 2017a). No 

Brasil para o ano de 2016 foram estimados 17.330 novos casos de câncer de 

pulmão em homens e 10.890 em mulheres, sendo o segundo câncer mais 

frequente em homens e o quarto em mulheres (dados estatísticos feitos sem levar 

em consideração o câncer de pele não melanoma) (Figura 3) (INCA, 2016).	  
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O câncer de pulmão é normalmente diagnosticado em estágio avançado, 

pois os sintomas geralmente aparecem após longo tempo de desenvolvimento do 

tumor. Como os pulmões possuem uma grande área de ventilação, uma pequena 

massa tumoral não é capaz de interferir no funcionamento do órgão, desta 

maneira os sintomas começam a surgir quando o tumor já está bem desenvolvido. 

Os sintomas mais comuns do câncer de pulmão incluem: perda de peso e apetite, 

tosse incomum (que se mantém por um longo período ou se torna pior), 

sangramento pelas vias respiratórias, dor no peito, rouquidão, fadiga e dispneia 

(Lemjabbar-Alaoui et al., 2015). O diagnostico do câncer de pulmão é realizado 

por exames adequados para a detecção do tumor, geralmente é realizado um 

exame de raio X na região do tórax para que seja possível a visualização de uma 

possível massa tumoral. Caso haja alguma alteração no resultado de raio X, uma 

tomografia computadorizada pode ser solicitada, bem como broncoscopia, 

toracoscopia e biopsia (Eggert et al., 2017). Após a confirmação do diagnóstico de 

câncer de pulmão, o tumor é então classificado de acordo com seu tipo 

histológico e pode ser dividido em dois grandes grupos: câncer de pulmão de 

células pequenas (SCLC, Small Cell Lung Cancer) e câncer de pulmão de células 

não-pequenas (NSCLC, Non-Small Cell Lung Cancer). Este segundo grupo pode 

ser subdivido em carcinoma de células escamosas, câncer de pulmão de células 

grandes e adenocarcinoma, este último sendo o mais frequentemente 

diagnosticado (aproximadamente 40% dos casos de câncer de pulmão) (Herbst et 

al., 2008). Finalmente é realizado o estadiamento (sistema TNM de classificação 

dos tumores malignos), que é a avaliação do estágio de evolução no qual o tumor 

se encontra (ACS, 2017b). O estadiamento do tumor é importante pois reflete sua 

taxa de crescimento e extensão da doença, bem como seu tipo e sua relação com 

o hospedeiro, além disso o estadiamento também é importante para a escolha do 

tratamento apropriado para o tipo de tumor diagnosticado. 
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1.3. Fatores de risco 
 

O câncer de pulmão se tornou umas das principais causas de mortes 

evitáveis no final do século XX, já que a principal causa para o surgimento de 

câncer de pulmão é o tabagismo, hábito que pode ser evitado. Indivíduos com 

hábitos de tabagismo possuem maiores chances de desenvolver câncer de 

pulmão quando comparados a indivíduos não fumantes, aproximadamente 90% 

dos casos de câncer de pulmão possuem associação ao uso do tabaco (Bilello et 

al., 2002). Apesar desta elevada associação do uso do tabaco com o 

desenvolvimento do tumor, menos de 20% dos indivíduos fumantes desenvolvem 

câncer de pulmão, desta forma diversos outros fatores ambientais podem estar 

associados ao surgimento do tumor (Figura 4) (Bilello et al., 2002). 

Como já mencionado o uso do cigarro é o principal fator de risco para o 

câncer de pulmão, em pacientes fumantes a taxa de mortalidade devido ao 

câncer é maior do que em indivíduos não fumantes. Além do tabagismo estar 

associado ao desenvolvimento do tumor, a quantidade de cigarros utilizados por 

dia também influencia no risco de morte, quanto mais cigarros utilizados, menor a 

chance de sobrevivência (relação dose-resposta) (Bilello et al., 2002). Entretanto, 

o risco relativo para câncer de pulmão diminui em ex-fumantes depois de 5 anos 

sem o uso do cigarro, porém o risco ainda é maior do que indivíduos não 

fumantes. Não só o cigarro pode aumentar o risco de desenvolvimento de câncer 

de pulmão, mas também o uso de charutos, apesar de o uso de charutos ser bem 

menos estudado, alguns estudos mostraram que ele pode contribuir para o 

aumento no risco de câncer de pulmão mesmo que com menor potencial quando 

comparado ao cigarro (Iribarren et al., 1999; Shapiro et al., 2000; Bilello et al., 

2002). 
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Figura 4. Fatores de risco para o desenvolvimento de câncer de pulmão. Imagem modificada 
de National Jewish Health, 2012. 

	    
Além da fumaça inalada diretamente do cigarro, a fumaça resultante da 

queima do cigarro também pode aumentar o risco para câncer de pulmão. 

Estudos mostraram que indivíduos não fumantes que vivem na mesma casa que 

pessoas fumantes apresentam uma maior chance de desenvolver tumor pulmonar 

(aproximadamente 30%) (Cardenas et al., 1997; Bilello et al., 2002). Desta forma, 

a exposição ambiental a fumaça de cigarro também pode aumentar o risco para o 

aparecimento do tumor. 

Outro fator que pode aumentar o risco para o desenvolvimento de câncer 

de pulmão é a exposição a radônio. O radônio é um gás inerte, inodoro e incolor 

que é liberado do solo em regiões ricas em minérios como o urânio. Em seu 

processo natural de decaimento o radônio pode liberar partículas alfa que são 

capazes de danificar o epitélio respiratório (Bilello et al., 2002). O radônio além de 

ser liberado para a atmosfera, ainda é capaz de se difundir pelo solo e se 

concentrar próximo a edifícios e casas (Choi et al., 2016; Sheen et al., 2016). O 

risco aumentado para o desenvolvimento de câncer de pulmão devido a 

exposição a radônio foi evidenciado através de estudos com mineiros de mina de 

urânio (Lubin et al., 1995; Gilliland et al., 2000; Leng et al., 2016; Navaranjan et 

al., 2016), e muitos estudos mostraram que indivíduos com exposição a radônio 
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apresentam um risco elevado para desenvolvimento de câncer de pulmão (Bilello 

et al., 2002). 

A exposição a diversos agentes potencialmente carcinogênicos no 

ambiente de trabalho também pode aumentar o risco para o desenvolvimento de 

câncer de pulmão. Existem muitos agentes que são capazes de causar câncer, 

dentre os carcinogênicos ocupacionais conhecidos pode se destacar asbestos, 

radônio, compostos aromáticos policíclicos e produtos provenientes da combustão 

de carvão, entre outros (Bilello et al., 2002; Pelissier et al., 2017). O agente 

ocupacional mais comum e mais bem estudado é o asbesto (amianto), ele é 

altamente usado devido a suas propriedades de isolamento e força. Estudos 

demonstraram que indivíduos expostos ao amianto possuem maior risco de 

desenvolvimento de câncer de pulmão (Bilello et al., 2002). Este risco varia de 

acordo com o nível de exposição e também de acordo com o tipo de fibra 

produzida. 

Muitos outros fatores podem influenciar no desenvolvimento de câncer de 

pulmão, como fatores genéticos, doenças pulmonares pré-existentes, tratamento 

por radioterapia na região do tórax e também por uma dieta não balanceada 

(Bilello et al., 2002; Hodgson et al., 2007; Kaufman et al., 2008). Como muitos 

fatores podem influenciar no aparecimento do tumor pulmonar, a combinação 

entre eles possui uma ação sinérgica. Por exemplo, Hammond et al. (1979)  

verificaram que a exposição a asbestos confere um risco aumentado em 6 vezes 

para o desenvolvimento de câncer de pulmão, e que o fumo apresenta um risco 

11 vezes maior, porém a combinação de ambos fatores aumenta este risco em 59 

vezes.  

 

1.4. Cisplatina no tratamento do câncer de pulmão 
 

Os agentes utilizados na quimioterapia para o tratamento do câncer 

possuem a capacidade de afetar tanto as células normais quanto as células 

neoplásicas de maneira inespecífica em diferentes etapas do ciclo celular. Apesar 

de o dano ocorrer também em células de tecidos normais, ele é maior em células 

malignas devido a diferenças quantitativas entre os processos metabólicos 
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apresentados por estas células. No câncer de pulmão os sintomas geralmente se 

manifestam quando a doença já está em estágio avançado, sendo assim o 

diagnóstico é realizado quando não há possibilidade de remoção cirúrgica do 

tumor. Desta forma o principal tratamento para este tipo de câncer é baseado em 

quimioterapia com agentes alquilantes derivados de platina, como a cisplatina 

(CDDP). A cisplatina é uma das drogas mais utilizadas para o tratamento de 

câncer de pulmão, podendo ser administrada no paciente juntamente com outra 

droga quimioterápica. Porém, muitos pacientes apresentam resistência ao 

tratamento com CDDP, sendo este o principal problema relacionado ao 

tratamento do tumor. A resistência apresentada pelos pacientes pode ser tanto 

resistência intrínseca, quando o paciente não responde ao tratamento logo no 

início da quimioterapia, como resistência adquirida, quando o paciente adquire 

resistência a droga ao longo do tratamento (Florea e Büsselberg, 2011).  

A CDDP é uma molécula inerte, porém quando um ou ambos grupamentos 

cloro são substituídos por moléculas de água ela passa a ser uma molécula 

altamente eletrofílica propensa a formar ligações covalentes (Galluzzi et al., 

2014). CDDP é capaz de formar adutos em bases purinas do DNA mitocondrial e 

nuclear de modo a impedir a separação das duas fitas de DNA (Figura 5) 

(Galluzzi et al., 2014). A presença de CDDP na molécula de DNA nuclear acaba 

impedindo processos biológicos importantes, como replicação e transcrição, 

levando a morte celular (Figura 6) (Esteban-Fernández et al., 2010). Além disso, a 

interação entre CDDP e nucleófilos presentes no citoplasma celular pode levar ao 

estabelecimento de estresse oxidativo resultando em efeitos citotóxicos. 

A molécula de CDDP, quando no interior da célula, pode levar a célula a 

um estado de estresse oxidativo, já que sua presença é capaz de aumentar a 

geração de espécies reativas de oxigênio (ROS, do inglês “Reactive Oxygen 

Species”). As céluas, em condições fisiológicas normais, são capazes de manter 

um correto balanço entre a geração de ROS e sua eliminação. Porém em 

condições de estresse oxidativo, uma quantidade maior de ROS no interior celular 

pode causar danos nas proteínas, lipídeos e DNA das células resultando em 

lesões fatais que podem levar a morte celular (Dasari e Tchounwou, 2014).  
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Figura 5. Interações da molécula de CDDP com as bases do DNA. A molécula de CDDP forma 
ligações covalentes com a molécula de DNA resultando em crosslinks, principalemente, entre as 
bases purinas covalentes. A maioria dos adutos formados entre a molécula de CDDP e DNA é 
entre guaninas adjacentes na mesma fita, seguido por adutos formados entre adenina e guanina 
vizinhas intracadeia. Estes dois tipos de adutos são responsáveis por aproximadamente 90% das 
interações produzidas pela molécula de CDDP com DNA. As outras formas de interações 
incluindo, adutos entre guaninas não adjacentes intracadeia, bem como crosslinks intercadeias e 
crosslinks entre DNA e proteínas compõem os 10% restantes de espécies produzidas. Fonte: 
Esteban-Fernández et al., 2010. 

 
1.5. Mecanismos celulares de resistência à cisplatina 

	  

Existem diversos mecanismos pelo qual uma célula pode apresentar 

resistência a CDDP, como o acúmulo intracelular da droga, alterações no 

processo de reparo ao DNA e alterações nas vias apoptóticas e de resposta ao 

dano no DNA (Figura 7) (Köberle et al., 2010). Estudos mostraram que o acúmulo 

da droga no interior da célula resistente é menor quando comparado com células 

sensíveis a CDDP, sugerindo a existência de alterações no sistema de transporte 

da droga, como o aumento do efluxo de CDDP ou diminuição do influxo da 

mesma (Mellish et al., 1993; Kuo et al., 2007; Köberle et al., 2010). Uma vez no 

citoplasma, a molécula de CDDP pode ser inativada por moléculas contendo 

grupamentos tiol, como, por exemplo, glutationa e metalotioneínas (Timerbaev et 
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al., 2006; Köberle et al., 2010). Apesar de a molécula de CDDP ser inerte e 

necessitar de ativação, a interação entre sua forma contendo moléculas de água 

e nucleófilos intracelulares pode resultar em estresse oxidativo, devido a 

diminuição de equivalentes redutores no interior da célula, podendo promover 

maior dano ao DNA (efeito citotóxico da CDDP). Por outro lado, a interação da 

CDDP ativa com os nucleófilos endógenos pode resultar em inativação de uma 

fração da droga (efeito protetor) (Galluzzi et al., 2014). 

 

	  
Figura 6. Efeitos citotóxicos da molécula de CDDP. A molécula de CDDP pode causar a morte 
celular por diferentes mecanismos, incluindo dano no DNA nuclear, estresse oxidativo e dano no 
DNA mitocondrial. Imagem modificada de Galluzzi et al., 2014. 

	  
	   Outros mecanismos envolvidos na resistência a CDDP estão relacionados 

com a alta eficiência dos mecanismos de reparo de dano no DNA (Köberle et al., 

2010). Diversas linhagens celulares tumorais apresentam um aumento na 

capacidade de reparo das lesões no DNA causadas por CDDP. Os adutos 

formados entre bases purinas presentes em uma mesma fita de DNA podem ser 

removidos pelo mecanismo de reparo por excisão de nucleotídeos (NER, 

Nucleotide Excision Repair), que é o principal mecanismo envolvido no reparo de 

lesões no DNA causadas por drogas quimioterápicas (Shuck et al., 2008). 

Algumas células resistentes a CDDP apresentam maior capacidade de reparo via 

NER quando comparadas com células sensíveis (Johnson et al., 1994; Köberle et 

al., 2010). A CDDP também é capaz de formar adutos em bases purina de fitas 

distintas que podem ser reparados por outro mecanismo que não NER (reparo de 

“interstrand crosslink”). Assim como ocorre com NER, este mecanismo de reparo 

também pode estar alterado em células resistentes a CDPP (Wynne et al., 2007). 
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Desta forma, um dos mecanismos envolvidos na resistência a CDDP pode ser a 

alta eficiência de reparo do dano no DNA. 

 Apesar de haver estes mecanismo de reparo nas células, algumas lesões 

podem não ser reparadas e permanecerem na molécula de DNA. Uma célula 

pode possuir a capacidade de tolerar uma lesão no DNA utilizando polimerases 

especializadas que são capazes de ignorar diferentes tipos de lesões, processo 

chamado de síntese de translesão (Köberle et al., 2010). A eficiência alterada 

destas polimerases pode estar relacionada com resistência de células tumorais a 

CDDP. Mecanismos envolvidos no reparo de bases únicas desemparelhadas e de 

intermediários em loop resultantes da replicação do DNA ou resultantes de dano 

no DNA também podem estar alterados em células cancerosas provocando 

resistência a CDDP. 

	  

	  	  	  	   	  
	  

Figura 7. Mecanismos de resistência a CDDP. Diversos mecanismos moleculares podem estar 
envolvidos na resistência a CDDP, incluindo aumento no efluxo ou diminuição do influxo da droga 
(1), detoxificação da CDDP no citoplasma (2), alterações nos mecanismos de reparo do DNA (3, 
4) e na eficiência do processo de apoptose (5). Fonte: Köberle et al., 2010 

	  
 Além da maior capacidade de acúmulo da droga no interior das células e 

de reparo a dano do DNA, mecanismos de resposta ao dano e relacionados às 

vias apoptóticas também podem estar alterados em células resistentes a CDDP 
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(Köberle et al., 2010; Dasari e Tchounwou, 2014; Galluzzi et al., 2014). A proteína 

p53, conhecida como a guardiã do genoma, é uma proteína supressora de tumor 

que pode estar envolvida em diversos mecanismos moleculares da célula, 

incluindo apoptose. A proteína p53 induz a apoptose quando são identificados 

danos no DNA. Desta forma a alteração da atividade desta proteína pode estar 

relacionada com a diferença de sensibilidade a CDDP em células cancerosas. Em 

caso de diminuição ou ausência da atividade de p53, as células tendem a ser 

resistentes a CDDP, caso contrário sensíveis. Alterações nas funções de 

proteínas efetoras envolvidas nas vias apoptóticas também podem ser 

responsáveis pela resistência a agentes quimioterápicos, como a CDDP (Köberle 

et al., 2010). Assim como alterações na expressão ou na atividade de proteínas 

pró-apoptóticas, como p53, podem levar a resistência a CDDP, alterações em 

proteínas anti-apoptóticas também podem ser causa de resistência a CDDP 

(Köberle et al., 2010). Sendo assim, a expressão aumentada de fatores inibidores 

de apoptose pode levar ao ganho de resistência a CDDP.  

 
1.6.  Modelos celulares e estudos proteômicos do câncer 

 
Os mecanismos de resistência a CDDP e a outras drogas quimioterápicas 

têm sido amplamente estudados para o melhor entendimento dos processos 

biológicos e moleculares envolvidos na resistência ao tratamento de quimioterapia 

e também para o desenvolvimento de tratamentos alternativos que promovam 

melhores resultados e menores efeitos colaterais no tratamento contra o câncer. 

Muitos estudos utilizam modelos celulares (cultura de células in vitro) para o 

entendimento dos mecanismos celulares envolvidos na resistência de tumores e, 

por isso, diversas linhagens celulares são amplamente utilizadas para o 

desenvolvimento de sublinhagens resistentes a droga de interesse (Zhang et al., 

2010; Mcdermott et al., 2014; Yu et al., 2015). Diversos protocolos para o 

desenvolvimento de células resistentes a partir de uma linhagem celular parental 

sensível a droga de interesse são propostos na literatura. O desenvolvimento de 

células resistentes pode resultar em modelos clinicamente relevantes ou em 

modelos com alto nível de resistência, o que dependerá do tratamento escolhido 

para a produção da linhagem resistente (Yan et al., 2007; Mcdermott et al., 2014; 
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Xavier et al., 2016). Os protocolos para desenvolvimento de modelos com alto 

nível de resistência propõem um tratamento mais intenso no qual as células são 

mantidas sempre na presença da droga e com aumento gradativo de sua 

concentração, chegando a doses muito elevadas da droga. Neste modelo a 

resistência adquirida pela célula geralmente é mais estável do que a resistência 

apresentada pelas células desenvolvidas pelo modelo clinicamente relevante, 

sendo as diferenças moleculares maiores e mais fáceis de serem detectadas 

(Mcdermott et al., 2014; Xavier et al., 2016). Porém, alguns dos mecanismos de 

resistência ativados por este tipo de modelo de resistência podem não 

corresponder àqueles que ocorrem nos tumores de pacientes com câncer. Por 

outro lado, o modelo clinicamente relevante mimetiza o tratamento clínico, as 

concentrações da droga são menores e o tratamento possui um intervalo para 

recuperação das células em meio sem o agente quimioterápico. Desta forma, este 

modelo mimetiza os ciclos de quimioterapia que o paciente recebe na clínica. 

Entretanto, a resistência apresentada por este modelo é uma resistência instável, 

as diferenças moleculares podem ser menores e mais difíceis de serem 

detectadas/analisadas (Mcdermott et al., 2014; Xavier et al., 2016). Porém os 

mecanismos ativados por este modelo podem estar mais próximos aos 

encontrados em pacientes com câncer. 

A partir do desenvolvimento de linhagens resistentes a CDDP, é possível 

utilizá-las para elucidar os mecanismos envolvidos na resistência a droga. 

Diversos experimentos moleculares e celulares podem ser utilizados para a 

comparação de processos biológicos que ocorrem em células sensíveis e 

resistentes a determinado quimioterápico. Entre estes métodos experimentais, 

podemos destacar os estudos transcritômicos, que são utilizados para a 

identificação de transcritos produzidos por uma célula ou organismo em 

determinada condição (Galluzzi et al., 2014). Porém, nem todo transcrito 

detectado em análises transcricionais será traduzido em proteína (Seliger et al., 

2009). Sendo assim, os estudos proteômicos têm sido amplamente utilizados para 

obter informações de como uma célula ou organismo responde a determinadas 

condições fornecendo dados sobre a expressão gênica nesta condição (Galluzzi 

et al., 2014). O estudo proteômico permite encontrar alvos proteicos que indiquem 
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o envolvimento de um mecanismo molecular específico frente a condição 

estabelecida. Diversos estudos têm utilizado a linhagem celular de 

adenocarcinoma humano A549 (Figura 8) para elucidação de mecanismos 

moleculares e celulares envolvidos na resistência a drogas quimioterápicas em 

câncer de pulmão (Kara et al., 2015; Korrodi-Gregorio et al., 2016; Fang et al., 

2017; Xu et al., 2017). Estudos proteômicos já foram realizados com a linhagem 

A549 para detecção de proteínas expressas quando estas células são expostas a 

diferentes condições, como, por exemplo, infecções por vírus H9N2, exposição a 

dióxido de titânio e fuligem e bem como a exposição a CDDP (Vuong et al., 2016; 

Yu et al., 2016; Petrovic et al., 2017). 

 

 
Figura 8. Linhagem celular de adenocarcinoma de pulmão humano A549. Imagem modificada 
de ATCC. 

 

Apesar da molécula de CDDP ser utilizada no tratamento de quimioterapia 

para outros tipos de tumores, além de tumor pulmonar, poucos estudos foram 

realizados com o objetivo de encontrar diferenças na expressão gênica de células 

tumorais após o tratamento com CDDP. Li et al. (2007) utilizaram linhagens 

celulares de câncer de ovário resistentes e sensíveis a cisplatina para análise da 

expressão gênica em resposta ao tratamento com CDDP. Neste trabalho eles 

foram capazes de identificar um número significativo de genes que são 

diferencialmente expressos entres as linhagens de câncer de ovário sensíveis e 

resistentes a CDDP após o tratamento com a droga, sugerindo possíveis 
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mecanismos envolvidos na resistência a CDDP. Bicaku et al. (2012) analisaram a 

resposta de células de câncer de ovário após o tratamento com CDDP, 

carboplatina ou paclitaxel, bem como carboplatina e placitazel juntas. Neste 

estudo os autores foram capazes de identificar vias comuns ativadas pelos 

diferentes tratamentos e que também podem estar relacionadas com a 

capacidade de sobrevivência do paciente. Zeng e colaboradores (2011) utilizaram 

células da linhagem A549 sensíveis e resistentes a CDDP para a identificação de 

potenciais biomarcadores associados a resistência a cisplatina. Neste trabalho os 

autores foram capazes de identificar nove proteínas relacionadas com a 

resistência a CDDP e escolheram como alvo para maiores estudos a proteína DJ-

1. Kuang et al. (2012) estudaram possíveis biomarcadores que pudessem 

predizer a resposta do paciente ao tratamento com cisplatina em NSCLC. Neste 

estudo, eles foram capazes de identificar oito proteínas diferencialmente 

expressas entre as linhagens A549 resistente e sensível, destacando a proteína 

DDH2 (dihydrodiol dehydrogenase 2). 

 

1.7. Proteínas recém-sintetizadas 
 

Apesar de estudos proteômicos já terem sido utilizados para o estudo da 

resistência à cisplatina em células A549 (Zeng et al., 2011; Kuang et al., 2012), 

nenhum estudo demostrou quais genes (mecanismos moleculares) são transcritos 

e traduzidos pela célula quando em contato imediato com CDDP. Diversas 

técnicas são empregadas com o objetivo de identificar diferenças nos perfis de 

expressão gênica de células em diferentes condições, como por exemplo 

eletroforese bidimensional (2-DE) e proteômica quantitativa utilizando meio de 

cultura com N14 ou N15, bem como outras técnicas para detecção de expressão 

diferencial de proteínas.  

Como as células não são organismos estáticos e estão em constantes 

mudanças para que seja possível sua adaptação a diferentes condições 

enfrentadas, um método que fosse capaz de separar as proteínas recém 

sintetizadas do conjunto de proteínas já presente nas células facilitaria os estudos 

da dinâmica do proteoma de células em determinadas condições. A técnica 
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BONCAT (do inglês “BioOrthogonal Non-Canonical Amino acid Tagging”) permite 

a identificação de proteínas recém-sintetizadas pelo uso de aminoácidos não-

canônicos contendo um grupamento azida, o qual possibilita a posterior marcação 

ou captura da proteína através da ligação com grupamento alquino presente em 

uma “tag” ou resina (química Click, Figura 9) (Dieterich et al., 2006). A molécula 

azidohomoalanina (AHA) é um aminoácido artificial análogo da metionina que 

possui um grupamento azida e que pode ser incorporada nas proteínas pela 

própria maquinaria de síntese da célula. A captura das proteínas recém 

sintetizadas contendo resíduos de AHA pode ser realizada utilizando, por 

exemplo, uma resina alquino-agarose (Figura 9). 

A técnica BONCAT permite a separação das proteínas marcadas do 

proteoma preexistente nas células através de purificação por afinidade e posterior 

identificação por espectrometria de massas (MS) em tandem. A utilização da 

técnica BONCAT possibilita uma marcação especifica de proteínas recém 

sintetizadas pelos organismos frente a alteração no ambiente, como por exemplo 

o tratamento com cisplatina. Além disso, esta técnica permite uma análise 

temporal e análise da dinâmica do proteoma do organismo de estudo. Esta 

resolução temporal é de extrema importância para a descrição das respostas 

imediatas das células frente a mudanças no ambiente e também importante para 

a identificação dos primeiros processos ativados após alguma alteração no 

ambiente. O uso da técnica BONCAT é uma maneira de identificar mais 

especificamente as alterações que ocorrem em células sensíveis e resistentes a 

drogas quimioterápicas, como CDDP, logo após o início do tratamento. Além 

disso esta técnica diminui a complexidade da amostra a ser analisada e possibilita 

a identificação de proteínas que anteriormente não poderiam ser identificadas por 

possuírem uma expressão inicial (pouca quantidade proteica) em resposta a 

mudança no ambiente, ou por possuírem expressão não tão significativa. 
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Figura 9. Processo da técnica BONCAT. Ilustração da ligação de grupamento alquino-azida na 
presença de cobre. 

 

 

 

2. JUSTIFICATIVA 
	  

O câncer de pulmão possui uma grande incidência mundial e dentre as 

mortes causadas por câncer, ele é o segundo responsável no mundo. A 

quimioterapia é o principal tratamento deste tipo de tumor, sendo que cisplatina 

tem sido um dos quimioterápicos mais utilizados para o tratamento deste tipo 

tumoral. Contudo, diversos pacientes apresentam resistência a esta molécula o 

que leva ao insucesso do tratamento. Diversos mecanismos moleculares são 

conhecidos como mecanismos de resistência a cisplatina, porém nenhuma 

alternativa para o tratamento de câncer de pulmão foi desenvolvida. Muitos 

estudos utilizam modelos celulares para o esclarecimento do comportamento de 

células tumorais em resposta a drogas quimioterápicas. Além disso, linhagens 

resistentes a quimioterápicos também são bons materiais de estudo para melhor 

elucidação de mecanismos envolvidos na resistência a quimioterapia. Neste 

cenário, o desenvolvimento de linhagens celulares com níveis de resistência 

clinicamente relevantes se torna mais adequado para o entendimento dos 

mecanismos de resistência à quimioterápicos. Sendo assim, este trabalho tem 

como objetivo desenvolver uma linhagem celular de adenocarcinoma de pulmão 

humano com nível de resistência a cisplatina clinicamente relevante e posterior 
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avaliação de proteínas sintetizadas em resposta ao tratamento com cisplatina. As 

linhagens celulares utilizadas neste estudo foram caracterizadas em nível celular 

e proteômico. As proteínas diferencialmente expressas em resposta ao 

tratamento com cisplatina com potencial participação na resistência a droga e os 

mecanismos moleculares nos quais estas estão envolvidas foram avaliados e 

discutidos.  

 

 
3. OBJETIVOS 
 

Identificação de proteínas e mecanismos moleculares diferencialmente 

regulados em células humanas de adenocarcinoma de pulmão com diferentes 

sensibilidades à cisplatina em resposta ao tratamento com a droga 

 

3.1. Objetivos específicos 
 

Desenvolver um modelo celular com níveis clinicamente relevantes de 

resistência à cisplatina baseado na linhagem celular humana de adenocarcinoma 

de pulmão A549. 

Avaliar a resposta das células sensíveis e resistentes ao tratamento com 

cisplatina através de análises de apoptose e dano ao DNA. 

Identificar proteínas recém sintetizadas em células sensíveis e resistentes 

a cisplatina em resposta ao tratamento com a droga. 

Identificar proteínas diferencialmente expressas entre os fenótipos 

celulares. 

Identificar as funções moleculares, os processos biológicos e as vias de 

sinalização relacionadas às proteínas diferencialmente expressas entre os 

fenótipos celulares em resposta ao tratamento com a droga. 
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4. ARTIGO CIENTÍFICO 
 

Nesse capítulo será apresentado o artigo científico resultante do trabalho 

desenvolvido durante o período de mestrado. Este artigo está no formato do 

periódico “Scientific Reports”. A discussão será realizada com base nas figuras 

aqui apresentadas. Para acesso aos materiais suplementares citados entrar em 

contato com a autora através do e-mail cristinedutra@hotmail.com 
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Abstract 
Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths and its treatment is 

based in chemotherapy using platinum containing compounds, mainly cisplatin 

(CDDP). Many patients show resistance to CDDP leading to treatment failure. To 

understand the mechanisms involved in CDDP resistance in lung cancer, we used 

CDDP-sensitive (A549) and –resistant (A549/CDDP) cells and bioorthogonal 

noncanonical amino acid tagging to identify newly synthesized proteins in temporal 

response to CDDP exposure. We identified 173 and 136 proteins regulated by 

CDDP in A549 and A549/CDDP cells, respectively. It was possible to identify 

proteins relate to several distinct molecular mechanisms involved in CDDP 

response, including alternative splicing, response to oxidative stress, telomere 

maintenance, apoptosis regulation and cystoskeleton reorganization. Our results 

showed that A549/CDDP cells are less susceptible to DNA damage caused by 

CDDP, and also are able to express proteins that combat the reactive oxygen 

species generated in response to CDDP. In addition, CDDP induces different 

apoptotic pathways in drug-sensitive and resistant cell, with the activation of the 

extrinsic and intrinsic apoptotic pathway in A549 and A549/CDDP cells, 

respectively. So, our study provided evidence of proteins and pathways that could 

be targets for new therapies to overcome tumor resistance. 
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1. Introduction 
Cancer is one of the leading causes of morbidity and mortality worldwide. In 

this scenario, lung cancer has a high incidence on the world population and it is 

the leading cause of cancer-related deaths. In 2015, lung cancer was responsible 

for approximately 1.7 million deaths worldwide. Since the disease is usually 

diagnosed in advanced inoperable stages, the main treatment of lung cancer is 

based on chemotherapy using platinum derived agents, such as cisplatin1. 

Cisplatin (cis-diamminedichloroplatinum, CDDP) is one of the main chemicals 

used to treat lung cancer as well as other types of tumors, such as head and neck, 

ovarian and breast cancers1–3. The cisplatin is toxic to the cells because it is able 

to form inter- and intrastrands adducts on DNA purine bases, blocking the 

replication and transcription processes, which ultimately result in cell death4. 

CDDP can also induce the production of reactive oxygen species, resulting in 

oxidative stress that can lead to cell death4,5. 

Cancer cells from many patients show resistance (intrinsic or acquired) to 

chemotherapy with cisplatin, which is the main cause of treatment failure1. 

Cisplatin resistance is complex and involve the modulation of multiple molecular 

pathways6. Molecular mechanisms of cisplatin resistance include changes in 

cellular influx/efflux of the drug, detoxification by thiol-containing proteins, effective 

mechanisms of DNA repair and alterations in the expression levels of proteins 

involved in apoptotic pathways4,6. 

Cell lines are widely used to study drug resistance in cancer cells7–9. 

Cellular models allow comparative studies on gene expression between drug-

sensitive and resistant cells and between cells before and after drug treatment10–

12. Although laboratory cell lines with high levels of drug resistance are the cellular 

models of choice for in vitro studies of drug resistance, as they have stable 

resistance over time and to freeze/thawing cycles, these cells have generated 

results of limited clinical relevance8,13. Thus, clinically relevant resistant cell lines, 

which simulate resistance levels observed in tumor cells isolated from patients 

before and after chemotherapy, appear as important alternative study tools. These 

cellular models may generate results that are more applicable to a clinical 

scenario, although presenting disadvantages regarding their in vitro maintenance 
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and analysis, which include unstable resistance, low levels of drug resistance and 

subtle molecular changes8. 

Proteomic approaches are powerful tools to assess protein expression 

changes in response to diverse stimuli, including drug treatment 4,14,15. Cellular 

proteomics have been successfully used to study resistance to chemotherapy in 

several types of cancer 16–18. However, the specific analysis of the proteins 

synthesized by the cells in response to drug treatment is essential to provide a 

temporal dynamic view of proteome changes induced by chemotherapy19,20. 

To better understand the molecular mechanisms controlling the immediate 

response of cancer cells to chemotherapy exposure, we generated a clinically 

relevant cisplatin-resistant cellular model from A549 human lung cancer cells and 

used bioorthogonal noncanonical amino acid tagging (BONCAT)19 in conjunction 

with LC-MS/MS to selectively label, purify and identify proteins synthesized by 

drug-sensitive and resistant cells during early response to cisplatin. We identified 

several proteins that could be involved in the adaptation of cancer cells to CDDP 

exposure. The proteins regulated in CDDP-resistant and –sensitive cell lines were 

involved in many different mechanism, including response to oxidative stress, 

regulation of telomere maintenance and alternative splicing. These identified 

mechanisms and proteins can be a potential target to overcome the resistance of 

chemotherapy and also can serve as biomarkers of chemotherapy response. 
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2. Results 

 

2.1. Cisplatin-resistant lung cancer cells display clinically relevant levels of 
drug resistance and morphological alterations 

We established a cisplatin-resistant cell subline (A549/CDDP) from parental 

A549 human lung cancer cells using a continuously stepwise exposure to 

increasing, low concentrations of CDDP (0.1 – 0.5 µM) during 15 days. After 5 

rounds of treatment, A549/CDDP cells showed a GI50 (50% growth inhibition) of 

~15 µM, resulting in a 3-fold increase in cisplatin resistance compared with their 

parental A549 cell line (GI50 = ~4.5 µM) (Fig. 1A). As expected for a clinically 

relevant cellular model, in addition to low levels of drug resistance, A549/CDDP 

cells showed unstable cisplatin resistance, returning to resistance levels of the 

parental cell line after approximately one month in drug-free medium (data not 

shown). Therefore, A549/CDDP cells were maintained in culture medium 

containing 0.5 µM of cisplatin to ensure maintenance of the resistant phenotype 

and removed 3 days before the experiments. The acquisition of cisplatin 

resistance was accompanied by morphological changes in A549/CDDP cells, 

including cell elongation and membrane protrusions, resulting in a fibroblast-like 

morphology, in contrast to the more rounded shape displayed by parental A549 

cells (Fig. 1B). 
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Figure 1. Clinically relevant cisplatin-resistant A549 cells display low levels of drug 
resistance and morphological changes. (a) Growth curves of A549 and A549/CDDP in presence 
of different concentration of cisplatin. Values represented the mean ± SD from triplicate samples. 
(b) Representative images of cellular morphology of A549 and A549/CDDP cells. The image was 
obtained using EVOS FLoid with 460x magnification. 

 

2.2. Short exposure to CDDP causes DNA damage in sensitive and resistant 
cells. 

Since DNA is the primary target of the CDPP, we characterized the early 

effects of the drug in A549 and A549/CDDP cells evaluating the DNA damage 

induced by a short-term exposure to CDDP using H2Ax phosphorylation kinetics. 

The cells were treated with their respective GI50 of CDDP and the DNA damage 

was evaluated 2, 4 and 8 h after treatment. The percentage of A549 and 

A549/CDDP cells positive to γ-H2AX showed a statistically significant increase 

after CDDP treatment in all incubation times analyzed (Fig. 2A). Although, the 

percentage of DNA damage caused by equitoxic doses of cisplatin did not show 

statistical difference between sensitive and resistant cells, it was possible to 
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observe that the sensitive cells accumulated more DNA damage over time. In 

contrast to resistant cells, A549 cells showed a statistically significant increase in 

DNA damage 8 h after CDDP exposure (Fig. 2B). As CDDP-induced DNA damage 

may lead to apoptosis, we tested whether the drug treatment was able to induce 

apoptosis in A549 and A549/CDDP cells during the short exposure times used in 

our experimental conditions. As expected, both cell lines showed very low 

percentage of apoptotic cells (~4%) during the time course of the experiment, with 

no statistically significant differences between cell types, drug exposure or 

incubation times (data not shown). 

 

	  
Figure 2. DNA damage caused in A549 and A549/CDDP cells by short-term exposure to 
CDDP. DNA damage was measured by flow cytometry using antibodies anti-γ-H2Ax and PI. (a) 
A549 and A549/CDDP cells were treated with their respective GI50 of CDDP for 2, 4 and 8 h. (b) 
Temporal DNA damage analysis in untreated (control) and CDDP-treated A549 (left) and 
A549/CDDP (right) cells. Each experiment was carried out in triplicate; the statistical analysis was 
done using Two way ANOVA; error bars represent SEM; *P<0.05, **P<0.01 and ****P<0.0001. 	  

  

a
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2.3. CDDP induce the expression of different sets of proteins in A549 and 
A549/CDDP cells. 

We used bioorthogonal noncanonical amino acid tagging (BONCAT) and 

LC-MS/MS to measure temporal proteome changes induced by short exposure to 

CDDP in A549 and A549/CDDP cells. The methionine analogue 

azidohomoalanine (AHA) was used to selectively label proteins synthesized by the 

cells in response to CDDP treatment and an alkyne agarose resin was employed 

to capture azide-containing newly synthesized proteins by click chemistry21,22. The 

cells were treated with their respective GI50 of CDDP or with NaCl 0.9% (untreated 

control cells) and the azide-containing proteins synthesized by the cells in 2, 4 and 

8 h of incubation were specifically purified and analyzed by LC-MS/MS. Our 

proteomic approach allowed the total identification (treated and untreated cells) of 

122, 217 and 111 proteins synthesized by A549 in 2, 4 and 8 h of exposition, 

respectively; and 118, 183 and 183 proteins synthesized by A549/CDDP in 2, 4 

and 8 h of treatment, respectively, resulting in a total of 251 unique proteins 

(Supplementary Tables S1 and S2). The total number of proteins identified in each 

condition is shown in Figure 3. It is noteworthy that the protocol to A549/CDDP cell 

development was applied three times independently and the resultant cells were 

considered biological replicates. In proteomic experiments, only protein 

identifications based on at least two peptides and confirmed in at least two out of 

these three replicates were considered in order to improve confidence and 

reproducibility. These stringent criteria were adopted in order to identify proteins 

and molecular mechanisms consistently involved in CDDP resistance and cellular 

response.  

T-test was used to identify proteins with differential abundance between 

CDDP-treated and control cells in each drug exposure time. In A549, 54, 69 and 

50 proteins were found differentially abundant after 2, 4 and 8 h of CDDP 

treatment, respectively (Fig. 3 and Supplementary Table S3). Forty-one, 50 and 45 

proteins were found with altered expression in A549/CDDP cells after 2, 4 and 8 h 

of CDDP exposure, respectively (Supplementary Table S4). In A549, alpha-

actinin-4, annexin A1 and profilin-1 are upregulated and were previously related 

with cytoskeletal organization and cancer development. Proteins downregulated 
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by CDDP treatment include proteins involved in splicing, such as several 

heterogeneous nuclear ribonucleoproteins and spliceosome RNA helicase 

DDX39B. Proteins related to cell stress response, including heat shock proteins, 

were also identified as downregulated in A549 cells. On the other hand, in 

A549/CDDP cells, proteins upregulated by CDDP exposure include proteins 

involved in unfolded protein response and protective role against oxidative stress, 

including endoplasmic reticulum proteins, such as protein disulfide-isomerases, 

calnexin and endoplasmic reticulum resident protein 29. Proteins related to 

translation were also upregulated by CDDP in A549/CDDP, as well as proteins 

involved in splicing. In contrast, proteins involved in protein transport and 

trafficking are downregulated, including programmed cell death 6-interacting 

protein and prosaposin. 

 

Figure 3. Total number of identified proteins in A549 and A549/CDDP cells in each time point 
of treatment. The proteins were identified by LC-MS/MS and the differentially abundant proteins 
were identified after T-test. Proteins that did not present statistical differences are represented by 
dark grey color, proteins upregulated after CDDP treatment are represented by black color and 
proteins downregulated by CDDP are represented by light grey.  
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Although the stringent criteria adopted in our experimental design generate 

more reliable and consistent results, it is possible that we have lost some proteins 

potentially involved in CDDP response. For example, proteins detected in only two 

replicates have lower mean quantitative values, which may have resulted in non-

statistically significant differences when CDDP-treated and untreated cells were 

compared. Thus, we performed a hierarchical clustering using protein Log2 fold-

change (FC) values in order to identify proteins with relevant expression profiles, 

even with non-statistically significant results. From this approach, it was possible 

to identify a total of 16 and 17 clusters of protein expression profiles for A549 and 

A549/CDDP cells, respectively (Fig. 4A and Fig. 5A, Supplementary Tables S5). 

In A549, clusters 4, 5, 6, 8 and 9 include proteins upregulated by CDDP 

treatment in different times. Clusters 4 and 6 represent proteins upregulated after 

8 h of CDDP treatment, including glutathione S-transferase P (cluster 4) and 

vinculin (cluster 6). The cluster 5 represents proteins downregulated after 2 h and 

upregulated after 4 h of CDDP exposure. In this cluster, all proteins were identified 

with expression statistically different from control cells after 2 h of CDDP exposure, 

but only transaldolase had statistically significant difference after 4 h of CDDP 

treatment. Cluster 8 presents proteins upregulated in the final time of CDDP 

treatment; among these proteins we found stress-induced-phosphoprotein 1 and 

peroxiredoxin-6. Cluster 8 is composed by 10 proteins, all of them are upregulated 

by CDDP after 8 h of CDDP exposure, but 5 of them did not show expression 

statistically different after 4 h of treatment. Cluster 9 present proteins upregulated 

in the initial and final times of CDDP treatment, including DnaJ homolog subfamily 

A member 1 and reticulon-4. In addition, cluster 12, 14 and 16 are composed by 

proteins downregulated by CDDP treatment (Fig. 4B). Proteins additionally 

identified by our hierarchical clustering approach as downregulated by exposure to 

CDDP include ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 (cluster 12) and T-

complex protein 1 subunit alpha (cluster 15). 
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Figure 4. Expression clustering of identified proteins in A549. The clustering of proteins 
identified in A549/CDDP cells resulted in a total of 16 clusters (a). The expression profiles of some 
clusters are represented in (b). The expression clustering was made using the Log2(FC) value and 
using RStudio software. FC = Fold Change. 

  

a b 

1 

2 
3 4 

5 

6 

7 

8 
9 

10 

11 

12 
13 

14 

15 
16 

0 5 10 -5 -10 
Log2(FC) 

2 hours 4 hours 8 hours 

!10$
!8$
!6$
!4$
!2$
0$
2$
4$
6$
8$

10$
12$
14$

2$hours$ 4$hours$ 8$hours$

Lo
g 2
FC
'

Cluster'4'

!10$
!8$
!6$
!4$
!2$
0$
2$
4$
6$
8$

10$
12$
14$

2$hours$ 4$hours$ 8$hours$

Lo
g 2
FC
'

Cluster'6'

!10$
!8$
!6$
!4$
!2$
0$
2$
4$
6$
8$
10$
12$
14$

2$hours$ 4$hours$ 8$hours$

Lo
g 2
FC
'

Cluster'10'

!10$
!8$
!6$
!4$
!2$
0$
2$
4$
6$
8$

10$
12$
14$

2$hours$ 4$hours$ 8$hours$

Lo
g 2
FC
'

Cluster'8'

!10$
!8$
!6$
!4$
!2$
0$
2$
4$
6$
8$

10$
12$
14$

2$hours$ 4$hours$ 8$hours$

Lo
g 2
FC
'

Cluster'12'

!10$
!8$
!6$
!4$
!2$
0$
2$
4$
6$
8$

10$
12$
14$

2$hours$ 4$hours$ 8$hours$

Lo
g 2
FC
'

Cluster'15'

!10$
!8$
!6$
!4$
!2$
0$
2$
4$
6$
8$

10$
12$
14$

2$hours$ 4$hours$ 8$hours$

Lo
g 2
FC
'

Cluster'11'

!10$
!8$
!6$
!4$
!2$
0$
2$
4$
6$
8$

10$
12$
14$

2$hours$ 4$hours$ 8$hours$

Lo
g 2
FC
'

Cluster'9'

!10$
!8$
!6$
!4$
!2$
0$
2$
4$
6$
8$

10$
12$
14$

2$hours$ 4$hours$ 8$hours$

Lo
g 2
FC
'

Cluster'5'

!10$
!8$
!6$
!4$
!2$
0$
2$
4$
6$
8$

10$
12$
14$

2$hours$ 4$hours$ 8$hours$

Lo
g 2
FC
'

Cluster'16'



	  
39	  

In A549/CDDP cells, cluster 3 represents proteins with high expression 

during all CDDP treatment; cluster 6 represent proteins upregulated after 4 and 8 

h of CDDP treatment; and cluster 4 represent proteins with expression induced 

only 8 h after treatment with the drug (Fig. 5B). Among these proteins, protein 

disulfide-isomerase (P4HB) in cluster 3 present high expression during all CDDP 

exposure time. T-complex protein 1 subunit gamma, Rab GDP dissociation 

inhibitor beta and calmodulin present high expression profiles only after 8 h of 

CDDP treatment, all present in cluster 4. It is interesting to highlight the protein 

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B (PPIB), which is present in cluster 6 with high 

expression after CDDP exposure but did not show statistical difference in t-test 

analysis. In addition, protein disulfide-isomerase A4, prostaglandin reductase 1 

and voltage-dependent anion-selective channel protein were also grouped in this 

same cluster with high expression after 8 h of CDDP treatment, but they did not 

show statistical difference in expression-test analysis. 

On the other hand, proteins with lower expression at all time points of 

CDDP exposure are represented in cluster 11. Clusters 13 and 14 represent 

proteins downregulated after 8 h of CDDP treatment and cluster 17 represent 

proteins with downregulation only after 4 h of CDDP incubation (Fig. 5B). Proteins 

additionally identified by our hierarchical clustering approach as downregulated by 

CDDP exposure in A549/CDDP cells include ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 

isozyme L1 (cluster 11) and probable ATP-dependent RNA helicase DDX5 (cluster 

14). Matrin-3 (cluster 13) and sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium 

ATPase 2 (cluster 14) were downregulated after 8 h of CDDP treatment, while 

prosaposin (cluster 14) were downregulated after 4 and 8 h of CDDP exposure. 

The cluster 14 are composed by 20 proteins and 14 of them did not present 

statistical difference in t-test analysis, but their expression profiles showed 

downregulation after drug treatment. Among these proteins, we found alpha-

actinin-4, histone H3.2 and 14-3-3 protein zeta/delta. 
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Figure 5. Expression clustering of identified proteins in A549/CDDP cells. The clustering of 
identified proteins in A549/CDDP cells resulted in a total of 17 clusters (a). The expression profiles 
of some clusters are represented in (b). The expression clustering was made using the Log2(FC) 
value and using RStudio software. FC = Fold Change. 
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2.4. Proteins regulated by CDDP exposure in A549 and A549/CDDP cells are 
involved in distinct biological processes and molecular functions. 

Functional enrichment analyses were performed for proteins regulated 

during CDDP exposure in A549 and A549/CDDP cells in order to better 

understand the molecular mechanisms underpinning CDDP response in drug-

sensitive and resistant cells. Proteins with differential abundance between CDDP-

treated and untreated cells (exclusive proteins and proteins with statistically 

significant difference in abundance p ≤ 0.05), in each time point, were submitted to 

functional enrichment analysis according to GO terms. The GO grouping was 

constructed according terms and genes similarities. The results are summarized in 

Figures 6 and 7 and in Supplementary tables S6 and S7.  

The protein profiles of both A549 and A549/CDDP were very dynamic 

during the early CDDP exposition and the GO terms identified reflect the diversity 

of molecular processes activated during the CDDP response of these cells. In 

A549, proteins related to endoplasmic reticulum (ER) chaperone complex and 

cytoskeleton are enriched after 2 h of CDDP treatment, while proteins related to 

splicing were downregulated after 4 h of CDDP treatment. Pseudopodium, 

podosome and double-strand RNA binding were ontologies found upregulated 

after 8 h of CDDP exposure. GO terms related to regulation of stress-activated 

protein kinase (SAPK) signaling cascade were found enriched after 8 h of CDDP 

treatment, while regulation of telomere maintenance was downregulated. Cell-cell 

adhesion was upregulated in 2 and 4 h after CDDP treatment and mechanisms 

related to apoptosis (extrinsic apoptotic signaling pathway and apoptotic cell 

clearance) were upregulated during all CDDP incubation. 
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Figure 6. Gene ontology analysis related to CDDP regulated proteins in A549 cells. The bar 
charts represent the value of –Log(p-value) for each gene ontology group. Gene ontology terms 
related to downregulated proteins are shown in red (a) and the terms related to proteins 
upregulated by CDDP are represented in green (b). The bars are represented in 3 categories: 2 
(ligth red/green), 4 (reed/green) and 8 hours (dark red/green) of CDDP exposition. The gene 
ontology clustering was done using ClueGO. 

	  
In A549/CDDP cells, intramolecular oxidoreductase activity was found 

overrepresented during all CDDP response. GO terms related to protein import 

into nucleus were enriched after 2 h of CDDP treatment. The 4 h of CDDP 

treatment resulted only in upregulated categories for A549/CDDP cells, as 

downregulated proteins did not achieve the necessary criteria for gene ontology 

identification. GO terms found enriched in 4 h of CDDP treatment include the 

regulation of mitophagy, regulation of ER stress-induced intrinsic apoptotic 

signaling pathway, unfolded protein binding, regulation of ER stress, and 

regulation of oxidative stress-induced cell death, the latter also overrepresented 

after 8 h of CDDP incubation. Finally, regulation of intrinsic apoptotic signaling 

pathway was overrepresented in A549/CDDP cells after 8 h of drug exposure, 
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while positive regulation of exosomal secretion was downregulated. 

 

	  
Figure 7. Gene ontology analysis related to CDDP regulated proteins in A549/CDDP cells. 
The bar charts represent the value of –Log(p-value) for each gene ontology group. Gene ontology 
terms related to downregulated proteins are shown in red (a) and the terms related to proteins 
upregulated by CDDP are represented in green (b). The bars are represented in 3 categories: 2 
(ligth red/green), 4 (green) and 8 hours (dark red/green) of CDDP exposition. The gene ontology 
clustering was done using ClueGO. 
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potential protein targets to development of therapeutic strategies to block drug 

resistance pathways. Thus, in this study, we used a clinically relevant resistant 

cellular model from A549 human lung adenocarcinoma and BONCAT to measure 

temporal proteome changes in response to short exposure to CDDP. Our data 

allowed us to have a comprehensive view about cellular proteome dynamics after 

CDDP treatment in drug-sensitive and -resistant cells, providing insights about 

molecular mechanisms that mediate CDDP resistance in lung cancer cells. 

It is known that cisplatin causes DNA crosslinks which affects all process 

linked to DNA, including replication and transcription, mechanisms that are 

impaired resulting in apoptosis4,5. Since we have used a short exposure time to 

cisplatin in our experimental design, we did not detect significant rates of 

apoptosis during the time course of the experiment. However, our proteomic data 

revealed the activation of different mechanisms of apoptosis in A549 and 

A549/CDDP cells. Proteins involved in the regulation of extrinsic apoptotic 

pathway were found upregulated in A549 cells, while proteins involved in the 

regulation of intrinsic apoptotic pathway were detected upregulated in A549/CDDP 

cells. Among these proteins, the serine/threonine-protein phosphatase 2A 

(PPP2R1A) and receptor of activated protein C kinase 1 (RACK1) were identified; 

PPP2R1A is involved in the extrinsic apoptotic pathway and RACK1 in intrinsic 

apoptotic pathway. The anticancer chemotherapy is able to activate the intrinsic 

and/or extrinsic apoptosis pathway23. The extrinsic apoptotic pathway occurs 

through transmembrane receptors, including death receptors members of tumor 

necrosis factor (TNF) superfamily, like CD9524. On the other hand, the intrinsic 

apoptotic pathway is activated by several non-mediated receptor stimuli, these 

stimuli are able to directly activate their target molecules within the cells24. CDDP 

already was identified inducing both intrinsic and extrinsic pathways23. Besides the 

identification of intrinsic (mitochondrial mediated) apoptotic pathway, mitophagy 

(mitochondrial autophagy) was also detected upregulated in A549/CDDP cells. 

Mitochondria can induce cell death in response to changes in the intracellular 

environment; however, cells can degrade dysfunctional mitochondria to defend 

their survival25. Mitophagy is already known to have role in cisplatin resistance, 

since it promotes the cell survival in response to stresses26,27. Since A549 and 
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A549/CDDP can possibly activate distinct mechanisms of cell death in response to 

CDDP, these pathways could be targets for new treatments to overcome the tumor 

resistance. 

As mentioned above, the cisplatin is able to cause DNA damage in the cells 

due to DNA crosslink formation. The A549 and A549/CDDP cells showed higher 

DNA damage in response to CDDP exposure in all evaluated incubation times in 

comparison with non-treated control cells. Differently of A549/CDDP cells, A549 

cells seem to accumulate higher percentage of DNA damage over time. This result 

suggest that A549/CDDP cells could have a more efficient DNA damage repair 

machinery, since DNA repair is among the mechanisms of chemotherapy 

resistance28–30. We found proteins related to DNA damage repair, such as UV 

excision repair protein RAD23 homolog B and ubiquitin-60S ribosomal protein L40, 

downregulated after 4 h of CDDP exposure in A549 cells, suggesting that the DNA 

damage response could be impaired in these cells upon CDDP treatment. 

Although DNA is the main target of cisplatin, only a small fraction of CDDP 

actually interact with DNA, therefore, there are other cytotoxic effects caused by 

cisplatin, including oxidative stress31. CDDP can cause oxidative stress5,32 and it is 

also known that it can cause ER stress33–36. Response of oxidative stress and 

response to unfolded proteins were identified to be involved in drug resistance of 

several types of tumors37–41, and were detected in our study as well. At this 

context, we highlight the protein prolyl 4-hydroxylase beta polypeptide (P4HB), a 

disulfide-isomerase (PDIA1), which was detected upregulated in A549/CDDP cells 

in all CDDP exposure times and downregulated by CDDP in A549 cells after 2 h of 

treatment. Protein disulfide-isomerase A4 (PDIA4) and A6 (PDIA6) were also 

upregulated by CDDP in A549/CDDP after 2 h and 4 h of CDDP treatment, 

respectively. In A549 cells PDIA6 was upregulated after 2 h of CDDP exposure 

and downregulated after 4 h. These proteins are usually found in ER and act as 

chaperone in response to unfolded proteins and also function as disulfide 

isomerase/oxidoreductases42–44. PDIA1, PDIA4 and PDIA6 were already found 

involved in cancer cell resistance in several types of tumor45–48. Therefore, these 

proteins identified as upregulated in response to CDDP treatment in A549/CDDP 
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cells can reduce the damage caused by reactive oxygen species and possibly 

have an important role in CDDP resistance observed in these cells.  

Many GO terms related to cytoskeleton reorganization were found 

upregulated after CDDP exposure in A549 cells, including pseudopodium, 

podosome, cell spreading, actin filament polymerization and actin cytoskeleton 

reorganization. Among these proteins, we highlighted vinculin (VCL), moesin 

(MSN) and vimentin (VIM), a known mesenchymal marker49. These molecular 

mechanisms are observed during epithelial-mesenchymal transition (EMT), a 

process that is known to play an important role in cancer progression and drug 

resistance50,51. Although these processes were found upregulated in A549, the 

EMT morphological features (cell elongation and membrane protrusions) were 

observed for A549/CDDP cells. Therefore, these cellular and molecular processes 

activated in response to CDDP treatment in A549 cells may be positively selected 

during the establishment of drug resistance subline. Studies have shown that ER 

stress could be involved in EMT induction52,53. Since CDDP can cause ER stress, 

the EMT and other survival responses could be selected by the cells to overcome 

CDDP cytotoxicity. 

The oxidative stress caused by CDDP is due to the generation of reactive 

oxygen species (ROS) when CDDP is in the cells. These molecules can be 

deleterious to several mechanisms, so the cells need to maintain the correct 

balance of ROS in order to survive54. Since CDDP induces the production of ROS, 

it is important for the cell to decrease its intrinsic ROS production. In our work, 

proteins related to the GO term ‘negative regulation of ROS metabolic process’, 

including heat shock protein 75 kDa, mitochondrial (TRAP1) and voltage-

dependent anion-selective channel protein 1 (VDAC1), were found enriched in 

A549/CDDP cells after 4 h of CDDP exposure. In oxidative stress, TRAP1 can be 

phosphorylated and then blocks the generation of ROS, probably because of 

blocking of the mitochondrial permeability55. VDAC1 is located at outer 

mitochondrial membrane and is proposed to mediate the transport of ROS release 

from mitochondria to cytosol56. Therefore, these proteins could be used by the 

A549/CDDP cells to combat the ROS induced by CDDP treatment. 
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The telomere is composed of DNA repeats 5’-TTAGGG-3’, which is a good 

target for CDDP crosslink, since the most common DNA adducts formed by CDDP 

is 1,2-intrastrand d(GpG) crosslink and 1,2-intrastrand d(ApG) crosslink57. When 

telomere is critically shortened the normal cells do not divide anymore, become 

senescent and die. In contrast, in cancer cells the telomere length maintenance is 

upregulated, leading the cells to apparently unlimited capacity of growth58,59. 

Therefore, the telomere maintenance is important to cancer development and drug 

resistance60–63. Functional categories related to telomere maintenance were 

detected in A549 and A549/CDDP cells, mainly because proteins members of 

TRiC (TCP-1 Ring Complex) were identified as dynamically regulated by CDDP in 

both cell lines. This complex is responsible for telomerase right location and, 

consequently, for telomere elongation64. So, if the expression of these proteins is 

affected, the telomere maintenance can be impaired. Our results showed that this 

mechanism was dynamically affected by CDDP in both cell lines, and the last 

response to CDDP exposure was different between A549 and A549/CDDP cells, 

since the positive regulation of telomere maintenance was down regulated and up 

regulated after 8 h of CDDP, respectively. 

CDDP can also bind RNA molecules instead of DNA, thus CDDP-RNA 

crosslink can impair the splicing mechanism65. Heterogeneous nuclear 

ribonucleoproteins (hnRNPs) A1, M and F were detected downregulated in A549 

cells after 4 h of CDDP treatment, as well as serine/arginine-rich splicing factor 1 

(SRSF1) and spliceosome RNA helicase DDX39B. The role of hnRNPs is to 

interact and regulate the fate of components required for pre-mRNA processing66, 

while SRSF1 is responsible for splice site recognition67. It is know that cisplatin 

can inhibit the pre-mRNA splicing and when this process is impaired there is a 

decrease of the proteome diversity and, consequently, of the capability of 

adaptation to different physiological situations65,68,69.	  Therefore, impaired splicing 

observed in A549 cells may play a negative role in the adaptation and survival of 

these cells in cisplatin-containing medium. 

Mechanisms involved in cancer drug resistance are still unclear, so more 

studies are needed to identify molecular pathways and proteins related to drug 

resistance. To our best knowledge, this was the first work to employ BONCAT 
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technology to study proteome dynamics in response to CDDP in drug-resistant 

and –sensitive cancer cells. In this way, we were able to identify proteins and 

mechanisms regulated in response to CDDP exposure in CDDP-sensitive and 

resistant cells. We highlight proteins that could be potential biomarkers of CDDP 

response and interesting targets to cancer therapeutics. 

 

4. Methods 
 
4.1. Cell culture and cisplatin treatment 

Human lung cancer cell line A549 was maintained in RPMI 1640 medium 

supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 units/mL penicillin and 100 µg/mL 

streptomycin. The cells were maintained in a humidified incubator of 5% CO2 at 37 

°C. The cisplatin-resistant subline A549/CDDP was generated by continuously 

exposing 5x105 A549 cells to increasing concentration of CDDP (in 0.9% NaCl) 

(0.1, 0.2, 0.3, 0.4 and 0.5 µM) for 72 h each. The GI50 for cisplatin was measured 

by sulforhodamine B assay70. The A549/CDDP subline was maintained in culture 

medium containing 0.5 µM of cisplatin to maintenance of the resistant phenotype 

and cultured in drug-free medium at least 3 days before the experiments. CDDP-

resistant sublines were independently generated three times, which were 

considered biological replicates in all experiments performed. 

 

4.2. DNA damage analysis 
A549 and A549/CDDP cells were seeded in a 6-well plate at a density of 

1x106 cells per well. After overnight adhesion, the cells were treated with their 

respective GI50 of CDDP (4.5 µM for A549 and 15 µM for A549/CDDP) for 2, 4 and 

8 h. The DNA damage was assessed by H2Ax phosphorylation using flow 

cytometry (anti γ-H2AX as primary antibody and anti-rabbit Alexa Fluor 488 

conjugate as secondary antibody), essentially as described71.  
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4.4. Protein extraction and sample processing for mass spectrometry 
analysis 

A549 and A549/CDDP cells (3 x 105) were seeded in 6-well plates and 

allowed to adhere overnight. For metabolic labelling, cells were starved of 

methionine by 1-h incubation with RPMI 1640 medium without methionine and 

absence of fetal bovine serum. After the incubation, the methionine analogous, 

azidohomoalanine (AHA, 1 mM), was added to medium and then the cells were 

incubated for 2, 4 or 8 h in absence or presence of CDDP (GI50 of each cell line). 

After each incubation time, the proteins were extracted and newly synthesized 

proteins were enriched using the Click-iT Protein Enrichment Kit (Invitrogen 

C10416) as previously described72. Peptides were desalting using Oasis HLB 

cartridges (Waters, 186000383) prewashed with 2 mL of 100% acetonitrile and 2 

mL of 0.1% trifluoroacetic acid (TFA). The samples were loaded in the column and 

washed with 2 mL of 0.1% TFA and eluted with 0.1% TFA in 50% acetonitrile. 

 

4.5. Mass spectrometry and data analysis 
Peptides were analyzed by LC-MS/MS using a nanoACQUITY UPLC 

system coupled to a Xevo G2-XS Q-Tof mass spectrometer (Waters) with a low-

flow probe at the source. Peptides were separated by analytical chromatography 

(Acquity UPLC BEH C18, 1.7  µm, 2.1  ×  50 mm, Waters) at a flow rate of 8 µl/min, 

using a 7–85% water/ACN 0.1% formic acid linear gradient over 90 min. The MS 

survey scan was set to 0.5 s and recorded from 50 to 2000 m/z. MS/MS scans 

were acquired from 50 to 2000 m/z, and scan time was set to 1 s. Data were 

collected in data-independent MSE mode of acquisition.  

Continuum LC-MSE data were processed and searched using ProteinLynx 

Global Server version 2.5 (PLGS, Waters Corporation). The searches were 

conducted against human protein sequences obtained from UniProt/Swiss-Prot 

and tolerances were set to automatic (typically 10 ppm for precursor and 20 ppm 

for product ions), with trypsin as enzyme, maximum of one missed cleavage, fixed 

carbamidomethyl modification for cysteine residues, and oxidation of methionine 

as variable modification. After, the dataset was uploaded in Scaffold (Proteome 

Software Inc., version 4.8.3) to validate the peptide and protein identifications. The 



	  
50	  

peptide identifications were accepted if greater than 95.0% probability and the 

protein identifications were accepted if greater than 99% probability and contained 

at least 2 identified peptides. The false discovery rate, FDR (Decoy), was 1.9% for 

proteins and 0.05% for peptides. The quantitative differences between CDDP-

treated and untreated cells were analyzed by Student’s t-test in Perseus software 

(MaxQuant, version 1.5.1.6.) using Normalized Top 3 Precursor Intensity values. 

p-values lower than 0.05 were considered statistically significant. All proteins 

identified in A549 and A549/CDDP were clustered using log2 fold-change values 

and RStudio software. To avoid infinite values derived from taking the log of zero, 

quantitative values of zero were replaced by the lowest quantitative value of the 

dataset. The ontologies of proteins regulated by CDDP (p < 0.05) were identified 

using the ClueGO plugin73 in the Cytoscape software, with the following 

parameters: two-sided hypergeometric test (Enrichment/Depletion) with Benjamini-

Hochberg correction, the minimum and maximum GO levels were 3 and 5, 

respectively, the minimum number of genes chosen was 2 and minimum 

percentage set as 3.4%, the percentage for a cluster to be significant was selected 

as 67%, the percentage for group sharing as 60% and kappa score threshold was 

set as 0.52. 
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5. DISCUSSÃO 
 

Os mecanismos envolvidos na resistência a cisplatina ainda são pouco 

entendidos, desta forma estudos para a elucidação e entendimento dos 

mecanismos envolvidos na resistência são de grande importância. A análise da 

dinâmica de proteínas recém-sintetizadas após o tratamento com CDDP é 

relevante para a elucidação de mecanismos selecionados para o estabelecimento 

de linhagens resistentes, bem como de processos biológicos e mecanismo de 

sobrevivência que são ativados em resposta a CDDP em células resistentes a 

droga. O estudo de proteínas recém-sintetizadas também permite a identificação 

de proteínas candidatas para serem silenciadas ou superexpressadas, evitando o 

desenvolvimento da resistência bem como a sobrevivência na presença da droga. 

Neste estudo, foi utilizado um modelo celular de resistência clinicamente relevante 

para a análise das mudanças temporais de proteínas recém-sintetizadas após 

curta exposição a CDDP em células sensíveis (A549) e resistentes (A549/CDDP). 

Nossos dados permitiram obter uma ampla visão do que ocorre nas células após 

o tratamento com CDDP, bem como a identificação de possíveis mecanismos e 

proteínas responsáveis pela resistência a CDDP em células de câncer de pulmão. 

A CDDP é capaz de formar ligações cruzadas no DNA e afetar processos 

moleculares ligados ao DNA, incluindo replicação e transcrição (Esteban-

Fernández et al., 2010). Na presença de CDDP, estes mecanismos podem ser 

prejudicados resultando na ativação de vias apoptóticas. Embora alterações na 

taxa de apoptose não tenham sido observadas através da análise de citometria de 

fluxo, foi possível identificar proteínas relacionadas a mecanismos de apoptose 

através dos estudos proteômicos realizados. Nas células A549 foi possível 

identificar proteínas com regulação aumentada envolvidas na via extrínseca de 

apoptose, enquanto que nas células A549/CDDP proteínas envolvidas na 

regulação da via intrínseca de apoptose foram reguladas positivamente. A via 

extrínseca de ativação da apoptose envolve receptores transmembrana, como os 

receptores membros da superfamília dos receptores de fatores de necrose 

(Elmore, 2007). Já a via intrínseca de ativação da apoptose não envolve 

receptores transmembrana e é ativada por estímulos que produzem sinais 
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intracelulares que são capazes de atuar diretamente em alvos dentro da célula, 

como, por exemplo, a mitocôndria (Elmore, 2007). 

Dentre as proteínas identificadas com regulação aumentada por CDDP nas 

células A549 e A549/CDDP podemos destacar a proteína serina/treonina 

fosfatase 2A (PPP2R1A) e o receptor de proteína quinase C ativada 1 (RACK1), 

respectivamente. PPP2R1A possui envolvimento na via extrínseca de apoptose e 

RACK1 na via intrínseca de apoptose. Bax é um membro da família Bcl-2 que 

possui papel importante na via de sinalização de apoptose enquanto que Bcl-XL é 

uma proteína anti-apoptótica associada a Bax. Portanto, a ligação de Bcl-XL a 

Bax, impede que Bax exerça seu papel pró-apoptótico. Wu et al. (2010) 

demonstraram que RACK1 promove a oligomerização de Bax e a dissociação da 

interação Bax-Bcl-XL, tendo como consequência a indução de apoptose. Src 

ativado possui um papel de proteção contra apoptose em células de câncer de 

colón e foi demonstrado que RACK1 também é capaz de reprimir a atividade de 

Src levando a ativação de apoptose (Mamidipudi e Cartwright, 2009). Por outro 

lado, diversos estudos encontraram que RACK1 é capaz de reprimir a apoptose, 

inclusive em células de câncer tratadas com paclitaxel (Mourtada-Maarabouni et 

al., 2005; Zhang et al., 2008; Inayat-Hussain et al., 2009). RACK1 é capaz de 

promover a degradação de BimEL em células tratadas com paclitaxel, resultando 

na repressão da apoptose. BimEL, sob condições normais, é regulada pela 

ligação a microtúbulos ou por interação direta com proteínas 14-3-3. Porém, após 

estímulos apoptóticos, BimEL é translocada para a membrana mitocondrial 

externa, onde promove a apoptose (Zhang et al., 2008). 

Proteínas envolvidas no processo de mitofagia foram identificadas com 

expressão aumentada em células A549/CDDP após o tratamento com CDDP, 

sendo elas a proteína deglicase DJ-1 e a proteína VDAC1 (do inglês “Voltage-

Dependent Anion-selective Channel 1). O processo de mitofagia já foi descrito 

como envolvido na resistência a CDDP, já que células tumorais podem degradar 

mitocôndrias disfuncionais para promover a sobrevivência celular em resposta a 

estresses (Su et al., 2016; Villa et al., 2017). VDAC1 é uma proteína que está 

presente na membrana mitocondrial externa e é proposta como alvo de ligação de 

moléculas pró- e anti-apoptóticas, como membros da família Bcl-2 e HK-I/HK-II, 
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respectivamente (Shoshan-Barmatz e Mizrachi, 2012). DJ-1 já foi identificada 

como potencial marcador de resistência a CDDP em câncer de pulmão de não 

pequenas células (Zeng et al., 2011). 

Como mencionado acima, CDDP é capaz de causar dano no DNA devido a 

formação de ligações cruzadas no DNA. Em nossos resultados, o dano no DNA 

em ambas linhagens celulares, A549 e A459/CDDP, apresentaram maior número 

de células marcadas positivamente para a presença de dano no DNA após os 

períodos de exposição a CDDP quando comparadas com as células controle não 

tratadas. Comparando as taxas de dano entre as linhagens A549 e A549/CDDP, 

as células A549 parecem acumular maior porcentagem de dano no DNA ao longo 

do tempo, já que foi possível detectar diferença nas taxas de dano das células 

tratadas por 2 e 4 horas quando comparadas com a taxa de dano no DNA após 8 

horas de tratamento com CDDP. Por outro lado, nas células A549/CDDP esta 

diferença no dano no DNA não foi observada. Estes resultados podem indicar que 

as células A549/CDDP sofrem menor dano no DNA causado por CDDP ou 

possuem uma maquinaria de reparo ao dano no DNA mais eficiente, mecanismos 

de resistência a CDDP comumente observados em outros modelos celulares 

(Martin et al., 2008; Oliver et al., 2010; Wang et al., 2013). Além disso, proteínas 

relacionadas ao reparo de dano no DNA pela via de reparo por excisão de 

nucleotídeo foram identificadas com expressão diminuída após 4 horas de 

exposição a CDDP nas células A549. Este resultado pode indicar que a resposta 

ao dano no DNA está prejudicada nestas células.  

As proteínas que estão envolvidas neste processo de reparo e que foram 

identificadas com expressão alterada em resposta a CDDP são as proteínas 

RAD23 homóloga B (RAD23B) e proteína ribossomal 60S L40 conjugada a 

ubiquitina. RAD23B faz parte do complexo XPC, o qual é responsável pela 

detecção de dano no DNA pela via de reparo de excisão de nucleotídeo no 

genoma global (Zhang et al., 2015). RAD23B se liga ao complexo XPC e 

estabiliza sua ligação e sua função de reparo ao DNA (Sugasawa et al., 1996; 

Zhang et al., 2015). A poli-ubiquitinação geralmente leva a degradação de 

proteínas via proteossomos, porém a conjugação da ubiquitina em determinados 

resíduos de proteínas tem sido relacionada a resposta ao dano no DNA 
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(Hofmann, 2009). Proteínas contendo uma única ubiquitina ou cadeias de 

ubiquitinas não clássicas normalmente se encontram perto de sítios de dano no 

DNA e podem atuar no seu reparo (Hofmann, 2009). Sendo assim, a proteína 

ribossomal 60S L40 pode ter um papel no reparo ao dano no DNA devido a sua 

conjugação a ubiquitina. 

Processos relacionados a reorganização do citoesqueleto foram 

identificados em células A549 após o tratamento com CDDP, incluindo 

propagação celular, pseudópodes, polimerização de filamentos de actina e 

reorganização do citoesqueleto de actina. Proteínas envolvidas na organização do 

citoesqueleto, como vinculina (VCL), moesina (MSN) e vimentina (VIM), sendo 

esta última um marcador mesenquimal (Ivaska, 2011), foram detectadas com 

expressão aumentada nas células A549. A morfologia celular sofre alterações 

dependentemente da quantidade de VIM endógena encontrada na célula, quanto 

maior a quantidade de VIM mais alongada será a sua morfologia, enquanto que 

menores concentrações de VIM favorecem uma morfologia mais arredondada 

(Mendez et al., 2010). Além disso, VIM também é capaz de aumentar a motilidade 

celular de células epiteliais, bem como afetar a capacidade de adesão destas 

células. A proteína VCL é encontrada nos sítios de adesão focal e já foi 

identificada relacionada com uma maior motilidade celular em condições de 

hipóxia (Misra et al., 2012). Outro estudo demonstrou que VCL diminui a 

capacidade de invasão de células de câncer colorretal, bem como a transição 

epitélio-mesenquimal (EMT, do inglês “Epithelial-Mesenchymal Transition”) (Li et 

al., 2014). Estes mecanismos relacionados a reorganização do citoesqueleto são 

observados durante a EMT, um processo que é conhecido por possuir um papel 

importante na progressão do câncer e na resistência a drogas (Shang et al., 2013; 

Du e Shim, 2016). 

A EMT é um processo celular no qual as células perdem as características 

epiteliais e ganham características mesenquimais. Durante o processo de EMT as 

células geralmente adquirem uma maior motilidade e maior capacidade de 

invasão, além disso as células perdem seus contatos célula-célula e se tornam 

mais alongadas e migratórias (Shah et al., 2017). Embora estes processos 

estejam representativamente mais expressos nas células A549, as características 
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da transição epitélio-mesenquimal (alongamento celular e protrusões 

membranares) estão relacionadas a morfologia observada nas células 

A549/CDDP. Estes processos celulares e moleculares ativados em resposta ao 

tratamento com CDDP podem, portanto, ter sido positivamente selecionados 

durante o estabelecimento da linhagem celular resistente a CDDP. Estudos têm 

mostrado que o estresse no retículo endoplasmático, processo também 

identificado em nossos resultados, pode ser responsável pela indução da 

transição epitélio-mesenquimal (Tanjore et al., 2011; Shah et al., 2017). Além do 

estresse no retículo endoplasmático induzir a EMT, o próprio microambiente 

tumoral pode possibilitar a ativação da EMT, como, por exemplo, hipóxia. Além 

disso, fibroblastos associados ao câncer, encontrados no estroma tumoral, 

possuem um papel importante no comportamento invasivo e proliferativo das 

células tumorais já que são capazes de secretar citocinas facilitando a EMT (Du e 

Shim, 2016). Já que a CDDP pode causar estresse no retículo endoplasmático, a 

EMT e respostas de sobrevivência podem ser selecionadas pelas células para 

superar os efeitos citotóxicos da droga. Estudos tem demonstrado que EMT pode 

ser utilizada como alvo para a reversão da resistência a quimioterapia (Du e Shim, 

2016). 

Embora o DNA seja o principal alvo da CDDP, apenas uma pequena fração 

da droga interage de fato com o DNA. Existem, portanto, outros efeitos citotóxicos 

causados pela CDDP, incluindo estresse oxidativo (Eastman, 1990). Já foi 

identificado que a CDDP pode causar estresse oxidativo (Deavall et al., 2012; 

Dasari e Tchounwou, 2014) e também é capaz de causar estresse no retículo 

endoplasmático (Mandic et al., 2003; Xu et al., 2014; Shi et al., 2016; Tian et al., 

2017). Mecanismos de resposta a estresse oxidativo e de resposta a proteínas 

desenoveladas já foram identificados envolvidos na resistência a quimioterapia 

em células tumorais (Tsai e Weissman, 2010; Maiti, 2012; Yan et al., 2015; 

Corazzari et al., 2017), e estes mecanismos também foram identificadas em 

nosso estudo. Como as causas de resistência a CDDP podem ser múltiplas, a 

adaptação ao estresse no retículo endoplasmático pode ser um dos mecanismos 

de resistência a droga. Neste contexto, é importante destacar a proteína dissulfeto 

isomerase (P4HB, também conhecida como PDIA1), a qual foi detectada com 
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expressão aumentada nas células A549/CDDP após todos os tempos de 

tratamento com CDDP, e também foi identificada com a expressão diminuída nas 

células A549 após 2 horas de exposição a CDDP. As proteínas dissulfeto 

isomerase A4 (PDIA4) e A6 (PDIA6) também foram identificadas com expressão 

aumentada em resposta a tratamento com CDDP nas células A549/CDDP e 

A549, respectivamente.  

PDIA1, PDIA4 e PDIA6 já foram identificadas envolvidas na resistência ao 

tratamento de células de câncer, incluindo resistência ao tratamento com CDDP  

(Kuo, 2009; Sun et al., 2013; Tufo et al., 2014; Won et al., 2017). PDIA4 e PDIA6 

foram identificadas com expressão aumentada em células de câncer de pulmão 

resistentes a CDDP, sugerindo que elas possuem um papel na adaptação ao 

estresse no retículo endoplasmático. O silenciamento de PDIA4 e PDIA6 foi capaz 

de aumentar a morte celular induzida por CDDP, por outro lado o silenciamento 

de PDIA1 não alterou a viabilidade celular após o tratamento com CDDP. Após o 

silenciamento de PDIA4 e PDIA6, as vias de morte celular ativadas são 

diferentes, enquanto o silenciamento de PDIA4 ativa as caspases 3/7, o 

silenciamento de PDIA6 ativa a caspase 4 (Tufo et al., 2014). Em células de 

glioma maligno, a expressão aumentada de PDIA1 aumentou a viabilidade celular 

em resposta ao tratamento com diferentes doses de temozolamida, enquanto a 

sua inibição diminuiu a resistência destas células a droga (Sun et al., 2013) . 

As PDI são geralmente encontradas no retículo endoplasmático e atuam 

como chaperonas em resposta a presença de proteínas desenoveladas, atuando 

também como dissulfeto isomerase/oxidoredutases (Noiva, 1999; Benham, 2012; 

Grek e Townsend, 2014). Portanto, estas proteínas são capazes de reduzir o 

dano causado pelo estresse oxidativo gerado pelas diferentes interações da 

CDDP com moléculas intracelulares. PDIA6 e PDIA1 também podem ser 

encontradas na membrana plasmática, porém com funções distintas de quando 

encontradas no retículo.  

O estresse oxidativo causado pela CDDP ocorre devido a geração de 

espécies reativas de oxigênio (ROS, do inglês “Reactive Oxygen Species”) após a 

sua entrada nas células. Estas moléculas podem ser prejudiciais para diversos 

mecanismos celulares. Desta forma, é importante que as células mantenham um 
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equilíbrio correto de ROS para sua sobrevivência (Okon e Zou, 2015). Já que a 

presença de cisplatina no interior da célula induz a produção de ROS, é 

importante que as células sejam capazes de diminuir a sua produção intrínseca 

de ROS. Em nossos resultados, foi possível identificar termos de GO relacionados 

a regulação negativa dos processos metabólicos de ROS enriquecidos nas 

células A549/CDDP após 4 horas de tratamento com CDDP. As proteínas 

identificadas nesta ontologia foram as proteínas de choque térmico 75 kDa 

mitocondrial (TRAP1) e proteína de canal ânion-seletiva dependente de voltagem 

1 (VDAC1), ambas encontradas na mitocôndria.  

TRAP1 possui propriedades antioxidantes e anti-apoptóticas, resultando na 

proteção da células contra estresse oxidativo e morte celular mitocondrial. A 

expressão aumentada de TRAP1 em células escamosas de câncer de esôfago 

está relacionada a metástase linfática, maior capacidade de invasão e migração 

e, por fim, com mau prognóstico (Ou et al., 2014). TRAP1 também foi capaz de 

antagonizar a morte celular em resposta ao tratamento com CDDP em células de 

câncer de esôfago. Quando as células se encontram em estado de estresse 

oxidativo, TRAP1 pode ser fosforilada e se torna capaz de bloquear a geração de 

ROS, provavelmente pelo impedimento da permeabilização da membrana 

mitocondrial (Mills et al., 2008). TRAP1 teve sua expressão diminuída em células 

de osteosarcoma tratadas com CDDP, porém em linhagem resistente a sua 

expressão foi aumentada em células tratadas com CDDP (Montesano Gesualdi et 

al., 2007). 

VDAC1 está localizada na membrana mitocondrial externa e controla a 

troca de metabólitos entre mitocôndria e citoplasma, incluindo o transporte de 

ROS (Shoshan-Barmatz e Mizrachi, 2012). A localização de VDAC1 permite que 

ela seja capaz de interagir com proteínas que intermediam e regulam a integração 

das funções mitocôndrias com outras funções celulares. 

Proteínas relacionadas com a regulação negativa da via de proteína 

quinase ativada por estresse (SAPK, do inglês, “Stress-Activated Protein Kinase”) 

foram identificadas com expressão aumentada nas células A549 após 8 h de 

tratamento com CDDP. A via SAPK, também conhecida como quinase Jun N-

terminal (JNK), possui papel importante na regulação da expressão gênica em 
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resposta a diferentes condições e estímulos ambientais (Yan et al., 2016). Como 

a CDDP é capaz de induzir dano no DNA, as células resistentes a droga 

desenvolvem mecanismos de resistência, como a perda do reconhecimento do 

dano, perda da função de p53, bem como interferência na ativação da cascata de 

caspases (Yan et al., 2016). Todos estes eventos são capazes de ativar a via 

JNK/SAPK. A ativação excessiva de proteínas envolvidas na via JNK/SAPK já foi 

associada a resistência a quimioterápicos em diversos tipos de tumores (Yan et 

al., 2016). O papel de JNK/SAPK na resposta ao tratamento com CDDP ainda 

não é bem definido, já que a ativação desta via já foi identificada como indutora 

de morte celular bem como relacionada a resistência a CDDP (Zanke et al., 1996; 

Potapova et al., 1997). 

As proteínas envolvidas na via JNK/SAPK identificadas nesse trabalho 

foram glutationa S-transferase P (GSTP1) e a proteína DnaJ membro 1 homóloga 

da subfamília A. GSTP1 é capaz de sequestrar JNK através de um complexo 

multiprotéico JNK-GSTP1. Porém, em condições de estresse oxidativo, GSTP1 se 

dissocia de JNK e forma oligômeros de GSTP, e acaba liberando JNK e, 

consequentemente, resultando em eventos dependentes de JNK, que podem ser 

eventos de proliferação ou morte celular (Tew et al., 2011). Em células tumorais, é 

possível assumir que a apoptose induzida por JNK/SAPK deve ser diminuída 

durante o desenvolvimento tumoral, portanto GSTP pode possuir um papel 

protetor nestas células, atuando no sequestro de JNK/SAPK. Como as proteínas 

identificadas estão relacionadas a regulação negativa de SAPK, as células A549 

possivelmente possuem atividade diminuída da via JNK/SAPK. 

O telômero é composto pelas seguintes repetições de DNA: 5’-TTAGGG-3’. 

Estas repetições podem ser um bom alvo para a ligação de CDDP no DNA, já que 

os adutos mais comuns CDDP-DNA são os crosslinks 1,2-d(GpG) na mesma fita 

de DNA, representando aproximadamente 65% dos adutos formados, seguido 

pelo crosslink 1,2-d(ApG) intracadeia, aproximadamente 25% do total de adutos 

(Ishibashi e Lippard, 1998). O telômero é responsável pela estabilidade do 

genoma, e possui papel de proteção das extremidades do DNA de cromossomos 

lineares. A extensão do telômero é de grande importância para as células e em 

cada ciclo celular, o seu comprimento diminui progressivamente e quando está 
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criticamente diminuído, as células normais não se dividem mais, se tornam 

senescentes e morrem (Pfeiffer e Lingner, 2013; Freund et al., 2014). Por outro 

lado, em células tumorais, a manutenção do comprimento do telômero é mantida 

em mais ciclos celulares, levando as células a uma aparente capacidade de 

divisão e crescimento ilimitada (Shay e Wright, 2011; Jafri et al., 2016). Portanto, 

a manutenção do telômero é importante para o desenvolvimento do câncer e 

resistência a drogas em células tumorais (Biroccio et al., 2003; Reddel, 2014; 

Lipinska et al., 2017; Zhang et al., 2017). A manutenção do telômero foi 

dinamicamente regulada em ambas linhagens celulares analisadas, A549 e 

A549/CDDP, a qual está principalmente associada a identificação de proteínas 

participantes do complexo TRiC (do inglês “TCP-1 Ring Complex”). 

O complexo TRiC é conhecido principalmente pela sua função de 

enovelamento de proteínas do citoesqueleto como actina e tubulina (Spiess et al., 

2004). Sua principal função é a participação no enovelamento de proteínas 

recém-sintetizadas. Porém, este complexo foi identificado como responsável pela 

correta localização da enzima telomerase e, consequentemente, pelo 

alongamento do telômero (Freund et al., 2014). O complexo TRiC também é 

responsável pela correta localização de TCAB1 no corpo de Cajal. Além de 

TCAB1, TRiC também auxilia na correta localização de TERC, um dos 

componentes da RNA da telomerase. TCAB1 é um cofator da telomerase que é 

reponsável pelo deslocamento da telomerase e dos pequenos RNAs do corpo de 

Cajal (scaRNAs) (Freund et al., 2014). Desta forma, a ausência ou deficiência de 

TRiC perturbam diferentes componentes que possuem funções para a correta 

atuação da telomerase. Portanto, se a expressão destas proteínas é afetada por 

CDDP, a manutenção do telômero também é prejudicada pela droga.  

A CDDP também é capaz de se ligar a moléculas de RNA ao invés de 

moléculas de DNA e, desta forma, a ligação CDDP-RNA pode prejudicar o 

mecanismo de splicing (Schmittgen et al., 2003). As ribonucleoproteínas 

heterogêneas nucleares (hnRNPs, do inglês “Heterogeneous Nuclear 

Ribonucleoproteins”) A1, M e F foram detectadas com a expressão diminuída em 

células A549 após 4 horas de exposição a CDDP, bem como o fator de splicing 

rico em serina/arginina (SRSF1) e a RNA helicase de spliceossomo DDX39B. As 
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hnRNPs são proteínas multifuncionais, e podem atuar na interação e regulação 

do destino dos componentes necessários para o processamento de pré-mRNA. 

As hnRNPs podem participar da exportação, localização, estabilidade e tradução 

das moléculas de mRNA, bem como no processo de splicing (Chaudhury et al., 

2010). Algumas hnRNPs também podem ser encontradas no citoplasma, como, 

por exemplo, a hnRNP A1 e a hnRNP F. Quando presentes no núcleo, elas 

participam no splicing de RNA e na regulação da transcrição na recombinação do 

gene da imunoglobulina. A hnRNP A1 funciona como um repressor de splicing de 

éxons, ou seja, promove a exclusão de éxons (Guo et al., 2013), já que é 

antagonista da proteína reguladora de splicing rica em serina/arginina SF2/ASF. 

Assim como hnRNP A1, hnRNP F participa no splicing alternativo de éxons 

(Chaudhury et al., 2010). hnRNP A1 e A2 já foram identificas com expressão 

aumentada em células de câncer, incluindo células de câncer de pulmão (Pino et 

al., 2003; Cui et al., 2010). 

Outra importante classe de proteínas reguladoras do processamento de 

mRNA é a família de proteínas SR filogeneticamente conservadas. As proteínas 

SR são proteínas reguladoras-chave do processo de splicing, que ocorre em 

aproximadamente 95% dos genes humanos (Das e Krainer, 2014). SRSF1 

promove a associação do complexo de splicing e é responsável pelo 

reconhecimento de sítios de splicing (Das e Krainer, 2014; Gonçalves e Jordan, 

2015). SRSF1 foi encontrada com expressão aumentada em muitos tipos 

diferentes de células de câncer, incluindo câncer de pulmão (Das e Krainer, 

2014). Em câncer de pulmão a expressão aumentada de SRSF1 resultou em um 

fenótipo mais agressivo e também conferiu resistência a drogas anti-tumorais 

como carboplatina e paclitaxel (Schmittgen et al., 2003; Das e Krainer, 2014). 

Além de atuar diretamente no splicing, SRSF1 também possui envolvimento na 

regulação da transcrição, na estabilidade e no transporte de mRNAs. Sabe-se que 

a CDDP é capaz de inibir o splicing de pré-mRNAs e que, caso este processo 

sofra alteração, a diversidade do proteoma da célula é diminuída, bem como a 

capacidade de adaptação celular a diferentes situações fisiológicas (Schmittgen et 

al., 2003; Dutertre et al., 2011; Gabriel et al., 2015). Estes resultados podem 

indicar que mecanismos de splicing alternativo estão prejudicados nas células 
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A549, já que estas proteínas foram identificadas com expressão diminuída nestas 

células após o tratamento com CDDP. 

Mecanismos envolvidos na resistência de células tumorais a 

quimioterápicos ainda não estão bem elucidados. Desta forma, torna-se 

importante o desenvolvimento de estudos que descubram processos moleculares 

e proteínas relacionados a resistência a drogas em células de câncer. Além das 

proteínas identificadas como diferencialmente expressas nas linhagens sensíveis 

e resistentes a drogas, as proteínas que inicialmente não apresentam diferença 

de expressão entre estas linhagens também podem ser bons alvos de estudo 

para a descoberta de melhores tratamentos do câncer, já que elas podem ser 

diferencialmente reguladas apenas após a exposição a droga. Neste trabalho, nós 

identificamos possíveis proteínas e mecanismos moleculares regulados por 

CDDP em células de adenocarcinoma de pulmão humano sensíveis e resistentes 

a CDDP. Este estudo, em nosso conhecimento, foi o primeiro trabalho que utilizou 

a técnica BONCAT para estudar a dinâmica das proteínas recém-sintetizadas em 

resposta a CDDP em células tumorais. Portanto, este é um trabalho pioneiro de 

identificação de mecanismos e proteínas que estão potencialmente regulados e 

envolvidos com a resistência a cisplatina em células de adenocarcinoma de 

pulmão humano. 

 

6. PERSPECTIVAS 
 
Confirmação da expressão diferencial de proteínas alvos por western blot e 

superexpressão ou silenciamento de proteínas alvos para confirmação de sua 

paticipação na resistência a CDDP em células de adenocarcinoma de pulmão 

humano. 
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