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RESUMO 

 

Os gliomas representam a maioria dos tumores do sistema nervoso central, sendo o 

glioblastoma o mais maligno entre eles. O tratamento destes tumores ainda é ineficiente 

e a sobrevida média dos pacientes é de aproximadamente um ano após o diagnóstico. A 

remoção cirúrgica, quando possível, acompanhada de radioterapia e quimioterapia é o 

tratamento padrão. A tendência é que a quimioterapia assuma um papel mais 

importante, uma vez que possibilita a ativação de mecanismos endógenos antitumorais, 

como senescência celular. Este mecanismo possui potencial de induzir a perda 

irreversível da capacidade da divisão de células tumorais. O resveratrol e a quercetina, 

dois polifenóis naturais, induzem senescência em diferentes linhagens tumorais, 

incluindo os glioblastomas. Ambos têm efeitos pleiotrópicos e induzem a ativação de 

vários alvos moleculares, sendo SIRT1, um desses alvos. SIRT1 é uma histona 

desacetilase (HDAC) associada ao desenvolvimento de vários tipos de tumores. Por este 

motivo, foi avaliada a indução de senescência em células de glioblastomas pelo 

resveratrol e quercetina combinados com butirato de sódio, um inibidor de HDAC 

classe I e II. Os resultados mostram um efeito combinado do butirato de sódio e estes 

polifenóis para induzir a senescência nas linhagens celulares U87 e C6, mas não em 

astrócitos normais de ratos. Os co-tratamentos induzem perda de capacidade 

proliferativa e aumento do número de células positivas para β-galactosidase, um 

marcador de senescência. Estes resultados foram acompanhados de parada no ciclo 

celular na fase G2 na linhagem U87, mas nenhum efeito foi observado sobre o ciclo de 

células C6. A análise por Western Blot sugere o aumento do supressor tumoral p21 após 

co-tratamentos. Além disso, o co-tratamento com quercetina e butirato de sódio 

aumenta a produção de espécies reativas de oxigênio, mas não os níveis de gama-H2AX 

(um marcador de dano). Estes dados sugerem que o butirato de sódio em combinação 

com os polifenóis tem potencial terapêutico para a supressão de glioblastomas. Por 

outro lado, um dos problemas em biologia e medicina é entender como células pré-

cancerosas e cancerosas entram em senescência ou conseguem evitá-la. A chave para a 

compreensão da indução da senescência e do seu bypass é a ativação da enzima 

telomerase (TERT), presente em 85 % dos tumores. Na segunda parte desta tese, 

ferramentas de biologia de sistemas foram utilizadas para projetar uma rede câncer e 
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senescência humana com o objetivo de estudar a relação entre senescência e câncer 

(incluindo glioblastoma). Os resultados mostram uma interação direta entre TERT e 

oncogenes como MYC, E2F1, AKT1 e ABL1, que podem induzir a senescência. Além 

disso, uma associação metabólica forte entre estes oncogenes e sua capacidade de 

induzir senescência foi mostrada através de análise por ontologia gênica. Estes 

oncogenes também atuam como reguladores da transcrição e/ou pós-transcrição da 

subunidade catalítica de TERT. Resultados obtidos a partir da análise de centralidade da 

rede juntamente com dados de microarranjos derivados de tumores foram utilizados 

para conceber um modelo dinâmico da regulação de TERT em câncer. Com base nestes 

resultados, foi gerado um modelo hipotético no qual a expressão de TERT pode ser 

transitória ou induzida por espécies reativas de oxigênio, aumentando a sobrevivência 

de diferentes tipos de tumores, como o glioblastoma. Este estudo fornece novas 

evidências para a relação entre senescência e câncer. Além disso, esta hipótese, se 

verificada experimentalmente, pode permitir a formulação de novas abordagens 

quimioterapêuticas para o tratamento de gliobastomas 
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ABSTRACT 

 

Gliomas are the majority of central nervous system tumours, being glioblastoma 

the most malign among them. The treatment for these tumors is still inefficient and 

survival average of patients is approximately one year after diagnosis. Surgical removal, 

if possible, followed by radiotherapy and chemotherapy is the standard treatment. The 

trend is that chemotherapy assumes a greater role, since it allows the activation of 

antitumour mechanisms, such as cellular senescence. This mechanism has potential to 

induce irreversible loss of division ability in tumor cells. Resveratrol and quercetin, two 

natural polyphenols, are able to induce senescence in different cancer models, including 

glioblastoma. Resveratrol and quercetine are molecules with pleiotropic effects and 

leads to SIRT1 activation. SIRT1 is a histone deacetylase (HDAC) which has been 

linked positively to cancer development. Therefore, we analyzed the ability of sodium 

butyrate, a HDAC class I and II inhibitor combined with resveratrol or quercetin to 

induce senescence in glioblastoma cell lines. Results show a combined effect of sodium 

butyrate and these polyphenols to induce senescence in U87 and C6 cell lines, but not in 

normal rat astrocytes. Co-treatments induce a loss of proliferative capacity and increase 

the number of positive cells for β-galactosidase, a senescence marker. These results 

were accompanied with cell cycle arrest in G2 checkpoint in U87, but no effect on cell 

cycle phase‟s distribution in C6 was observed. Western blott analysis suggests that these 

arrests are result of tumour suppressor p21 increase. Moreover, co-treatments increased 

reactive oxygen species, but not gamma-H2AX levels (a damage marker). The data 

underline that tumor cells can be driven towards cellular senescence by sodium butyrate 

combined with polyphenols, which may further arise as a possibility for tumor 

suppression. On the other hand, one of the challenging problems in biology and 

medicine is to understand how pre-cancerous or cancer cells enter in senescence or can 

avoid it. The key to understanding senescence induction and its bypass is the telomerase 

(TERT), which is present in 85 % of tumors. In a second part of this thesis, system 

biology tools were used to design a human cancer-senescence network with the aim to 

study the relationship between senescence and cancer (included glioblastoma). The 

results show a direct interaction between TERT and oncogenes such as MYC, E2F1, 

AKT1 and ABL1, which can induce senescence. Moreover, a strong metabolic 
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association between these oncogenes and their ability to induce senescence was shown 

by gene ontology analysis. These oncogenes also act as transcriptional and/or post-

transcriptional regulators of TERT catalytic subunit. Results obtained from centrality 

analysis and microarray data derived from tumors were used to design a dynamic model 

for TERT regulation in cancer. Based on these results, a hypothetical model was 

generated in which TERT expression may be transient or induced by reactive oxygen 

species, increasing the survival of different tumor types, such as glioblastoma. This 

study provides new evidence for the relationship between senescence and cancer. 

Furthermore, this hypothesis, if experimental verified, can enable the development of 

new chemotherapy approaches to glioblastoma treatment. 
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ESTRUTURA DA TESE 

Esta tese está organizada em seções dispostas da seguinte maneira: Introdução; 

Desenvolvimento - artigo científico publicado e artigos a serem submetidos; Discussão; 

Conclusões; Perspectivas; Referências bibliográficas e Anexo. 

A Introdução apresenta o embasamento teórico que nos levou a formular a proposta do 

trabalho e á formulação dos objetivos gerais e específicos desta tese. 

Os materiais, métodos, resultados e as referências específicas de cada artigo encontram-

se no corpo de cada trabalho, os quais estão apresentados na forma de artigos científicos 

denominados capítulos 1, 2 e 3 da seção de Desenvolvimento. 

A seção Discussão contém uma interpretação geral e uma análise global dos resultados 

obtidos nos diferentes trabalhos, bem como a interpretação das hipóteses que surgiram 

neste trabalho. 

A seção Conclusões aborda as principais conclusões obtidas nesta tese. 

A seção Perspectivas suscita as novas idéias propostas para testar as novas hipóteses 

que as conclusões geraram. 

A seção Referências Bibliográficas cita as referências utilizadas na seção introdução e 

discussão. 

Na seção Anexo encontra-se, um manuscrito publicado, não relacionado aos temas 

abordados nesta tese, mas produzido em parte durante o tempo de desenvolvimento do 

doutorado. No anexo também é incluido o Currículum Vitae baseado no modelo padrão 

lattes/CNPq do autor deste trabalho como as fontes de financiamento que permitiram a 

execução dos artigos aqui apresentados. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Gliomas 

Os gliomas são as neoplasias mais comuns do sistema nervoso central (SNC). 

Estes tumores podem ser classificados de acordo com sua morfologia e características 

clínicas em glioblastomas (também conhecidos como glioblastomas multiformes - 

GBM), astrocitomas, oligodendrogliomas e ependimomas [1].  

Outra classificação envolve o grau de malignidade que varia em uma escala de I 

a IV [2]. Tumores de grau I são biologicamente benignos e podem ser curados 

cirurgicamente, quando for considerado operável no momento do diagnóstico. Já os 

tumores de grau II, são neoplasias de baixo grau que podem se desenvolver por longo 

curso clínico, mas não são curáveis cirurgicamente. Os tumores de grau III são malignos 

e podem levar a óbito em poucos anos e os tumores de grau IV são altamente malignos 

e letais dentro de 9 a 15 meses  [1]. Cerca de 70% dos gliomas grau II podem se 

transformar em grau III e IV dentro de 5 a 10 anos do diagnóstico inicial,  [3]. 

Dentre os gliomas, os tumores mais comuns são os astrocitomas (cerca de 3 a 

cada 10 tumores cerebrais). Os astrocitomas de baixo grau (pilocitico – grau I, difuso – 

grau II) possuem um crescimento lento; os de grau intermediário (anaplásico – grau III) 

crescem em um ritmo moderado a acelerado; os de grau elevado (GBM – grau IV) 

possuem um rápido crescimento [4]. 

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

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

bastante freqüentes  [5, 6]. Neste país, são diagnosticados aproximadamente 22.500 

casos de tumores no SNC em adultos, sendo 14.000 destes casos gliomas por ano [6, 7], 

o que dá uma incidência de 5 por 100.000 por ano [6].  

No Brasil foram registradas 3.590 mortes por esse tipo de câncer em 2008 

(CBTRUS, 2011). De acordo com a Consulta Pública 30/2010 no sítio eletrônico do 

Governo Federal do Brasil, os tumores cerebrais malignos representam apenas 2% dos 

cânceres que ocorrem no país, mas são os que apresentam as maiores taxas de 

mortalidade em adultos [7]. Para os tumores mais agressivos, os GBM, o tratamento 

padrão consiste em cirurgia seguido de quimioterapia. Uma das principais dificuldades 

destes tumores é que mesmo retirando a massa tumoral podem ocorrer recidivas devido 

ao desprendimento de algumas células tumorais, o que ocasiona a invasão do tecido 

normal adjacente. Assim, a cirurgia deve ser seguida de radioterapia com quimioterapia 

adjuvante com temozolomida (TMZ) [1].  



 22 

A quimoterapia continua tendo um papel central nos tratamentos de gliomas 

malignos. Duas meta-análises sugerem que a quimioterapia adjuvante permite um 

aumento modesto da sobrevida em pacientes (10% em 1 ano) [7-9]. Desde que a 

combinação de radioterapia e TMZ foi proposta, em torno do ano de 2005, a sobrevida 

dos pacientes aumentou apenas uma média de dois meses, indicando que os tratamentos 

atuais vêm melhorando pouco ao longo dos anos, com o agravante do número crescente 

de pacientes [6, 10]. A combinação com radioterapia estende esta margem de sobrevida 

de 12 para 15 meses. Entretanto, mesmo utilizando estas abordagens, 74% dos pacientes 

morrem em menos de dois anos após o diagnostico. Pouco mais dos 3% dos pacientes 

com GBM permanecem vivos após cinco anos de diagnóstico [6, 11]. A malignidade 

destes tumores está diretamente relacionada a anormalidades genéticas do glioblastoma 

(ativação patológica ou supressão de vias de transdução de sinais intracelulares), o que 

aumenta sua agressividade [12]. 

 

1.1.1. Ciclo celular e gliomas 

1.1.1.1. Conceito e regulação do ciclo celular 

O ciclo celular consiste em uma série de quatro períodos principais regulados 

pela expressão, ativação e interação protéica que tem como objetivo produzir uma 

célula filha com a mesma informação genética que a célula que deu-lhe origem. Em 

eucariotos, o ciclo celular pode ser divido em dois períodos definidos : a  interfase, 

durante a qual a célula cresce ao acumular nutrientes necessários para a mitose e divide 

o seu material genético; e a  mitose (fase M) durante a qual ocorre a segregação do 

material genético previamente duplicado para os pólos celulares, seguido da citocinese 

(divisão celular), o que resultaem duas células-filhas idênticas [13, 14]. 

A interfase e a mitose apresentam diferentes “subfases” cada uma com 

características diferenciais. A interfase, é dividida em 3 fases principais, a G1 (Gap 1), 

S (de síntese do DNA) e G2 (Gap 2), além de um estágio denominado G0 ou “G zero”. 

Neste estágio, a célula se mantém metabolicamente ativa, mas interrompe seu 

crescimento permanecendo em um estado de quiescência até receber estímulos externos 

que permitam a continuidade de seu ciclo [13]. 

Uma das principais características do ciclo celular é ser unidirecional, ou seja, 

para que aconteça uma fase é preciso passar pela fase anterior [15]. Assim, durante a 

fase G1, a célula aumenta seu tamanho e sintetiza proteínas necessárias para a síntese de 

DNA, a qual acontece na fase S. A passagem da fase G1 para a fase S requer a 
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passagem por uma etapa de checagem ou chekpoint de G1 mediado por uma série de 

proteínas que avaliam o tamanho e ambiente celular [13]. Durante a fase S ocorre o 

processo de síntese do DNA, nesta fase o material genético é duplicado. No final da fase 

S, foi descrito outra etapa de checagem, mas relacionado ao processo de replicação do 

DNA. Durante a fase G2, ocorre um período de alta síntese protéica e de organelas. A 

quantidade de material genético da fase S é verificada junto às condições necessárias 

para entrar na fase M, constituindo uma etapa de checagem adicional. Finalmente, a fase 

M produz células por divisão celular com a mesma quantidade de informação genética 

que da célula que lhe deu origem [13]. 

Em nível molecular, as classes de proteínas envolvidas diretamente no controle 

do ciclo celular são as ciclinas, quinases dependentes de ciclinas (CDK – Cyclin-

Dependent Kinases) e inibidores de quinases (CDKi- Cyclin-dependent kinases 

inhibitors). A principal função das CDK é fosforilar vários substratos envolvidos na 

progressão do ciclo celular. O substrato das CDK mais bem caracterizado 

(principalmente CDK2, 4 e 6, envolvidas nas fases G1 e S) é a proteína RB (proteína do 

retinoblastoma), responsável pela interação física com o  fator de transcrição E2F no 

citoplasma, portanto, deixando este no estado inativo. A fosforilação da RB pelas CDK 

libera E2F, que pode se translocar para o núcleo e ativar a expressão de vários genes-

alvo que estão relacionados com a progressão do ciclo [13]. Os principais reguladores 

do ciclo celular estão representados na figura 1. 

Durante a fase G1, ocorre o acúmulo de ciclina D1, que se associa com as CDK 

4/6. A formação e aumento do complexo ciclina D-CDK4/6 sinaliza positivamente para 

a passagem pelo ponto de controle de G1 e pela fosforilação da proteína RB. Isto induz 

a desestabilização do complexo RB/E2F que culmina com  a liberação de E2F. Esta 

proteína permite o início da transcrição de proteínas envolvidas nas fases seguintes do 

ciclo celular, especialmente as ciclinas E e A, CDK1 e c-MYC. Ao mesmo tempo, a 

ciclina D1 é ubiquitinada para degradação no proteossomo [14, 16]. Entre os inibidores 

de CDK 4/6, destacam-se p14, p15, p16 e p18, os quais estão envolvidos na parada no 

ciclo celular [17]. Outras fosforilações acontecem na proteína RB, assim, a fosforilação 

no resíduo S780 pelo complexo ciclina E-CDK2 permite a passagem de G1 para a fase 

S. As funções de CDK2 são contrabalanceadas pela atividade de CDKi da família 

Cip/Kip, que incluem p21 [18], p27 [18], e p57 [18]. Neste aspecto, é importante que a 

proteína c-Myc, traduzida na fase tardia de G1, iniba a atividade destes inibidores (p21 e 

p27). Além destes, existem outros inibidores de p21 e p27. Um exemplo é o AKT, o 
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qual, após estímulado com fatores de crescimento que levam à proliferação celular, 

bloqueia a atividade destes p21 e p27 [14, 19, 20]. 

Na fase S, ciclinas E são fosforiladas pela sua própria CDK, o que causa sua 

degradação [21]. Ao mesmo tempo, a ciclina A-CDK2 se liga a E2F e fosforila o seu 

parceiro transcricional DP-1, evitando a ligação de E2F ao DNA e impedindo sua 

atividade transcricional [22, 23]. A primeira etapa de verificação da replicação do DNA 

é ativada quando há elevado dano ao DNA ou falhas na maquinaria de replicação. Este 

ponto envolve fundamentalmente a proteína CDK2, além de proteínas relacionadas ao 

reparo do DNA como CHK1/2, ATM, ATR, p53 e p21, entre outras. Assim, p21 induz a 

inibição da CDK2 e CDK1, o que leva à parada do ciclo na fase G2 [22].   

Por outro lado, na fase G2 o tamanho celular e a presença dos componentes 

celulares, incluindo organelas e lipídeos, suficientes para a produção de duas células 

filhas, define a etapa de checagem de G2 a M. No entanto, não está totalmente claro 

quais são os mecanismos que ligam o tamanho celular à progressão no ciclo. Uma das 

vias de sinalização mais importantes para regular tamanho celular é a via da mTOR 

(mammalian Target of Rapamycin), que responde à insulina, aminoácidos e níveis 

intracelulares de ATP [24]. 

 



 25 

 

Figura 1. Representação das principais proteínas envolvidas na regulação do ciclo celular em cada 

uma das fases. 

 

 1.1.1.2. Alterações em proteínas chaves do ciclo celular em gliomas 

Nos gliomas, de maneira similar a outros tumores, são detectadas alterações no 

ciclo celular. Nestes tumores cerebrais é descrita a perda da função normal de pRb, o  

que pode resultar da expressão alterada dos genes de p16 e CDK4, bem como a perda da 

própria proteína através de alterações no seu próprio gene. A via da p16/RB parece ser 

uma via importante tanto em GBM primário quanto em secundário. A deleção 

homozigota de p16 foi mais frequente em GBM primário do que em secundário [25, 

26], mas não houve diferença significativa na frequência total das alterações de p16 

(como deleção ou metilação do promotor) [25, 26]. A amplificação do gene CDK4 foi 

vista em 18 % e a deleção homozigota ou mutação no gene RB foi vista em 11 % das 

amostras [26, 27]. 

Mutações em outros supressores tumorais também são descritas. Assim, 

mutações no gene da p53 também ocorrem em GBM primários [26, 27]. Mutações ou 

deleções homozigotas do gene da p53 foram encontradas em 35 % dos casos em um 
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estudo de coorte consistindo predominantemente de GBM primários. A amplificação de 

MDM2 (proteína que regula a estabilidade de p53) está presente em 14 % dos GBM 

[26, 27] e exclusivamente em GBM primários sem a mutação no gene de p53 [25]. 

Também se produzem alterações em outros supressores tumorais como p14 [26].  As 

principais modificações gênicas em GBM estão representadas na figura 2. 

 

 

Figura 2. Vias de sinalização alteradas em GBM, p53 e pRB. Em vermelho indica modificações 

gênicas, sendo os mais frequentes indicados pelo vermelho mais intenso. Do contrário, a cor azul indica a 

alterações inativadoras, sendo mais frequentes em tons mais escuros. Para cada componente alterado 

consta a natureza da alteração e percentagens de tumores afetados. Nas caixas em azul se encontram as 

percentagens finais de alterações em gliomas com no mínimo um componente conhecido da 

correspondente via. Adaptado de Cancer Genome Atlas pela doutora Patricia Luciana da Costa López 

(2008) [27, 28]. 

 

1.1.2. Senescência celular 

1.1.2.1. Conceito e principais formas de senescência 

A senescência celular (CS) é definida como uma perda irreversível da 

capacidade proliferativa, mesmo em condições ótimas para o crescimento ou sob 

estímulo de mitógenos [29]. Esta parada na proliferação é acompanhada por mudanças 

morfológicas características deste estado. Células em CS apresentam aspecto achatado, 

multinucleado e citoplasma granulado [30]. O metabolismo basal nestas células é 

diminuído, mas funcional [31]. De maneira similar, o metabolismo lisossômico é 

afetado, observando-se aumento da massa lisossômica e modificação das atividades de 

suas enzimas. A enzima β-galactosidase ácida, presente nestas organelas, aumenta sua 

atividade sendo esta propriedade utilizada como um marcador clássico de CS (Figura 1). 

Porém, outros marcadores específicos têm sido descritos para identificação de células 
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neste estado, como a lipofuscina [32] e mais recentemente a detecção de focos de 

heterocromatina resultante da alteração da cromatina – incluindo a detecção de 

metilação de histonas e a fosforilação de γH2AX [33, 34]. 

 

Figura 3. Comparação morfológica entre fibroblastos (TIG7) com poucas divisões (novos) e 

senescentes (envelhecidos). A coloração azul corresponde á atividade enzimática da β-galactosidase 

ácida. Estas fotomicrografias foram adaptadas de Arivzahagan, et al 2004 [35]. 

 

Por outro lado, diversos estudos sugerem que CS pode atuar como mecanismo 

endógeno que impede o crescimento descontrolado de células que potencialmente 

poderiam se tornar tumorigênicas [36, 37]. Assim, a indução de CS nestas células, 

poderia ser utilizada como uma possível terapia para esta doença [38].  

Há dois tipos principais de CS: (1) Senescência replicativa (replicative 

senescence -RS) e (2) senescência induzida por estresse (stress-induced senescence – 

SIS). Nesta última se destaca a senescência induzida por oncogenes (oncogene induce 

senescence - OIS) como primeira barreira antitumoral [36]. 

 

1.1.2.2. Senescência replicativa 

Em 1965, Hayflick e Moorhead observaram que células somáticas normais 

(fibroblastos) têm o potencial limitado de replicação em cultura [29]. Assim, nestas 

células a velocidade das suas divisões diminui, juntamente com mudanças morfológicas 

e bloqueio definitivo da capacidade proliferativa. O número de divisões até as células 

alcançarem este estado é conhecido como o limite de Hayflick, sendo esta forma de CS 

denominada como RS. No nível molecular, RS é resultante de problemas na cinética de 

replicação do DNA, uma vez que a DNA polimerase não consegue  replicar  o segmento 

terminal da fita retardatária de cromossomos lineares.  No final das  fitas  que  serão  
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replicadas  de modo descontínuo não haverá  fita molde de  DNA  para permitir  a 

ligação  com  um  novo primer  depois  que o último fragmento de Okasaki tiver o 

primer de RNA removido. Assim, esta região final (correspondente ao último primer) 

não tem como ser replicada, ficando exposta à ação de DNAses. Como este processo 

acontece em cada divisão celular, ocorre a perda de DNA localizado nos extremos dos 

cromossomos [39]. Os segmentos de DNA terminais são conhecidos como telômeros 

(do grego, Telo = fim, meros = medida).  O encurtamento dos telômeros por falhas na 

replicação do DNA levou à hipótese de que o seu comprimento regula o número de 

replicações da célula in vitro e in vivo [40]. Assim, o encurtamento dos telômeros atua 

como um “relógio molecular” que sinalizaria a eventual RS, observada em células 

humanas em cultura. 

Os telômeros estão constituídos de repetições de uma sequência de 6 

nucleotídeos (sequência TTAGGG), com a função de preservar a integridade dos 

genomas [41]. Os telómeros têm uma estrutura em alça essencial à sua atividade, 

caracterizada por uma alça T e uma alça D. A chamada alça T é a maior de todos, e  a 

alça D, é uma abertura da cadeia telomérica de DNA acompanhada da ligação por 

complementaridade da extremidade 3‟ [41-43]. A proteína TRF2 desempenha um papel 

importante no processo de formação dos telômeros, uma vez que ela assegura a ligação 

entre a extremidade mais distante e a “base” ou início da alça [44]. Toda esta estrutura 

traduz-se em uma enorme estabilidade para a terminação telomérica e impede a 

degradação do telômero por ação de DNAses [45] (Figura 4).  
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Figura 4. Estrutura das regiões dos telômeros e esquema da atividade da enzima telomerase 

(TERT).  Está figura foi adaptada de Vargas, et al 2012 [36]. 

 

Quando o encurtamento progressivo do telômero atinge um tamanho mínimo 

necessário para a formação do loop, este telômero atingiu o ponto crítico, a partir do 

qual não é possivel que  replicação aconteça. Este tamanho crítico dos telômeros pode 

danificar o DNA genômico, principalmente através da formação de pontes inter-

cromossômicas, ativando vias de reparação do DNA. Nas regiões teloméricas são 

observadas o recrutamento de um grupo de proteínas, entre as quais se encontram ATM, 

ATR, RAD3 entre outras [46], proteína relacionada a ATM e RAD3 (ATR - ataxia 

telangiectasia and Rad3 related) e DNA-PK [47]. Sabe-se que o complexo MRE11-

RAD50-Nbs1 (MRN) atua como um sensor para ATM, recrutando-a para o local da 

quebra na molécula de DNA [48]. A ATM é uma proteína homóloga a integrantes da 

família da PI3K [49] e, após sua ativação, ela fosforila a histona H2AX, que parece 

recrutar fatores de reparo, como RAD51 e BRCA1 (câncer de mama 1 - breast cancer 1) 

[50, 51] (figura 5). A ATM também causa a estabilização de p53 e induz a ativação da 

CHK2, uma proteína quinase relacionada aos pontos de checagem na transição G1/S, 

permitindo sua fosforilação e resultando na parada da progressão do ciclo celular por 
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ativação de p21 (figura 5). No entanto, independente do sistema de reparo, quando uma 

região telomérica encurta além de seu ponto critico, pode-se induzir a fusão de extremos 

cromossômicos para conseguir uma estabilidade estrutural relativa ou ativação de 

mecanismos necessários para estender estas regiões novamente [52-54]. 

 

 

Figura 5. Ativação de sinais de dano ao DNA nas regiões dos telômeros que podem ativar RS.  Está 

figura foi adaptada de Vargas, et al 2012 [36]. 

 

 A telomerase (TERT) é uma transcriptase reversa constituída de uma sequência 

curta de RNA que serve de molde para a síntese do telômero [55], como mostrado na 

figura 4. O mecanismo pela qual esta enzima é ativa, ainda permanece desconhecido. A 

expressão de TERT ocorre nas células de linhagem germinativa, nas células-tronco e 

nas células neoplásicas, havendo nestas células uma regeneração dos telômeros e 

prevenção da senescência replicativa. No entanto, a maioria das células humanas 

somáticas normais apresenta pouca ou nenhuma atividade de TERT. Quando os 

telômeros chegam a um comprimento mínimo, específico para cada célula, ocorre a 

sinalização que determina a senescência celular [36]. 
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Cerca de 85% das células de tumores malignos expressam TERT [56], o que 

apoia a hipótese de que a alta atividade da TERT é importante para a tumorigênese e / 

ou manutenção do tumor. Diversos estudos confirmam a correlação da reativação de 

TERT com a progressão maligna de vários tipos tumorais [57, 58].  Por exemplo, 

estudos através de um modelo de indução de linfoma de Burkitt em camundongo 

expressando o oncogene Eμ-myc, observaram que ao realizar o Knockout (KO) do gene 

da TERT, a formação de tumor era significativamente reduzida [59, 60]. Este 

mecanismo não foi bloqueado pela superexpressão de Bcl2, o que sugere o mecanismo 

de senescência e não de apoptose. Além disso, os animais KO apresentaram forte 

coloração de senescência nos gânglios linfáticos em comparação aos gânglios dos 

animais controles. Assim, o bloqueio da expressão ou atividade da TERT pode ser 

utilizado como uma abordagem antitumoral [36]. 

Outra maneira de analisar RS é do ponto de vista metabólico. A teoria dos 

radicais livres, proposta em 1956 por Denham Harman, estabelece que o 

envelhecimento celular derivado de RS advém dos efeitos deletérios nas organelas 

celulares, causados pelas espécies reativas de oxigênio (ERO) [61]. As espécies reativas 

de oxigênio, como o oxigênio singlete (O2) e os radicais superóxido (O
2-

) e hidroxila 

(OH), são geradas fisiologicamente nos organismos aeróbios [61]. Aproximadamente 90 

% das espécies reativas de oxigênio são produzidas por mitocôndrias em decorrência da 

fosforilação oxidativa. Os elétrons derivados do NADH (nicotinamida-adenina-

dinucleotídeo) ou de FADH (flavina-adenina-dinucleotídeo) podem reagir diretamente 

com o oxigênio ou com outros receptores de elétrons em vários pontos da cadeia 

transportadora, gerando ERO [62]. A associação entre TERT e mitoncôndrias também 

foi estudada. Estudos recentes sugerem que hTERT (subunidade catalítica de TERT) é 

exportada do núcleo à matriz mitocondrial para proteger o DNA [63]. No entanto, o 

mecanismo molecular pelo qual hTERT é exportada para cumprir uma função diferente 

do que a extensão dos telômeros, ou seja, uma função “não clássica” ainda não foi 

descrito. 

 

1.1.2.3. Senescência induzida por oncogenes  

Nos estágios iniciais de transição para transformação tumoral ocorre uma série 

de mutações que produzem células mais agressivas, as quais são seleccionadas 

positivamente pelo tecido e/ou pelo microambiente do tumor [64]. A transição  

neoplásica é caracterizada pelo aumento da expressão de oncogenes que levam a câncer 
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[65]. Estes podem ser ativados por rearranjos cromossômicos, como consequência da 

clastogênese, ou por alterações genéticas estruturais, tais como a fusão , a justaposição 

de elementos potenciadores [65, 66] ou a amplificação do gene [65].  

No entanto, há quase três décadas foi observado que as células normais são 

resistentes à transformação oncogênica, indicando que as células não tumorais 

provavelmente possuem mecanismos que impedem a atividade de oncogenes [65], 

promovendo a entrada em senescência. Esta forma de senescência é conhecida como 

senescência induzida por oncogenes (OIS). Este processo foi verificado para oncogenes 

como Ras, Raf, E2F, Stat5 e Akt,  que podem induzir CS em condições normais de 

cultura celular. Um modelo interessante para OIS são os sinais da pele. Os sinais estão 

caracterizados pela presença de melanócitos ligeiramente alterados, com tamanhos e 

formas variados  [67, 68].  Nos sinais existe uma alta frequência de mutações em Braf. 

Este gene codifica uma proteína serina/treonina-quinase que faz parte da via de 

sinalização RAS/RAF/MEK/ERK. Esta via regula o crescimento, sobrevivência e 

diferenciação celulares e pode ser ativada por diversos receptores de membrana, 

incluindo receptores de tirosina quinases ou receptores acoplados à proteína G [69]. O 

estímulo destes receptores leva à ativação da GTPase RAS, que por sua vez ativa uma 

das quinases da família RAF entre os quais a B-RAF. As quinases RAF continuam, 

depois da cascata, ativando MEK1/2 que por sua vez ativam ERK1/2. As proteínas ERK 

ativadas podem fosforilar as suas proteínas alvo no citoplasma ou fazer translocação 

para o núcleo, onde os seus alvos são fatores de transcrição que regulam a expressão de 

genes envolvidos na proliferação, diferenciação e a sobrevivência celular [69].  

Existem diversas mutações oncogênicas no gene Braf. A mais frequente é a B-

RAF que consiste na substituição do aminoácido valina no sitio 600 por um ácido 

glutâmico, situada na alça de ativação do domínio catalítico da quinase. Trata-se de uma 

alteração de troca de sentido (missense) que provoca uma ativação da quinase 

independentemente de Ras. Isso leva à ativação da via de sinalização a jusante, estando 

presente, sobretudo em cânceres da pele, da tiróide e do cólon [70-72]. Apesar da 

ativação de B-RAF  promover a proliferação celular, CS é induzida nestas células [71]. 

A ativação oncogênica de B-RAF é regulada através de uma retroalimentação negativa 

via ERK1/2 que induz a liberação de protéinas difusíveis como IGFBP-7, a qual atua 

como inhibidor de B-RAF induzindo senescência aguda. Esta senescência é dependente 

da ativação do CDKi p16 [36]. Esta via de sinalização é apresentada na figura 6. 
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Figura 6. Mecanimos de inibição da via B-RAF em nevus (sinal da pele).  Está figura foi adaptada de 

Vargas, et al 2012 [36]. 

 

 

Existem outros mecanismos para induzir OIS. Assim OIS pode ocorrer através 

de estresse na replicação do DNA que ativa sinais de dano, que por sua vez ativam a 

p53,  induzindo a senescência [36, 73]. Os oncogenes ativam sinais de proliferação, o 

que produz um desbalanço na fisiologia celular e na replicação do DNA. O estresse na 

replicação do DNA produz uma replicação de DNA ineficiente que faz com que as 

forquilhas de replicação do DNA progridam lentamente ou parem. No entanto, existem 

OIS  que atuam por uma via independente de resposta ao dano do DNA (DNA damage 

response-DDR) como foi mostrado AKT1. AKT1 pode induzir senescência em ausência 

de sinais da dano ao ativar mTOR em células com PTEN deletadas [74]. 

 

1.2. Derivados naturais como antitumorais 

A utilização de plantas medicinais no Brasil foi a base da farmacologia até 

meados do século XX, quando houve uma forte expansão da indústria farmacêutica no 

mundo. Nesta época, o Brasil era um país essencialmente rural, com amplo uso da flora 

medicinal. Com o início da industrialização, o conhecimento tradicional começou a ser 
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posto em segundo plano. O acesso a medicamentos sintéticos e a falta de comprovação 

da ação farmacológica das plantas tornou o conhecimento da flora medicinal sinônimo 

de atraso tecnológico. Essa tendência seguiu o que já acontecera em outros países em 

processo de urbanização [75]. Entretanto, no século XXI as plantas medicinais têm 

ocupado um lugar relevante com o intuito de melhorar a qualidade de vida na terceira 

idade e prevenir doenças [76-79] 

Nesta tese, dois componentes derivados de plantas e presentes na dieta humana 

(resveratrol e quercetina) e outro derivado do metabolismo intestinal (butirato de sódio) 

foram estudados em relação ao seu potencial antitumoral. Nas últimas décadas, estes 

compostos têm se destacado pelo seu potencial anticarcinogênico, sem afetar em forma 

nociva o tecido sadio. Por este motivo, os mecanismos endógenos pelos quais eles 

induzem ações antitumorais  foram explorados mais profundamente. 

 

1.2.1. Resveratrol 

O Resveratrol (3,4‟,5-trihidroxiestilbeno) é um polifenol pertencente ao conjunto 

de compostos denominados fitoalexinas [80]. A estrutura de sua molécula consiste em 

dois anéis fenólicos unidos ligações covalentes duplas, que permite orientações cis e 

trans (figura 1). Estas duas formas isômericas: trans- e cis-resveratrol (3,4‟,5-trihidroxi-

trans-estilbeno e 3,4‟,5-trihidroxi-cis-estilbeno) e outras diversas formas análogas, 

dentre elas os isômeros trans- e cis-piceido (trans-resveratrol 3-O-β-glucoside e cis-

resveratrol 3-O-β-glucoside) são majoritariamente presentes na natureza. O isômero 

trans-resveratrol é comercializado no estado sólido e estável. No entanto, quando esta 

isoforma é exposta a radiação ultravioleta (UV), ela se torna um racemato das formas 

cis- e trans-resveratrol [81].  

 

 

Figura 7. Estrura química de trans- e cis-resveratrol 
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1.2.1.1. Fontes de resveratrol  

O resveratrol é sintetizado naturalmente por uma ampla variedade de plantas em 

resposta à exposição à radiação UV ou pelo estresse mecânico produzido pela ação de 

patógenos, agentes químicos e físicos [82]. O primeiro estudo relatando os efeitos 

benéficos do consumo de vinho foi divulgado em 1979 mostrando uma diminuição da 

taxa de mortalidade por doenças cardíacas isquêmicas [83] . Em 1992 surgiu o primeiro 

trabalho associando este efeito ao resveratrol [84]. 

No mesmo ano, Renaud e Lorgeril destacaram que alta ingestão de gorduras 

saturadas estava correlacionada positivamente com a taxa de mortalidade por doenças 

cardíacas e coronarianas [26]. Contudo, na França se configurava uma situação 

paradoxal, já que havia baixas taxas destas doenças, ainda que a dieta fosse rica em 

gorduras saturadas. Este paradoxo foi atribuído ao vinho, e assim recebeu o nome de 

Paradoxo francês [26]. O agente protetor presente no vinho era o resveratrol, 

posteriormente confirmado experimentalmente [85-87]. 

Nas espécies de videiras Vitis vinifera e Vitis labrusca foi encontrada a maior 

capacidade de síntese de resveratrol [82, 88] sendo as variedades Pinot Noir, Merlot e 

Cabernet Sauvignon as que possuem a maior quantidade deste polifenol [81, 89]. Nas 

análises realizadas em diferentes amostras de uva, o resveratrol apresentou uma 

concentração na película do fruto de 27,5 μg/g, sendo que no bagaço da uva, cascas e 

sementes após a extração do sumo, apresentou uma concentração de apenas 6,0 μg/g 

[82, 90]. Em todos estes casos, foram encontrados compostos: trans-resveratrol, trans- e 

cis-piceido, não sendo constatada a presença do isômero cis-resveratrol [89].  

  Nos vinhos tintos, foram encontradas concentrações de resveratrol entre 0,82 e 

5,75 mg/L [91]. No entanto nos vinhos brancos os níveis são de 1,8 mg/L [88, 89]. Por 

outro lado, nos vinhos rosés, resultantes da mistura de vinho tinto e branco ou de um 

contato menor com a casca da uva no mostro, a quantidade de resveratrol atinge valores 

intermediários de aproximadamente 2,15 mg/L [88, 89]. Os demais produtos 

industrializados derivados da uva como os sucos, geléias e as gelatinas também 

apresentam resveratrol em concentrações inferiores a 0,15 mg/L [81]. Os sucos de uva 

de origem brasileira são considerados uma boa fonte do composto, pois apresentaram 

concentrações relativamente elevadas (0,19 a 0,90 mg/L), como descrito em [92]. 

Alem das videiras, existem outras fontes de resveratrol. Aproximadamente 72 

plantas distribuídas em 12 familias foram descritas como capazes de produzi-lo [93]. 
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Dentre estas plantas se destacam: o eucalipto (Eucaliptus wandoo, Myrtaceae) e o 

amendoim (Arachis hypogea, Fabaceae). 

 

1.2.1.2. Absorção, metabolismo e biodisponibilidade do resveratrol 

 

O resveratrol pode ser administrado por vias oral e intravenosa.  Em seres 

humanos, constatou-se que aproximadamente 70% do composto são absorvidos pelo 

organismo, independente da via de administração [94]. Este dado foi obtido pela  

análise da biodistribuição do resveratrol marcado com carbono 14 em indivíduos 

saudáveis, que receberam resveratrol marcado por via oral (25 mg). A radioatividade 

dos 30 % não absorvidos foi observada na urina, bile e fezes. A concentração máxima 

observada no plasma após 1 h de administração por via oral foi de aproximadamente 22 

nM, com um segundo pico após 6 h. Por via intravenosa, a concentração de resveratrol 

no plasma foi de 36 - 45 nM e não houve um segundo pico. Após administração 

intravenosa, o resveratrol foi distribuído por todo organismo, e provavelmente 

absorvido pelos tecidos antes de chegar à circulação entero-hepática. A meia vida da 

radioatividade total encontrada no plasma foi de 10 h, para ambas as vias de 

administração [94] 

O transporte do resveratrol dentro dos tecidos é realizado pela difusão trans-

epitelial (transporte passivo) e pelo processo mediado por uma proteína carregadora 

[95]. Ambos os transportes são facilitados pela alta lipossolubilidade deste composto e 

elevada afinidade pela albumina, proteína que facilita o seu transporte [95].  A absorção 

do resveratrol se dá basicamente no intestino. No fígado e duodeno ele é modificado 

para trans-resveratrol-3-O-glicuronídeo, trans-resveratrol-4´-O-glicuronídeo, e trans-

resveratrol-3-O-sulfatoma e ainda nestas formas produz uma ampla variedade de efeitos 

pleiotrópicos [96]. Devido a sua solubilidade, o resveratrol consegue atravessar a 

barreira hematoencefálica (BHE) atingindo o SNC. Em ratos tratados por via oral com 

20 mg/Kg de resveratrol, a concentração encontrada no cérebro foi de 0.11 nmol/g após 

10 minutos [26, 97].  

 

1.2.1.3. Senescência celular e resveratrol: alvos moleculares 

Uma ampla quantidade de estudos sugere que resveratrol cumpre um papel 

duplo, induzindo senescência em células tumorais de diferentes linhagens, e protegendo 

células normais do processo de envelhecimento. Em 1997, foi publicado o primeiro 

estudo demonstrando o efeito antitumoral do resveratrol, no qual se observou uma 
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redução de 98 % no crescimento de câncer de pele em camundongos após aplicação 

tópica [93, 98]. Outros estudos confirmam este achado demonstrando que células 

tumorais possuem um potencial reduzido de invasão de vasos sanguineos após 

administração de resveratrol [99, 100]. Este efeito pode se dar devido ao fato de que a 

transformação celular é bloqueada em presença de resveratrol [101, 102]. Uma proteína 

chave neste processo de transformação celular, a telomerase (descrita na seção1.1.2.2), 

possui a expressão reduzida pela adminstração do resveratrol em experimentos in vitro 

utilizando linhagens tumorais [103-105]. 

As vias metábolicas também são afetadas e o fenótipo senescente é detectado 

após tratamento com resveratrol. Assim, estudos in vitro mostram inibição na 

ribonucleotido redutase [106, 107], ciclo-oxigenases [108, 109], e diferentes cinases 

[110-112]. Porém efeitos benéficos foram descritos em tecidos saudáveis. Desta forma, 

diversos estudos têm proposto a utilização do resveratrol como fármaco para tratamento 

de patologias, tais como diabetes, hipertensão, aterosclerose, osteoartrite e doenças 

neurais [113-118]. O efeito protetor do resveratrol foi associado à diminuição de 

processos inflamatórios e defesa contra espécies reativas de oxigênio (ERO), fatores 

importantes para o desenvolvimento de várias destas doenças [119-121]. 

Para estudar mais profundamente os efeitos do resveratrol, diferentes abordagens 

experimentais in vitro, foram desenvolvidas. Em cultura primária de neurônios, o 

resveratrol estimula a biogênese mitocondrial pela ativação da via da proteína quinase 

ativada por AMP (AMPK) [122] e induz o aumento de sua funcionalidade através de 

proteínas chamadas sirtuinas [123]. Estas proteínas possuem capacidade de 

desacetilação de histonas NAD-dependentes, o que modula a transcrição de vários genes 

envolvidos no metabolismo básico (AKT e proteínas desacopladoras UCP2). As 

sirtuinas estão relacionadas ao aumento da longevidade, com efeitos similares à 

restrição calórica. Neste sentido, o efeito de antienvelhecimento mediado por resveratrol 

ativa sirtuinas em Caernohabiditis elegans e Drosophila melanogaster estendendo a 

vida destas duas espécies [14, 124, 125]. Por outro lado, alguns estudos ja 

demonstraram resultados controversos, aos citados, quanto a ativação de (sirtuina 1) 

SIRT1 por resveratrol [126-129]. Aonde resveratrol não aumentou a longevidade de 

algumas cepas de leveduras. Além disso, foi demonstrado que o resveratrol somente 

ativa SIRT1 in vitro, quando testado em substrato acetilado ligado a um nucleo 

fluorescente [126]. Dois estudos recentes enfatizaram a problematica de ativação de 

SIRT1 por resveratrol. O primeiro, utilizando dois conhecidos alvos acetilados de 

SIRT1, PGC1α e p53, demonstrou que o aumento na atividade catalitica de SIRT1, 
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mediada por resveratrol é presente somente na presenca do peptideo marcado com 

fluoroforo (Fluor-de-lys). O estudo ainda sugere que o composto pode modular, 

indiretamente, a atividade de SIRT1 [130, 131].  

Em camundongos que receberam baixas doses de resveratrol, concluiu-se que o 

composto mimetizou parcialmente a restrição calórica e esta foi independente de SIRT1 

[132], sugerindo que o mecanismo pode ser diferente in vivo, e apresentar maior 

complexidade por estar relacionado com a dose administrada. No entanto, recentemente, 

foi confirmado que o resveratrol aumenta a expectativa de vida com manutenção da 

homeostase celular em mamíferos afetando á atividade SIRT1 [133]. Ele atua inibindo  

cAMP  fosfodiesterases, as quais induzem a liberação de cálcio do retículo 

endoplasmático, resultando na ativação de SIRT1, como mostrado na figura 8. 

A ativação da SIRT1 tem duplo papel, reprimindo ou induzindo o crescimento tumoral 

[134]. No entanto, ao nosso conhecimento nenhum artigo relaciona este fato com a 

possivél regulação farmacológica de SIRT1 para aumentar o efeito antitumoral de 

resveratrol em GBM. 
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Figura 8. Modelo sugerido sobre o mecanismo pelo qual o resveratrol simula os efeitos da restrição 

calórica, adaptado de Park [133]. 

 

1.2.1.4. Gliomas e resveratrol: efeitos pleiotrópicos 

 Como foi descrito na seção anterior, o resveratrol tem um amplo espectro de 

ação, podendo atingir diversos alvos moleculares. Cabe também ressaltar que o efeito 

do resveratrol varia de acordo com o tipo celular e com o estado metabólico da célula. 

Em gliomas, o efeito citotóxico do resveratrol vem sendo caracterizado desde 2004, 

quando Tseng e colaboradores demonstraram que o resveratrol inibe seu crescimento 

(RT2) em camundongos, induzindo apoptose das células tumorais aumentando a 

sobrevida e inibindo a angiogênese tumoral [26, 135]. Outro estudo semelhante foi 

realizado utilizando implante subcutâneo de células de neuroblastoma em camundongos 

que foram tratados com resveratrol. Neste estudo, foi demonstrado um aumento da 

apoptose e diminuição do crescimento das células cancerosas [136]. Na literatura 
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cientifica, também são encontrados vários enfoques in vitro, utilizando o resveratrol em 

linhagens de gliomas U251, U87-MG e C6 que confirmam seu efeito antitumoral por 

indução de morte e senescência [137-140]. Estudos do nosso grupo e de outros, 

demonstraram in vitro e in vivo, que os efeitos do resveratrol são dependentes da dose e 

da concentração nas linhagens de gliomas U87-MG, GL261 e C6. Por exemplo em C6, 

a concentração de resveratrol  50 μM induz apoptose em 48 h, mas a concentração de 10 

μM provoca senescência após 12 dias de tratamento [140]. 

 

1.2.2. Quercetina 

A quercetina pertence ao grupo dos flavonóides, nome dado aos pigmentos 

derivados da benzo-g-pirona encontrado em plantas. Estes compostos possuem uma 

estrutura em comum de três anéis (A, C e B) com um esqueleto carbônico C6 – C3 – C6 

(Figura 01). O primeiro anel “A”é aromático, o segundo anel “C‟ é um anel 

heterocíclico associado a um oxigênio e ligado por meio de uma ligação C-C ao terceiro 

anel aromático “B”, revisado em [141]. Esta estrutura básica permite a possibilidade de 

substituições nos anéis benzênicos A e B, tais como hidroxilação, glicosilação, 

metilação, sulfatação e glicuronidação, que podem ser resultantes de processos 

metabólicos [141] . A estrutura da quercetina está representada na figura 9. 

A estabilidade da quercetina é limitada para a forma aglicona (sem açucar 

associado) observada nas seguintes condições: no plasma, em acetonitrila e em água à 

temperatura ambiente [141, 142]. Neste estudo, foi observarada a instabilidade da 

quercetina em diferentes valores de pH (pH 2,7, 7 e 10) e temperatura (4ºC e -20ºC), a 

qual foi atribuída à instabilidade da estrutura do anel central que pode resultar na 

fragmentação do mesmo. No entanto, em condições ácidas, a quercetina mostrou-se 

mais estável [141].  

 Nas plantas, os flavonóides respondem à luz, protegendo-as contra os 

danos ocasionados pela radiação UV e controlando os níveis de auxinas, (reguladores 

do crescimento e diferenciação) [143]. Outras funções descritas são atividade 

antibacteriana e antifúngica e participação na pigmentação de frutas [144, 145]. 
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Figura 9. Estrutura química da quercetina. Na esquerda é representado o esqueleto carbonado dos 

flavonóides; na direita a estrutura da quercetina, grupos hidroxila são incorporados nos anéis 

heterocíclicos da estutura de flavonóides. 

 

1.2.2.1. Fontes da quercetina 

Dois estudos avaliaram mais de 50 amostras, entre diferentes variedades de 

frutas, hortaliças, verduras e alguns derivados destas, consumidas no Hawaii, e 

verificaram que as concentrações de quercetina nestes alimentos foram bastante 

variadas [146, 147]. Encontraram elevadas concentrações de quercetina em cebola (284-

486 mg/kg), couve (100 mg/kg), vagem (32-45 mg/kg), brócolis (30 mg/kg), repolho 

(14 mg/kg) e tomate (8mg/kg). Considerando frutas, a concentração média de 

quercetina encontrada foi de 15 mg/kg, com a maçã tendo os maiores níveis, entre 21 e 

72 mg/kg. Em bebidas (vinho Blanco e café)  a quantidade encontrada foi de 

aproximadamente 1 mg/L. O chá preto é a bebida que apresenta maior concentração de 

quercetina, em torno de 10-25 mg/L. 

 

1.2.2.2. Absorção, metabolismo e biodisponibilidade da quercetina 

Na dieta, a quercetina pode ser encontrada como β-glicosídeo, ou seja, com um 

açúcar ligado na posição 3 do anel C [141]. No entanto, a quercetina pode ser 

encontrada agliconada. A natureza da glicosilação é conhecida por influenciar sua 

eficiência de absorção [148]. Assim, um estudo com voluntários humanos 

ileostomizados mostrou que 52 % da quercetina glicosídica é absorvida no intestino 

delgado, enquanto apenas 24 % da forma aglicona é absorvida [149]. No entanto, outros 

estudos sugerem que a natureza hidrofílica dos grupos glicosídeos tem sua absorção 

alterada pelo intestino delgado, acontecendo uma clivagem da ligação β-glicosídica no 

intestino grosso, quando a microflora presente entra em ação. Porém, outros estudos 

afirmam que glicosilação e glicuronidação ocorrem durante a passagem através do 

epitélio [141, 150] 
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No cólon, a absorção da quercetina glicosídica acontece após a hidrólise pela 

microflora residente. Entretanto se a quercetina for absorvida intacta, a deglicosilação 

pode ser efetuada pela β-glicosidase citosólica presente em células intestinais [141]. 

Após a absorção no intestino, a quercetina pode ser conjugada [141]. A etapa 

subsequente de sua metabolização é a conjugação que pode acontecer nos rins e no 

fígado. Assim, a quercetina pode se conjugar com o ácido glicurônico ou com o ácido 

sulfúrico aumentando sua solubilidade e sua eliminação [141]. Outra modificação que 

pode ocorrer na quercetina é a  metilação no fígado pela ação da O-metiltransferase 

[141]. A extensiva O-metilação da quercetina, em adição a outras reações de conjugação 

podem justificar a falta de toxicidade pela adição de grupos glicuronídeos e sulfatídeos  

[141]. 

Em relação à biodistribuição da quercetina, de Boer e colaboradores (2005) 

encontraram uma ampla distribuição tecidual desta após 11 semanas de suplementação 

na dieta de ratos [26, 151]. Após administração de 500 mg/Kg,  a concentração de 

quercetina no cérebro foi de 0,06 nmoles/g e, quando a suplementação foi realizada por 

3 dias observou-se uma concentração de 0,7 nmoles/g, sugerindo que este composto 

consegue atravessar a BHE e alcançar concentrações detectáveis no cérebro [26, 152].  

 

1.2.2.3. Quercetina e senescência: alvos moleculares 

Mutações em p53 estão entre as anormalidades genéticas mais comuns em 

cânceres humanos [153]. Em linhagens celulares de câncer de mama, foi observado que 

a quercetina (248 μM) regula negativamente a expressão de proteína p53 mutada para 

níveis quase indetectáveis [154, 155]. Concentrações mais baixas resultam em uma 

menor redução, indicando um mecanismo dose dependente [155]. Além disso, há 

inibição do acumulo de p53 pelo que induz uma parada na fase G2-M do ciclo celular 

[155].  

Por outro lado, a etapa de controle de G1 também é controlado pelo gene p53.  A 

quercetina induz senescência em células T de leucemia humana [156]. Numa 

concentração de 70 μM, 64 % das células estavam em G0 /G1 comparado com 50 % em 

culturas controle. Esta parada em G1 também foi observada em células de cânceres 

gástricos tratados com quercetina [156].  Os princiapis alvos que interagem com a 

quercetine são mostrados na figura 10. 

As tirosina-quinases são uma família de proteínas localizadas na, ou próximo à 

membrana celular. Estas proteínas estão envolvidas na transdução de sinais de fatores 
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de crescimento ao núcleo. Elas também estão envolvidas na oncogênese, assim seus 

inibidores têm sido utilizados como agentes antitumorais [157]. Em pacientes com 

câncer avançado, a administração intravenosa de quercetina (dosagens 60-1700 mg/L 

conduziu à inibição de tirosina-quinases de linfócitos em menos de uma hora, em 9 dos 

11 casos [158]. Esta inibição foi mantida 16 horas pós-administração do polifenol [158]. 

Assim, a quercetina foi o primeiro composto inibidor da tirosina quinase testados em 

humanos e com fase clínica em desenvolvimento [158]. 

Em modelos animais a quercetina leva á indução de apoptose [159], aumentando 

a relação Bax (proteína BCL2 associada ao X - Bcl2 associated X protein)/Bcl-2 [160], 

aumentando a liberação de citocromo-c da mitocôndria, aumentando a ativação de 

caspase-3 e caspase-9 [161]. 

 

 

Figura 10. Alvos moleculares do ciclo celular que são afetados pela quercertina. A quercetina  é 

representada com a sigla Qu dentro das esferas cinzas. Figura adaptada de Gibellini [162]. 
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1.2.2.4. Gliomas e quercetina: efeitos pleiotrópicos 

 

Diversos estudos utilizando linhagens de glioma analisaram o efeito antitumoral 

da quercetina in vitro [26, 163-165]. Braganhol e colaboradores (2006) demostraram 

que a quercetina induz morte por apoptose e necrose na linhagem de glioma humano 

U138 [165]. No entanto, este composto protege culturas organotípicas de hipocampo de 

rato da morte celular induzida por privação de oxigênio e glicose. Resultados similares 

foram obtidos nas linhagens U87-MG, U251 e A72 quando tratadas com quercetina 

[166]. Este flavonóide sensibiliza as células à apoptose pela diminuição da expressão de 

survivina, uma proteína anti-apoptótica [166]. Esta mesma via de sinalização junto com 

AKT e ERK parecem ser os principais mecanismos afetados por quercetina em 

glioblastomas, como sugerido por Kim e colaboradores (2008) [163].  

 

1.2.3. Modificações epigenéticas induzidas por fármacos: uma estratégia 

antitumoral 

A unidade básica da cromatina é o nucleossomo constituido, aproximadamente, 

por 146 pares de bases do DNA enoveladas a um octâmero de histonas. Essas proteínas 

básicas foram consideradas como componentes meramente estruturais, mas nos últimos 

10 anos foram reconhecidas pelo importante papel que desempenham na manutenção do 

equilíbrio dinâmico da cromatina [167]. 

Modificações pós-traducionais acontecem em forma preferencial nos extremos 

aminoterminais das histonas, sendo acetilação, fosforilação, metilação, ubiquitinação, as 

mais estudadas [168]. Estas modificações induzem mudanças na estrutura dos 

cromossomos e alteração na expressão de seus genes, através de dois mecanismos 

distintos. No primeiro, todas as modificações alteram a carga eletrostática das histonas e 

isto pode modificar as propriedades estruturais das histonas e ligantes do DNA [169]. 

No segundo, estas modificações pós-traducionais podem gerar, estabilizar, romper ou 

ocluir domínios de interação na cromatina para proteínas regulatórias, como fatores de 

transcrição, proteínas envolvidas na condensação da cromatina e reparo do DNA [170, 

171]. 

Duas modificações regulam diretamente a expressão gênica: acetilação e metilação. A 

acetilação facilita a expressão de genes (genes ativos), enquanto a metilação pode estar 

associada tanto a genes ativos como a silenciosos [169]. Assim, a metilação nas lisinas 

4, 36 e 79 da histona H3 (H3), por exemplo, está associada a genes ativos, enquanto nas 
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lisinas 9 e 27 está associada a genes silenciosos [172]. Porém, entre estas duas 

modificações, mudanças no padrão de acetilação do DNA são preferencialmente mais 

estudadas pelo seu envolvimento direto em diferentes estados patológicos. Assim, o 

desequilíbrio da acetilação e desacetilação das histonas em regiões promotoras contribui 

para a desregulação da expressão gênica e tem sido associado à carcinogênese e à 

progressão do câncer [173]. No entanto, mutações na histona H3.3  foram recentemente 

associadas a GBM [174-176]. A análise do exossoma de 48 amostras de GBM 

pediátricos revelou mutações somáticas na via da remodelação da cromatina H3.3-

ATRX (-thalassaemia/mental retardation syndrome X-linked) -DAXX (death-domain 

associated protein), responsável do recrutamento da H3.3 nas heterocromatinas 

pericentricas e nos telômeros [174]. Pela primeira vez, mutações em histonas foram 

associadas a doenças específicas. Isto reforça a idéia da complexidade do câncer e a 

difilcudade de encontrar terapias adequadas para esta doença, na qual tanto mutações 

como mudanças epignéticas sobre histonas atuam em forma conjunta para aumentar a 

malignidade tumoral. 

Duas famílias de enzimas: as histonas acetiltransferases (HAT) e as histonas 

desacetilases (HDAC) regulam os níveis globais da acetilação do DNA. As HAT 

transferem grupos acetil para resíduos de lisina aminoterminal nas histonas, resultando 

na expansão local da cromatina e no aumento da acessibilidade de proteínas regulatórias 

do DNA [177]. Já as HDAC catalisam a remoção de grupos acetil, levando à 

condensação da cromatina e repressão transcricional [178]. A modulação farmacológica 

das HDAC tem sido utilizada para o tratamento de diferentes tipos de patologias, dentre 

elas o câncer [179]. Existem vários compostos com atividade inibidora de HDAC 

descritos e estes basicamente são classificados em quatro grupos estruturais: os 

inibidores de HDAC (HDACi) do tipo ácidos hidroxâmicos, entre eles Trichostatin A, 

SAHA, PXD101, LBH589, 4SC-201; os ácidos graxos de cadeia curta, como o butirato 

de sódio, Privanex e o ácido valpróico. Esses três grupos agem inibindo HDAC de 

classes 1 e 2 [180]. O quarto grupo estrutural é composto por benzamidas, MS-275 e 

MGCD-0103, que inibem além da classe 1 e 2, também a classe 3 [180]. Estudos com 

inibidores de HDAC têm se mostrado eficazes em diminuir a taxa de proliferação e 

aumentar a apoptose em diversos tipos tumorais, estando, muitos deles, sendo testatos 

em ensaios clínicos fase I, II e III [180].(tabela 1). 

Tabela 1. HDACi utilizados como antitumorais. Adaptado de khan e Thaneg, 2012 [180].  
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Grupo químico Composto Concentração de uso Fase clínica 

Hidroximato SAHA (vorinostat) 

PXD101 (belinostat) 

LBH589 (panobinostat) 

ITF2357 (givinostat) 

PCI-24781 (CRA-024781) 

JNJ-26481585 

4SC-201 (enitinostat) 

Trichostatin A (TSA) 

nM 

nM 

nM 

nM 

nM 

µM 

µM 

nM 

II, III 

I, II 

II, III 

I, II 

I 

I 

I, II 

I, III 

Benzamida MS-275 (entinostat) 

MGCD0103 (mocetinostat) 

µM 

µM 

II 

II 

Tetrapeptídeos 

cíclicos 

FK2228 (romidepsina) nM I, II 

Ácidos Alifáticos Acido valproico 

Butirato de sódio 

Pivanex (NA-9) 

mM 

mM 

mM 

I, II, III 

II 

I, II 

 

1.2.3.1. Butirato de sódio 

Cada composto tem um mecanismo de ação próprio, mas a grande maioria dos 

inibidores de HDAC interfere no sítio catalítico da enzima, o que induz o bloqueio do 

acúmulo de sustrato  de histonas acetiladas [181]. O butirato de sódio é um ácido graxo 

de cadeia curta com  fórmula molecular, C4H7O2Na (figura 11), sendo um HDACi de 

origem natural. Este HDACi é originado a partir da fermentação de fibras alimentares 

pelas bactérias do cólon. Este ácido graxo participa na manutenção da saúde das células 

enterocíticas [182].  

 

 
 

Figura 11. Estrutura molecular do butirato de sódio. 

 

1.2.3.2. Absorção, metabolismo e biodisponibilidade do butirato de sódio 
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 O butirato de sódio é o primeiro HDACi derivado de mamíferos descrito, 

encontrado como derivado principal da fermentação de amidos resistentes  O butirato de 

sódio é consumido quase completamente pela mucosa colônica, sendo este produzido 

no cólon numa razão de aproximadamente 15 %, junto com  acetato (65%)  e propionato 

(20%) [183]. No entanto, as concentrações podem variar de acordo com a porção do 

intestino onde ocorre a fermentação da fibra ou com o tipo de fibras [184]. Os ácidos 

graxos de cadeia curta, como este, apresentam múltiplas funções que promovem a saúde 

no intestino grosso [182, 184, 185]. O aumento de sua produção é um dos fatores mais 

importantes para que ele seja o substrato (energético) preferencial das células colônicas 

[182, 185]. Diversos estudos mostram o impacto do butirato de sódio no intestino 

grosso para potencial tratamento de colite ulcerativa, ou de outros distúrbios intestinais 

[186]. Porém, a quantidade de necessária para produzir  efeitos benéficos no cólon, deve 

ser similar à fisiológica (12-24 mM) [185, 186]. 

Ácidos orgânicos indissociados, como ácido butirico, podem atravessar a 

membrana e ser absorvidos rapidamente pelo intestino delgado, por isso dificilmente 

chegarão ao intestino grosso [187]. No entanto, o butirato de sódio microencapsulado 

consegue chegar à parte posterior do trato gastrointestinal aumentando a estabilidade 

deste composto [188].  

 

1.2.3.3. Butirato de sódio e senescência: alvos moleculares 

 

O butirato de sódio foi descrito como um inibidor não competitivo de HDAC, ou 

seja, ele não se associa a seu sítio ativo. O mecanismo molecular pelo qual o NaB atua 

inibindo HDAC ainda permanece desconhecido, no entanto esta atividade já foi descrita 

para este composto que induz parada na proliferação celular em diferentes linhagens  

tumorais  [189-191]. Esta diminuição da capacidade de divisão celular está associada à 

estimulação ou repressão de genes específicos [192-196]. Existem no genoma eucarioto 

de mamíferos sequências de DNA dentro de promotores, as quais regulam a expressão 

de genes que são ativos ou reprimidos em presença de butirato de sódio. Estas regiões 

são denominadas elementos de resposta a butirato [192-196]. Estes elementos de 

resposta podem ser divididos em dois grupos distintos, de acordo com sua estrutura ou 

interação com estas sequências. Assim, um grupo de genes são induzidos ou reprimidos 

por uma sequência comum dentro dos elementos de resposta, o que sugere que existam 

fatores de transcrição conservados que se ligam nestes sítios [192]. Além disso, outro 

grupo inclui a indução da expressão de p21 e outros genes, mediada pela união das 
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proteínas SP1 e SP3 aos elementos de resposta a butirato [197]. SP1 e SP3 foram 

associadas com actividade de HDAC em células de câncer  da mama humano [197]. 

Ambas as proteínas imunoprecipitaram junto com HDAC 1 e 2, o que sugere que elas 

recrutam HDAC induzindo a desacatilação destas regiões. 

O promotor de p21 tem seis sítios de ligação a SP1 (ou elementos de resposta a 

butirato) [197]. Além disso, o SP1 está associado com a proteína dedo de zinco 89 

(ZBP-89). Esta proteína recruta p300, que é uma HAT [197]. Assim, ZBP-89 recruta 

uma HAT ao promotor de p21, e ao mesmo tempo, SP3 recruta HDAC 1 e 2 para o 

mesmo promotor,  estabelecendo um dinamismo na acelitação das histonas  (figura 12). 

A inibição da actividade de HDAC com o buitirato de sódio permite que a atividade de 

HAT de p300 aumente, induzindo o aumento os níveis de acetilação das histonas no 

promotor [197], como mostrado na figura 12. A hiperacetilação das histonas provoca a 

abertura da cromatina e induz a expressão de p21 [197]. Este mecanismo sugere que 

esta indução de p21 leva à parada no ciclo celular. Vários exemplos em câncer são 

descritos na literutura sugerindo que p21 é o principal indutor de senescência celular 

[197]. No entanto, a ativação de p27 também tem sido descrita como indutora de 

senescência [198-201], embora os mecanismos moleculares pela qual esta é ativada, 

ainda não são conhecidos. 

 

 
 

Figura 12. Mudanças epigenéticas na região promotora de p21 sob efeito de butirato de sódio.  Ac 

representa grupos acetila (adaptado de Davie, 2003 [197]) 

 

1.2.3.4. Gliomas e butirato de sódio: efeitos pleiotrópicos 
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Poucos estudos utilizando linhagens de glioma analisaram o efeito antitumoral 

do butirato de sódio in vitro [202-204]. Dois estudos demonstraram que o butirato de 

sódio induz morte por apoptose na linhagem de glioma humano U87-MG sem afetar 

células normais (cultura primária de astrócitos) [204]. No entanto, este não é o único 

mecanismo ativado, a senescência celular é induzida nas linhagens de rato C6 e T98G 

humana [202, 203]. 

Como descrito acima, a remodelação da cromatina induz alteração no padrão da 

expressão gênica das células tratadas. Entretanto, os mecanismos que induzem 

senescência ou morte celular em glioblastoma ainda devem ser estudados mais 

profundamente. 

 

 

1.2.4. Resveratrol, Quercetina e Butirato de sódio: efeitos em glioblastomas 

Estudos epidemiológicos têm associado um alto consumo de frutas e verduras a 

um menor risco de desenvolver câncer, doenças cardíacas e doenças neurodegenerativas 

ao longo da vida. Assim, estudos avaliando o efeito da combinação de dois ou três 

compostos (quercetina, resveratrol, genisteína, catequinas, etc) começaram a ser 

realizados, mostrando um efeito sinérgico ou aditivo destes compostos [140, 205-207] 

em modelos tumorais, o que corrobora a hipótese de que o efeito benéfico dos vegetais 

não reside em apenas um composto isolado, mas sim na combinação destes.  

O resveratrol interage com numerosos alvos moleculares afetando múltiplas 

cascatas de sinalização [208]. No entanto, o mecanismo mais descrito é a ativação em 

forma indireta da SIRT1 após administração deste polifenol, como descrito na seção 

1.2.1.3. O resveratrol retarda o envelhecimento celular em mamíferos [133], o que 

mimetiza a condição de restrição calórica. Estudos demonstraram que os níveis de 

SIRT1 estão aumentados em roedores e tecidos humanos em resposta a restrição 

calórica [209-211], este aumento acontece devido às mudanças metabólicas e à 

tolerância ao estresse, como resultado da dieta. No entanto, a SIRT1, quando 

desregulada, está relacionada ao desenvolvimento de câncer. Vários relatos mostram 

que esta desacetilase é superexpressa em vários modelos de câncer, como por exemplo, 

em câncer de pulmão humano [212], de próstata [213] e leucemia [214]. Além disso, os 

níveis de acetilação em K16-H4 e K9-H3, substratos de SIRT1, são alterados em 

diferentes tumores [215, 216]. Assim, estudos mostram que a perda de monoacetilado 

K16-H4 é um evento comum e precoce no desenvolvimento do câncer [217]. De 

maneira similar, a atividade alterada da SIRT1 em câncer também pode interferir em 
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proteínas-chave que regulam importantes funções celulares. Por exemplo, a 

superexpressão de SIRT1 inibe a função de p53 [218] e sua inibição em células de 

leucemia produz a ativação de p53 [219].  

 Ku70, outra proteína de resposta ao estresse e reparação do DNA é regulada por 

SIRT1. Esta proteína é desacetilada permitindo a sobrevivência em longo prazo de 

células cancerosas danificadas [209]. Neste sentido, o tratamento com inibidores da 

SIRT1 por HDACi tem efeito antitumoral pela indução da expressão de genes 

supressores tumorais e aumento nos níveis de acetilação de K16-H4 e K9-H3 em 

linhagens celulares de câncer do cólon [216]. Por outro lado, a quercetina também pode 

atuar como inibidor de HDAC como demonstrado na linhagem de leucemia humana 

HL-60 e em um modelo tumoral de câncer de hamster (HBP) [220-222]. Assim, a 

eficácia na indução de senescência pela combinação de resveratrol e quercetina pode ser 

devido a esta inibição [140]. No entanto, para testar de forma mais objetiva se o 

resveratrol poderia ter um efeito pró-tumoral pela ativação de SIRT1, investigamos a 

combinação de HDACi com resveratrol. Na mesma linha, se o efeito pró-senescência da 

quercetina for somente através da inibição da HDAC, um HDACi não teria efeito 

aditivo quando quercetina estiver presente.  Neste sentido, a inibição farmacológica de 

HDAC combinada com o tratamento com o resveratrol ou a quercetina poderia 

apresentar novas evidências sobre a atividade antitumoral destes compostos. 

 

1.3. Câncer: Um fenômeno complexo 

O genoma humano, assim como o de outras células eucariotoas, é composto por 

milhares de genes codificadores para proteínas, onde estas comumente interagem entre 

si, estabelecendo um sistema bioquimicamente complexo que responde pela homeostase 

celular [223]. Uma característica deste sistema complexo é a sua não linearidade, onde 

mudanças simples em uma parte do sistema podem gerar efeitos que se propagam por 

todo este. Considerando a complexidade dos sistemas biológicos e a sua não 

linearidade, torna-se necessário o desenvolvimento de ferramentas para entendimento de 

tais sistemas, a fim de descobrir princípios comuns que regem a sua organização e 

funcionamento.  

Neste contexto, o estudos dos mecanismos moleculares que levam às inúmeras 

patologias, como o câncer, é um grande desafio do ponto de vista biológico.Assim, 

considerando os processos tumorais, duas características principais resultam no 
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aumento da complexidade desta doença. Primeiramente, o câncer é uma patologia 

altamente heterogênea em relação ao tipo de célula e origem do tecido e, por fim, é uma 

doença que envolve a desregulação de múltiplas vias de sinalização que regem 

processos celulares fundamentais, tais como a morte, proliferação, diferenciação e 

migração celular.  

Portanto, compreender esta desregulação multivariada (epigenética ou 

clastogênico) exige a interpretação global de diferentes plataformas experimentais de 

grande escala, tais como o sequenciamento do genoma, a análise de transcriptomas, 

proteomas e metabolomas de células tumorais e os tecidos circundantes.  

A fim de gerar um conjunto de ferramentas capazes de interpretar dados de larga 

escala desenvolveu-se uma área da Bioinformática denominada de Biologia de 

Sistemas. 

 

 

1.3.1. Biologia de sistemas 

A Biologia de Sistemas consiste de um conjunto de análises matemáticas que 

visam complementar a visão tradicional de pesquisa biológica. Os “sistemas” ou “níveis 

de complexidade” da Biologia de Sistemas compreendem a interação entre duas ou mais 

proteínas necessárias para a realização de determinada função na célula. Este princípio 

pode ser aplicado às interações observadas entre componentes celulares de um tecido ou 

até interações observadas entre indivíduos em um contexto ecológico [224]. Por estes 

motivos, a Biologia de Sistemas integra ferramentas computacionais para analisar 

interações funcionais entre moléculas, como proteínas ou genes, a partir da análise de 

bancos de dados [224, 225]. 

 Um sistema que pode ser estudado por meio da biologia de sistemas é a 

senescência celular e suas diversas formas (RS e OIS), que podem ser inferidas a partir 

de mapas de rotas bioquímicas [226]. Estas rotas podem ser deduzidas por redes de 

interações entre metabólitos e macromoléculas, entre as quais muitas são proteínas ou 

compostos químicos sintetizados pela própria célula ou células vizinhas [224, 227]. 

Portanto, os experimentos de larga escala (high throughput) são um passo importante 

para a compreensão deste mecanismo antitumoral e o câncer. 

 

 

 

1.3.1.1. Conceitos básicos de biologia de sistemas 
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O crescimento dos bancos de dados de informações biológicas e sua 

interpretação constituem um grande desafio computacional. Este problema pode ser 

resolvido através de estratégias matemáticas e de informática que compreendem a 

integração de um amplo número de dados em grafos ou também chamadas de redes de 

interação [228].    

As redes de interação são estruturas complexas, formadas por elementos 

unitários (nós) ligados por conectores conformando uma ampla variedade de conexões 

[224, 228]; a estrutura de um grafo é representada na figura 13. Na Biologia de 

Sistemas, os nós podem representar genes, proteínas, pequenas moléculas, drogas, ou 

qualquer outra entidade capaz de interagir em um sistema. Os conectores representam a 

natureza da interação e podem ser diretos ou indiretos, representando interações físicas, 

ativações, inibições, regulações ou qualquer outra relação entre os nós. Assim, uma 

célula pode ser descrita como uma rede de moléculas de diferentes naturezas designadas 

como “nós”, conectadas através de reações químicas  denominadas “conectores” [224, 

229, 230].  

 

 

Figura 13. Exemplo de uma rede de interação e seus componentes.  Os círculos representam  nós 

(proteínas) e as conexões entre estes conectores que referem a  interações químicas ou físicas entre 

proteínas. 

 

 

1.3.1.2. Modularidade biológica 
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Inúmeras observações em Biologia de Sistemas  indicaram que  inúmeras sub-

redes distintas a partir de uma rede maior. Estas sub-redes podem ser definidas como 

módulos [231]. De uma forma bastante simplificada, um módulo ou agrupamento em 

uma rede é um grupo de nós altamente interconectados entre si, com baixo valor de 

diâmetro [228]. Aparentemente, grupos de genes, proteínas ou metabólitos são capazes 

de formar módulos específicos que constituem processos biológicos fundamentais para 

que uma célula consiga exercer uma determinada função. Os processos biológicos estão 

agrupados no conceito de ontologias gênicas. Estas ontologias gênicas são determinadas 

a partir do cruzamento de diferentes bases de dados experimentais e dados da literatura 

científica [224, 232]. Assim, diferentes funções podem ser atribuídas a uma rede ou 

sub-rede no contexto celular [224, 228].  

Existem vários exemplos de modularidade biológica (figura 14). De fato, a 

maioria das moléculas em uma célula faz parte de um complexo intracelular com 

atividade modular, como os complexos ribossômicos [231], necessários para o processo 

de tradução [233] ou o avanço do ciclo celular [234]. Desta maneira, para que seja 

possível estudar a natureza modular de uma rede, bem como se os módulos estão 

relacionados a um determinado mecanismo celular, são necessárias ferramentas e 

métodos de medida fornecidos pela Teoria dos Grafos.  
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Figura 14. Exemplo de uma rede de interação mostrando modularidade em leveduras.  Cada grupo 

de nós pertencentes a um determinado módulo está indicado por formatos geométricos específicos junto 

com a sua ontogenia respectiva (adaptado de Barea et al, 2011 [235]). 

 

1.3.1.3. Estrutura de redes: princípios de centralidades 

A análise da estrutura global de redes não se limita à presença de motivos ou 

módulos, mas compreende também a determinação de centralidades dentro da estrutura 

da rede [224, 236].  

As centralidades constituem um conjunto de ferramentas computacionais que 

permitem identificar nós que possuem uma posição relevante na rede [237]. Assim, 

foram desenvolvidos alguns critérios, tais como centralidade e intermedialidade 

(betweenness) [224, 237], que definem a importância do nó na rede.  

As centralidades têm sido estudadas em sistemas biológicos para identificar 

proteínas-chaves para um organismo ou que possuem uma posição importante em um 

determinado processo biológico [237]. Entre as medidas de centralidade, o grau 

(degree) representa o quanto o nó está conectado a outros nós adjacentes. Em outras 
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palavras, o grau do nó representa a “popularidade” de um determinado nó em uma rede. 

Nós com alto grau de conectividade são denominados de hubs, sendo proteínas cujas 

alterações prejudicam a homeostase do organismo (Figura 2). O termo de 

intermedialidade representa quanto um nó específico está entre todos os outros nós na 

rede ou entre determinados processos.  

De forma geral, o grau e a intermedialidade demonstram a influência de um nó 

em uma rede na propagação de uma informação por toda a rede. Desta forma, define-se 

o conceito de gargalo (bottleneck) como uma medida de centralidade que define todos 

os nós com altos valores de intermedialidade, configurando-se como pontos centrais que 

controlam a propagação de informação para outros nós integrantes da rede. Os gargalos 

também indicam todos os nós que estão entre agrupamentos altamente interconectados, 

onde a remoção destes pode dividir a rede inteiramente [224, 237], um exemplo destes 

paramétros é mostrado na figura 15. Além disso, todos estes conceitos podem ser 

aplicados para a análise de redes de interação tumorais. 

 

Figura 15. Rede de interações entre uma ubiquitina quinase (NIRF; nó vermelho), 

proteinas que regulam o ciclo celular (RB e p53 em azul; CDK e ciclinas em amarelo) e outras que 

modificam diretamente a cromatina (HDAC1, TAFs, TBP, ING1 e PCNA em azul claro). pRB e p53 

representam dois  hubs principais, conectados através de NIRF1. Mori, et al 2012  [238]. 

 

1.3.2. Biologia de sistemas aplicada ao estudo do câncer 
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Dentro de uma rede biológica de células normais, existe uma relação temporal 

dinâmica e precisa na formação dos complexos protéicos [239]. Por exemplo,  de de 

Lichtenberg [239] realizou a análise do ciclo celular através de uma rede de interação 

proteíca baseada em dados proteômicos de levedura e mostrou que dois princípios 

básicos regem o ciclo celular: (1) o ciclo celular está contituído por genes expressos em 

forma periódica e outros constitutivamente; (2) essa expressão garante que os 

complexos proteícos possam ser constituidos nos momentos adequados, o que 

proporciona o controle da proliferação celular (figura 16). Isto mostra que os genes não 

apenas trabalham juntos, mas também são regidos por determinadas regras subjacentes. 

 

Figura 16. Rede temporal de interações entre proteínas que regulam o ciclo celular de 

leveduras. Nós circulares são as proteínas envolvidas no ciclo celular que podem formar complexos ou 

ter outro tipo de interação não física. Nós brancos representam proteínas estáticas, enquanto os nós 

coloridos inferem o pico de expressão das proteínas. Proteínas sem interação estão fora do círculo e 

igualmente posicionadas de acordo a seu pico de expressão. de Lichtenberg, et al 2005 [239]. 

 

De maneira similar, os genes trabalham em conjunto para desempenhar suas 

funções no câncer. Porém, cânceres são causados geralmente pela mutação de vários 
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genes que levam à desregulação de múltiplas vias de sinalização [240, 241]. 

Atualmente, a identificação de biomarcadores que podem caracterizar cânceres continua 

sendo um desafio.  

Os métodos tradicionais detectam genes diferencialmente expressos entre 

amostras de câncer e normais, porém, existe a possibilidade de erros devido ao tamanho 

amostral reduzido ou ao conceito de que os genes funcionem independentemente. 

Portanto, vias desreguladas podem servir como biomarcadores melhores em 

comparação a um único gene [242]. Da mesma forma, redes de proteínas tumorais 

apresentam algumas características intrínsecas que as diferencia das redes de células 

normais, as quais estão expostas a seguir. 

1.3.2.1. Mutações gênicas indutoras de câncer influenciam as redes de interação de 

proteínas humanas 

A teoria dos grafos é aplicada tanto como para determinar seus efeitos em redes 

de interação de proteínas humanas (RIPH) a partir de padrões mutacionais no genoma. 

As mutações gênicas indutoras de câncer (MIC) promovem a proliferação celular e o 

escape (bypass) da senescência celular [243, 244]. Análises genômicas permitiram 

observar que as MIC acontecem de forma menos frequente em genes duplicados e mais 

frequente em singletons ou genes únicos (16,3% e 83,7%, respectivamente), 

independente de suas funções moleculares [245]. Porém, existem mutações que podem 

afetar diretamente a homeostase celular. Por exemplo, um oncogene mutado ou 

expresso em níveis elevados ajuda a transformar uma célula normal em célula cancerosa 

[246]. O mesmo pode acontecer quando um gene supressor de tumor é mutado, o que 

leva à redução ou a perda da sua função [247]. 

 

1.3.2.3. Mutações gênicas indutoras de câncer produzem proteínas e redes altamente 

interconectadas. 

A análise de redes de proteínas humanas sugere que proteínas derivadas de 

genes duplicados interagem com um maior numero de outras proteínas que as proteínas 

derivadas de singletons, porém os coeficientes de modularidade são mais baixos, ou 

seja, possuem uma interconectividade menor dentro da RIPH [248, 249]. O câncer 

produz alterações destes padrões dentro das RIPH. Assim, Rambaldi e colaboradores 

(2008) [245], mapeando um conjunto de MIC por meio da análise de genomas tumorais 

por sequenciamento, observaram que proteínas mutadas apresentam maior numero de 
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nós interagindo e maior coeficiente de modularidade do que proteínas normais. 

Interessantemente, resultados semelhantes foram mostrados por Jonsson e Bates [250], 

os quais utilizaram uma base de dados de interação de proteínas diferente para 

caracterizar MIC [250]. Neste estudo, um método computacional baseado no princípio 

de interações de ortólogos foi aplicado para construir uma rede de interação humana de 

proteínas [250]. Com esta estratégia, os autores concluíram que proteínas resultantes de 

MIC constituem a base de interação em RIPH. Através destes resultados, Rambaldi 

(2008) propôs que MIC são intrinsecamente frágeis e propensas a induzir alterações na 

estrutura de RIPH, ou seja, produzem hubs altamente interligados que podem produzir 

efeitos simultâneos em vários processos (bottleneck). Assim, os oncogenes ativam vias 

de sinalização que estimulam o desenvolvimento tumoral (vias de proliferação), ou os 

genes supressores tumorais metilados ou mutados provocam alterações na regulação de 

RIPH de células normais. Ambos os casos induzem câncer [251]. 

 

1.3.2.4. A sinalização celular do câncer está determinada pela estrutura de suas redes  

A alta conectividade das proteínas derivadas de MIC e a elevada modularidade 

influenciam diretamente a sinalização celular. Para entender como estas características 

afetam as vias de sinalização é preciso considerar dois princípios: “positive feed-

forward regulatory loop” e “bi-fan regulatory loop”. No primeiro, por exemplo, se 

considerarmos três proteínas: A, B e C; A regula B e B regula C; mutações que afetam 

A (oncogene) podem alterar a via de sinalização, amplificado assim seu sinal 

intracelular e induzindo câncer [252], figura 17. Seguindo o mesmo raciocínio, no caso 

de “bi-fan regulatory loop”, podemos considerar quatro proteínas: A, B, C e D; A 

regula C e D, e B regula C e D concomitantemente. Assim, mutações que afetem A não 

necessariamente induzirão a amplificação do sinal. Considerando estes princípios, a 

regulação mais frequente nos módulos de RIPH de cãncer é a “positive feed-forward 

regulatory loop” [253], figura 17. 
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Figura 17. Representação de dois possíveis mecanismos de regulação da sinalização celular. 
Nós circulares são representadas proteínas (A,B,C e D) envolvidas numa cascata de sinalização 

hipotética. As setas refletem a direção como o alvo de regulação.  

Nas redes de sinalização, os fluxos de informação poderiam convergir 

produzindo um número redundante e limitado de respostas [254]. Estes pontos de 

convergência podem ser proteínas (nós) que ao serem alteradas induzem a perda da 

homeostase celular provocando câncer [253]. Assim, a alta conectividade de proteínas 

produzida por MIC pode induzir o aumento de nós convergentes, os quais em RIPH de 

células normais pertenceriam a vias de sinalização diferentes [253]. 

O conhecimento gerado a partir do estudo de RIPH de câncer ajudará na geração 

de hipóteses experimentalmente testáveis e descoberta dos mecanismos subjacentes da 

tumorigênese. Porém, a aplicação de biologia de sistemas para o estudo dos 

mecanismos endógenos antitumorais e sua sinalização está em fase inicial [255-258]. 

Até o momento, a senescência celular foi analisada no contexto de envelhecimento 

fisiológico [259]. Atualmente, segundo nosso conhecimento não existem estudos 

focando a análise da senescência celular, seu bypass  ou sua indução através da análise 

de RIPH de GBM ou outros tipos de cânceres. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar in vitro e in silico os mecanismos moleculares associados à indução ou 

escape da senescência celular em glioblastomas.  

 

2.2. Objetivos Específicos 

 Produzir uma revisão crítica e integrada sobre senescência como um mecanismo 

endógeno antitumoral, sua indução e os mecanismos utilizados por diferentes 

tipos tumorais (incluído glioblastomas) para evitá-la (Capítulo 1). 

 Avaliar o efeito sobre a proliferação celular do butirato de sódio combinado com 

resveratrol ou quercetina em uma linhagem de glioma humano e em uma 

linhagem de glioma de rato (Capítulo 2).  

 Investigar se estes compostos causam a indução de senescência celular associada 

à inibição de SIRT1 por butirato de sódio em presença de resveratrol. Também 

analisar vias alternativas relacionadas à senescência como o estresse oxidativo 

e dano ao DNA (Capítulo 2). 

 Gerar redes pequenas de interação de proteínas que sejam representativas de 

duas formas de senescência, senescência replicativa e induzida por oncogenes 

(Capitulo 3); 

 Analisar a modularidade da telomerase em glioblastomas através da utilização 

de Biologia de Sistemas (Capítulo 3). 

 Definir a relevância biológica da telomerase nessas redes de acordo, com sua 

popularidade e intermedialidade (Capítulo 3); 

 Utilizar dados de microarranjos derivados de glioblastomas e outros tipos 

tumorais para elaborar uma hipótese sobre o mecanismo de ativação da 

telomerase e de seu efeito sobre a sobrevida tumoral (Capítulo 3). 
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3. DESENVOLVIMENTO 

 

3.1. CAPÍTULO I - Senescence; an endogenous anticancer mechanism 

 

José Vargas, Bruno César Feltes, Joice de Faria Poloni, Guido Lenz, Diego Bonatto 

 

Periódico: Frontiers in Bioscience 

Estado: Publicado 

Referência: J. Vargas, B.C. Feltes, F. Poloni J de, G. Lenz, D. Bonatto, Senescence; 

an endogenous anticancer mechanism Front Biosci 17 (2012) 2616-2643. 
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3.2. CAPÍTULO II - Combination of sodium butyrate with polyphenols enhance 

senescence-like state in glioblastoma cell lines 

 

José E. Vargas, Eduardo C. Filippi-Chiela, Thais Suhre, Diego Bonatto, Guido Lenz
 

 

Periódico: Cancer Science 
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Summary 

Cellular senescence leads to irreversible block of cellular division ability and therefore 

pharmacological induction of senescence is being considered for treatment of many 

cancer types. Resveratrol (Resv) and quercetin (Querc), two natural polyphenols, are 

able to induce senescence in different cancer models, including gliomas. Resv is a 

molecule with pleiotropic effects which leads, among others, to the activation of Sirt1. 

Sirt1 is a histone deacetylase (HDAC) which has been linked positively to cancer 

development. Therefore we set out to evaluate if the senescence induction in cancer 

cells by Resv is altered in the presence of sodium butyrate (NaB), an class I and II 

HDAC inhibitor. Similarly, Querc act as HDAC inhibitor in different cancer cells. 

Results show an additive effect of sodium butyrate with Resv and Querc to induce 

cellular senescence in glioblastoma cell lines of two different species (human and rat) 

but not in normal rat astrocytes. The co-treatments induced loss of proliferative capacity 

and increased the number of cells positive for β-galactosidase, a classical senescence 

marker and increase the levels of the CKI p21. The data underline that tumor cells can 

be driven towards cellular senescence by this HDAC inhibitor combined with 

polyphenols, which may further arise as a potent possibility for tumor suppression. 
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Introduction 

Malignant gliomas are the most common primary brain tumor, accounting for 

approximately 15% of all intracranial tumors. Median survival after treatment is 3 to 4 

years for Grade III tumors and 10 to 12 months for Grade IV tumors 
1
. Despite advances 

in therapy, these tumors remain fatal with a short survival for patients after diagnosis 

and conventional treatments, such as radiotherapy and chemotherapy 
2
. Selective 

pharmacological activation of cellular mechanisms, such as autophagy, apoptosis and 

senescence are antitumor strategies that may add efficacy and specificity to current 

treatment regimes 
3, 4

.  

Senescence itself is biochemically diverse, and the environmental and molecular 

signals that induce senescence are heterogeneous 
5-8

. Moreover, senescence can be 

divided into two major categories: replicative senescence, which is normally induced by 

a large number of divisions due to telomere shortening 
9
, and premature senescence, 

which results mainly from oncogenic signals and/or DNA damage 
10

. However, these 

mechanisms share the reduction in CDK–cyclin complex activity mainly through high 

expression of the CKIs p27 and p21. p27 is a negative regulator of cyclin D-Cdk4, 

cyclin E-CDK2 and cyclin A-CDK2, being involved in G1/S  transition. Its expression 

is decreased or absent in glioblastomas 
11

. Similarly, p21 acts as negative regulator of 

cyclin D/A-CDK4 being involved in G1/S or G2/M transition with decreased activity in 

glioblastomas 
11

.  

Pharmacological induction of senescence recently appeared as a potential 

therapeutic strategy against cancer 
12

. DNA damaging agents as well as autocrinous 

produced factors, such as IGFBP7 were shown to induce senescence in cancer cells in 

vitro 
12-14

 and in vivo 
13-16

. We showed that, contrary to the effects on organisms and 

normal cells, Resv and Querc induce senescence in tumor cells 
17

. 

 Resveratrol (Resv; 3,5,4′-trihydroxy-trans-stilbene) is a polyphenol present in 

many plant species such as grapes, berries, and peanuts. The cancer chemopreventive 

properties of  Resv were first described by Jang et al. (1997) 
18

, who demonstrated that 

Resv inhibited cellular events associated with tumor development. In glioblastomas, it 

has been shown that Resv can induce apoptosis in U251 human glioma cells 
19

, RT-2 rat 

glioma cells 
20

, and C6 rat glioma cell line 
21

 and senescence and autophagy in U87 

human glioma cell 
22, 23

. Resv is very pleiotropic, although few targets directly regulated 

by Resv have been described 
24

. Recently, direct inhibition of phosphosdiesterase  

(PDE) activity was described to be responsible for the activation of Sirt1 and 

amelioration of age-related metabolic phenotypes 
25

. Sirt1 is an HDAC which is over-

expressed in lung 
26

, prostate cancer 
27

 and leukemia 
28

. Over-expression of SIRT1 

inhibits the function of p53 
29

 and inhibition of Sirt1 induced p53 in leukemia cells 
30

.  

Chemical modulation of acetylation and deacetylation of histones in chromatin  

plays an important role in the regulation of gene expression and senescence induction 
31-

33
. Whether the action of histone deacetylases inhibitors (HDACi) on gene expression is 

selective is not known. However, p21 and p27 genes are consistently induced by these 

inhibitors therefore playing a role in irreversible cell growth arrest observed in response 

to HDACis 
34, 35

. Sodium butyrate (NaB) is a short fatty acid that acts as HDACi 

inducing cell cycle arrest in different cancer cells 
36-38

. In human glioma cells, sodium 



 95 

butyrate has been shown to inhibit proliferation through modulation of cell cycle 

proteins‟ levels 
39-41

. Several HDAC inhibitors, administered intravenously or 

intraperitoneally, inhibit tumor growth with low citotoxicity in animal models of breast, 

prostate, lung and stomach cancers, besides neuroblastoma, and leukemia 
42, 43

.  

Quercetin (Querc; 3,3′,4′,5,7-pentahydroxyflavone) is a flavonoid ubiquitous in 

nature that has recently been described as a potential anticancer agent 44. This 

compound modulates cell proliferation 
45

, survival, and differentiation, targeting key 

molecules responsible for tumor cell growth such as p53, p21, and Ras in several cancer 

cell types 
46, 47.

 In glioblastomas, Querc induced necrotic and apoptotic cell death in 

U138-MG, U87-MG, U251, and A172 but not in U373 glioma cells 
48, 49

. Moreover, 

Kim et al.  
50

 demonstrated that Querc treatment resulted in loss of cell viability in A172 

glioma cell line 
51

. Quer was described to act as an HDAC inhibitor in leukemia and 

HBP cancer cells lines 
52-54

 and the additive effects of Resv and Querc on senescence 

induction may be due to this HDAC inhibitory effect.  

Therefore, we set out to test whether HDAC inhibition could increase the 

senescence induction by Resv in cancer cells and whether the senescence-induction 

effect of Querc is through HDAC inhibition. Additionally, we explored the mechanisms 

of the senescence induction by these combinations. 

Materials and Methods 

Cell culture and treatments. Rat C6 glioma cells and human U87-MG glioma cells 

were obtained from ATCC (Rockville, MD,USA). Cells were cultured in DMEM low 

glucose supplemented with 10% FBS (5% for C6 cells), 1% penicillin/streptomycin, 

and 0.1% anphoterecin B at 37°C with 5% CO2 in a humidified incubator.  

Primary astrocyte cultures were prepared as previously described.[260] Briefly, 

hippocampus of new-born Wistar rats (1–2 days old) were removed and mechanically 

dissociated by sequential passage through a Pasteur pipette. Cell suspension was 

centrifuged at 1000 g for 5 min. The supernatant was discarded, and the pellet 

resuspended in culture medium containing DMEM high glucose with 10% FBS,1 % 

penicillin/streptomycin and 0.1% anphoterecin B at 37°C with 5% CO2 in a humidified 

incubator. 1.5 × 10
5
 cells/cm2 were plated in 24-well plates pretreated with poly-L-

lysine, and allowed to proliferate to confluence (14 days). All animal use procedures 

were approved by the local Animal Care Committee and were in accordance with the 

NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.  

Cell treatments. NaB, Resv and Querc were purchased from Sigma Chemical (St. Louis, 

MO, USA). The vehicle carrier of these polyphenols was Dimethyl sulfoxide (DMSO)  

(Acros Organics, NJ, USA). DMSO was present in the control wells at a maximum 

concentration of 0.5%. 

Cell viability. The number of cells was counted in a Neubauer chamber using trypan 

blue. Viability of treated cells was calculated as a percentage of control. 

 

Long-term culture of C6, U87MG and astrocytes. Cells were plated at each passage 

in 24-well plates at a density of 5 x 10
4
 cells/well for C6, and  3 x 10

4
  cells/well for 
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U87MG and exposed to different concentrations of NaB with medium and treatments 

renewal every 48 h for determination of its sub-lethal concentration of NaB  in chronic 

treatments. Cells were passaged, and population doublings (PD) were determined 

according to the formula PD = [log N(t) - logN(to)]/log 2, where N(t) is the number of 

cells per well at time of passage, and N(to) is the number of cells seeded at the previous 

passage. The sum of PD was then plotted against time of culture. Similarly, PDs were 

performed to analyze profilaration of cell population with 10 μM  Resv, 25 μM Querc, 

2mM  NaB  and the combination 10 μM  Resv with 2mM NaB and 25 μM  Querc  with 

2mM NaB   with medium and treatments renewal every 48h of medium and treatments 

for C6, U87MG and astrocyte culture considering N(to) of 5 x 10
4
 cells/well, and 3 x 

10
4
  cells/well, and 1 x 10

4
  cells/well, respectively. 

Colony formation assay. After 4 days of treatments, C6 and U87MG, cells were 

trypsinized, counted, and plated at concentration of 100 cells/well using tripan blue into 

six-well plates. After 10 days  and 16 days without treatments for C6 for and U87MG 

respectively, colonies were stained with 0.5 % crystal violet and manually quantified to 

define the number of colonies. 

Senescence-associated- β -galactosidade staining. After 4 days in culture, cells were 

washed in PBS, fixed in 3% formaldehyde for 1 hour at room temperature, washed, and 

incubated with fresh senescence-associated beta-galactosidase (SA-β-gal) staining 

solution containing 1 mg/mL X-gal (Sigma), 40 mM citric acid/sodium phosphate (pH 

6.0), 5 mM potassium ferrocyanide, 5 mM potassium ferricyanide, 150 mM NaCl, and 2 

mM MgCl for 12–16 h at 37°C 
56

. Results are presented as ratio of SA-β-gal-positive 

cells to total cells  of at least three fields of three independent experiments. Total cell 

number was determinate using 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) labeling of 

glioblastoma cell nuclei. 

Cell cycle analysis. Cells were washed with PBS and permeabilized with 0.1% triton X. 

Then the cells were incubated with 40 μg/ml of propidium iodide and 0.1 mg/ml RNase 

A for 30 min at 37°C prior to analysis by flow cytometry Guava EasyCyte (Guava 

Technologies, Hayward, CA). 

Nuclear Morphometric Analysis. This method was developed by our group to 

objectively measure size and shape of nuclei 
57

. Briefly, cells were plated at 20000 

cells/well in a 24-well plate, followed by treatments as indicated (4 days of treatments). 

After treatments, cells were fixed with 4% formaldehyde (v/v in PBS) for at least 1 h at 

room temperature and subsequently maintained in PBS. Next, fixed cells were stained 

with a solution containing 300 n M DAPI and 0.1% Triton X-100 (v/v in PBS) for 1 h at 

room temperature, followed by  images quantification using the Software Image Pro 

Plus 6.0 software (IPP6; Media Cybernetics, Silver Spring, Md., USA). Roundness, 

aspect, radius ratio and area box were quantified and grouped in nuclear irregularity 

index (NII), which is composed of the sum of aspect, radius ratio and roundness, 

subtracted by the value of area box. Data are presented as a plot of the area versus NII, 

in which normal nuclei were considered within 2 standard deviations (SD) SD of the 

mean from un treated cells. Nuclei were considered large and regular if 1 2 SD in size 
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and  3 SD of NII, and irregular when 1 3 SD of the large population or 1 5 SD of the 

normal-sized population. 

DCF (dichlorofluorescein) assay. The non-fluorescent fluorescein derivative 

DCFwhich is converted to highly fluorescent DCF upon oxidation was used for 

detection of oxidative stress. The cells grown in 24-well plates were washed with PBS 

1X. Then the cells were incubated in 30 min at 37°C prior to analysis by flow cytometry 

Guava EasyCyte (Guava Technologies, Hayward, CA).  

Immunoblotting. Protein samples preparation and western blot were performed as 

described previously with minor modifications 
58

. Whole-cell lysate was quantified with 

BCA kit, electrophoresed and electroblotted onto a polyvinylidene fluoride (PVDF) 

membrane (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA). The membrane was 

blocked in a mixture of  5% skimmed milk and Tris-Buffered Saline and Tween 20 

(TBST) for an hour and probed with Ab  to  phospho-retinoblastoma protein (p-Rb 

Ser807/811 or Ser795) (1:1000 dilution; Cell Signaling), phospho-Akt (pAkt Ser473) 

(1:1000; Cell Signaling), cyclin D1 (1:1000; Cell Signaling), p21 (1:500; Cell 

Signaling), p27 (1:500; Santa Cruz Biotechnology), gammaH2AX (1:1000; Millipore). 

Bound Ab was detected with appropriate HRP secondary Ab (1:1000; Cell Signaling) 

using ECL and X-ray films (NIH Image, Rockville, MD, USA). Stripping western 

membranes was realized with 1mM NaOH for 5 min. Optical density of bands was 

obtained with ImageJ software (NIH Image, Rockville, MD, USA).  

 

Statistical analysis. All data were represented as mean ± standard error of the mean 

(SEM) and were analyzed using anova, followed by Tukey test as post-hoc test. 

Differences with P < 0.05 were considered significant. Statistical analyses of the data 

were performed using the GraphPad INSTAT software, (GraphPad Software, San 

Diego, CA, USA). 
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Results   

NaB potentiates the long-term but not short-term effects of Resv and Querc in 

gliomas.  

We have previously shown that the combination of Resv and Querc induce high 

levels of senescence in glioma cells lines 
17

. However, considering that Resv leads to 

activation of Sirt1, a HDAC, and that growth promoting effects of activators of HDAC, 

we tested the hypothesis that inhibition of HDAC would potentiate the senescence-

inducing effects of Resv. Firstly, we tested the effects of long-term exposure to NaB on 

human U87-MG and rat C6 cells. The concentration of 2mM NaB inhibits cell 

proliferation in C6 and U87-MG in a way that keeps the cell population stable, whereas 

concentrations higher than 2mM lead to a sharp reduction of cell number (Fig S1).  

Combination of NaB with low doses of Querc or Resv had no effect in 

potentiating C6 and U87 cells over 72 h, except for the combination with Quer at 24 and 

48 h (Fig. 1a and Fig. S2). With long-term exposures, NaB produced a significant 

potentiation of the effects of Resv or Querc on cell number in the two cell types (Fig. 

1b). The same treatments did not significantly affect primary rat astrocyte growth (Fig. 

1c). 
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Fig. 1. Resv or Querc combined to NaB reduced the number of human and rat glioma cells in 

acute and chronic treatments. C6 and U87-MG cells were cultivated in continuous presence of  

25 μM Querc, 10 μM Resv, 25 μM Querc/2mM NaB, 10uM Resv/2mM NaB, or 2mM NaB for 

24, 48 and 72 h; cells were then counted in a Neubauer chamber (a). C6 and U87-MG were 

cultived in continous presence of 25 μM Querc, 10 μM Rsv, 25 μM Querc/2mM NaB, 10uM 

Resv/2mM NaB, or 2mM NaB for 10 days and cumulative population doublings were plotted 
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against time (b). Astrocytic rat cells were cultivated in similar treatment conditions above-

described for 10 days and cumulative population doublings were plotted against time (c). 

Results are representative of three independent experiments. ANOVA with SNK as  post hoc. 

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 when compared to control (non treated-cells). # P < 0.05, 

## P < 0.01, ###P < 0.001 when compared to NaB treatment.  

 

 

NaB combined with Resv or Querc cooperates to induce senescence-like growth 

arrest in C6 and U87-MG cells. 

Cell morphology alteration such as flattening, increased granularity and size, 

which are morphologic change associated with senescence were detected after 4 days of   

continuous NaB plus Resv or Querc treatment in both cell lines (Fig. 2a). In order to 

confirm the pro-senescence phenotype, activity of β-galactosidase (E.C. 3.2.1.23), a 

biochemical marker for lysosome acidification, was measured (40). In C6, Resv or 

Querc treatment for 4 days produced about 10-20 % of senescence-associated-β-

galactosidade (SA-β-gal) positive cells, whereas co-treatments (Resv/NaB or 

Querc/NaB) produced 80 to 90% of positive cells, and similar result was observed in 

U87-MG cells (Fig. 2b). It is important to note that in both cell lines, treatment with 

NaB alone induced around 50% of SA-B-gal positive cells (Fig. 2b). 

Next we asked whether cells treated for 4 days were able to recover to form 

colonies. For this we plated the same number of cells after 4 days of treatment and 

analyzed colony formation after 10 or 16 days without treatment for C6 and U87 cells, 

respectively. For C6 cells, only the combination of Resv or Querc with NaB produced a 

reduction in clonogenic growth, whereas in U87-MG cells, single treatments also 

reduced clonogenic growth, although the Querc/NaB combination produced a larger 

reduction when compared to NaB alone (Fig. 2c).  
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Fig. 2. Resv or Querc combined to NaB induce senescence-like state in human and rat glioma 

cells after 4 days of treatments. C6 and U87-MG cells were treated with 25 μM Querc 
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(Querc25), 10 μM Rsv (Rsv10), 25µM Querc/2mM NaB (Querc25/NaB2), 10µM Rsv/2mM 

NaB (Rsv10/NaB2), or 2mM NaB (NaB2), the images were obtained by Carl Zeiss inverted 

microscope. Representative micrographs of C6 and U87-MG (a), C6 and U87-MG cells were 

stained for SA-β-gal. The bar graph represents the ratio of SA-β-gal-positive cells to total cells. 

At least three fields of three independent experiments were analyzed (b). Colony formation 

efficiency of C6 and U87MG cells after 4 days treatments as in (a) followed by 10 days and 16 

days in drug-free medium, respectively. Representative dishes shows clonogenic assay and 

colony-forming quantification. Data is presented as mean ± SEM.. Results are representative of 

at least three determinations of three independent experiments. ANOVA with SNK post hoc. *P 

< 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 when compared to non-treated cells. #P < 0.05, ## P < 0.01 

when compared to NaB treatment. 

 

NaB combined with Resv or Querc activates p21 expression and produces cell 

cycle arrest in U87-MG cells but no in C6. 

According to Fig 1, transition from exponential growth to plateau in the PD 

graphs occurs between day 1 and 3 after treatment and therefore molecular events for 

senescence induction should occur at this time frame. To access molecular events 

potentially involved in senescence induction, we analysed levels of phosphorylated  

pRB,  phosphorylated AKT,  p21,  p27 and cyclin D1 24 and 72 h after treatment. After 

24h of treatment with Resv/NaB and Querc/NaB, only the reduction in the 

phosphorylation serine 795 of RB was detected for the co-treatments, but not the 

treatments alone. (Fig 3a). Moreover, 72h after the addition of co-treatments, we 

observed an increase in p21 and reduction in 807/811 serine phosphorylation of RB 

levels (Fig 3a). In U87-MG cells, Querc/NaB induced a significant increase in p21 

levels. 

No altered cell cycle phase distribution after treatments were observed in C6 

(Fig 3b). However, Querc/NaB treatment caused cell cycle alterations in U87-MG cell 

line. G2/M cells population was increased (48 ± 1%) when compared to control cells 

(35 ± 1%) and NaB treatment (39 ± 2%). These data confirm that genetic characteristics 

of each cell line produce different effects on cell proliferation. 
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Fig. 3.   Resv or Querc combined to NaB affect cell cycle regulators expression and distribution 

of glioma cells. Tumor cells were treated with 25 μM Querc (Querc25), 10 μM Rsv (Rsv10), 25 

μM Querc/2mM NaB (Querc25 NaB2), 10uM Rsv/2mM NaB (Rsv10 NaB2), or 2mM NaB 

(NaB2) at 24 and 72 h for C6, and 72 h for U87-MG. Loading control (LC) represents PVDF 

membranes stained with Coomassie blue. Means ± SEM of two independent experiments were 

used to calculate band intensity. Band intensity was divided by LC intensity and compared to 

control (non-treated cells). (a). Cell cycle distribution analysis of C6  and U87MG cells treated 
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for 96 h and 48 h, respectively. The percentages of cells distribution in polyploid, G1, S and G2 

phases were represented as mean ± SEM of three independent experiments (b). 

 

NaB and polyphenols affect nuclear morphology and induce reactive oxygen 

species (ROS) 

We have recently shown that nuclear morphology can give important insights 

into the populational distribution of phenotypes such as mitosis, apoptosis, senescence 

and mitotic catastrophe 
23

. A morphometric analysis of nuclei was performed on Image 

Pro Plus and analysed for the distribution of nuclear size and irregularity. We observed 

an increase in the percentage of large nuclei (Fig. 4 and Fig. S3), which is a feature of 

senescence induction, supporting the findings of SA-β-galactosidase (Fig. 2b) in U87-

MG cell treated with Querc/NaB. These results indicate that senescence is responsible 

for cell number reduction induced by co-treatments in both cell lines. Surprisingly, C6 

have no differences in the nuclear size and irregularity compared to NaB treatment (Fig. 

4 and Fig. S3). 

 
Fig.4. Querc combined to NaB induce alterations in nuclear morphology after 4 days of 

treatment U87-MG cell line but no in C6.. Quantification of large and regular nuclei was used 

as indication of senescence. Mean ± SEM of three independent experiments. ANOVA with 

SNK as  post hoc. *P < 0.05 when compared to control (non treated-cells). # P < 0.05, when 

compared to NaB treatment. 
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There are many stimuli that can induce cell senescence. Among them, DNA 

damage and oxidative stress are the most commons 
59, 60

. DNA damage signaling was 

analyzed focusing in gamma-H2AX (Fig. 5a), an early event of DNA double-strand 

break (DNA-DSB) recognition 
61

. In C6 cells, NaB alone increased DNA damage, 

which was not further increased by Resv or Querc, and no significant increase in 

gamma-H2AX was observed in U87 cells, suggesting that the added senescence and 

growth reduction effects of the combination is not doe to increase in DNA damage 

induced by the combined treatments.  ROS levels were verified by redox-sensitive 

fluorescent dye DCHF, which is able to detect H2O2 and superoxide. Only the 

Quer+NaB co-treatment significantly increased ROS production in C6 (Fig 5b), 

whereas the other treatments induced small or no alterations in ROS production. 
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Fig.5. Querc combined to NaB induce ROS production without DNA damage signalling 

activation. U87-MG and C6 cells were cultivated in the presence of  25 μM Querc, 10 μM Resv, 

25µM Querc/2mM NaB, 10µM Resv/2mM NaB, or 2mM NaB for 24 h and 72 h, respectively. 

Cell extracts were prepared for Western blotting for gamma H2AX.  Loading control (LC) 

represents PVDF membranes stained with Coomassie blue. Mean ± SEM of two independent 

experiments were used to calculated band intensity. Band intensity was divided by the intensity 

of LC in relation to control (non-treated cells) (a).  C6 and U87-MG were cultivated in similar 

conditions above-described. DCF fluorescence was used to detect ROS production. Mean ± 

SEM of three independent experiments. 
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Discussion 

 

One major goal of cancer research is to block tumor cell proliferation. This aim 

can potentially be achieved via pharmacological induction of cellular senescence 
8, 62, 63

. 

Plant-derived and products derived from mammalian metabolism provide natural 

compounds for cancer therapy. In this sense, polyphenols as Resv and Querc are a 

possible choice, since they have antitumor activity and are present in dietary 

compounds.  

Resv and Querc, isolated or combined, act as cancer chemopreventive agents or 

adjuvants in chemotherapy 
17

. Individually, high doses of Resv can induce apoptosis 
64

 

and chronically administered in subapoptotic doses can induce senescence like growth 

arrest in C6, U87MG and U2-OS cancer cell lines 
17, 65, 66

, which is surprising, given the 

live extending effects of Resv in several organisms. These effects were described to 

depend on the indirect activation of Sirt1, and HDAC. Our rational in this study was to 

inhibit HDAC in order to test the hypothesis that Resv and Querc activate both pro- and 

anti-senescence pathways and that blocking the anti-senescence pathways a potentiation 

of the senescence induction could be attained.  

This hypothesis was shown to be valid, since the combination of Resv plus NaB, 

when compared to the single treatments, induced more senescence and a greater 

reduction of cells in long term treatments, but not short term treatments. This increased 

senescence induction was not due to additive effects on DNA damage signaling, but 

involved induction of the p53 target p21, leading to a reduction in the phosphorylation 

of RB, a central mechanisms of senescence induction.  

Similar results are described to Querc, which induce apoptosis in HepG2 cells by a 

p53-dependent increase BAX and p21 
67

. Low concentrations induce senescence as 

showed in C6 cell line 
17

. One of the mechanisms by which Querc was proposed to 

induced senescence was through inhibition of HDAC, which could also explain the 

additive effects with Resv. Here we showed that inhibition of HDAC can increase the 

long term effects and senescence induction of Querc in two cells lines, suggesting that 

HDAC inhibition is not the only mechanism by which Querc induced senescence or 

increases the senescence induction by Resv. 

DNA damage and ROS production are associated to cellular senescence. Passos 

and colleagues (2010) 
68

 also described this association, showing that high p21 

expression is related to elevation of ROS levels, which is essential for the cellular 

senescence persistence 
68

. These findings suggest that NaB/Querc may induce several 

pathways in U87-MG cells to induce cellular senescence, but NaB/Resv no. DNA 

damage occurrence can not be excluded; however, results show no reasons to suggest its 

presence, since there was no difference in gamma-H2AX between combined treatments 

and NaB. Importantly, the combined treatments (Resv plus NaB or Querc plus NaB) 

had no effects on of astrocytic rat cells proliferation, which is essential for the efficiency 

of an anticancer therapy.  

Resv, Querc and NaB cross the intact blood–brain barrier (BBB) in rodents and 

reach concentrations in the range of 0.1, 0.3 and 0.4 μmol/kg on central nervous system 

respectively 
69-71

. Glioma growth may disturb the BBB, probably increasing the 

concentration reachable inside the glioma. Thus, our data emphasize that tumor cells 



 108 

can be driven towards cellular senescence by sodium butyrate combined with 

polyphenols, which may further arise as a potent way for tumor suppression and guide 

the development of future clinical therapies. 

. 
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Supplementary figures 

 

Supplementary Fig. 1.  Chronic effects of NaB on human and rat glioma cells in vitro. C6 (A) 

or U87 (B) cells were cultivated at presence of 1 mM, 2 mM, 3 mM or 10 mM of NaB for 10 

days and cumulative population doublings were plotted against time. Mean ± SEM of 3 

independent experiments. ANOVA with SNK post hoc. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. 
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Supplementary Fig. 2.  Resv and Querc combined with NaB reduced the number of human and 

rat glioma cells in acute treatments. C6 and U87-MG cells were treated with 20 or 50 μM Rsv, 

20 μM Rsv/2mM NaB, and 2mM NaB for 24, 48, and 72 h . Cells were counted in Neubauer 

chamber. Each time point represents mean ± SEM of three independent experiments. ANOVA 

with Tukey as post hoc. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 when compared to non-treated 

cells. 
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Supplementary Fig. 3.  Querc combined with sodium NaB affect nuclear morphology in U87-

MG. Morphometric Nuclear Analysis of C6 and U87-MG cells after 4 days of treatment with 25 

μM Querc, 10 μM Resv, 25µM Querc/2mM NaB, 10µM Resv/2mM NaB, or 2mM NaB  The 

area (in pixels) and Nuclear Irregularity Index (NII) of each nucleus were measured from DAPI 

images. Graphic regions indicate nuclear morphological characteristic: Normal ; Small; Small 

and Regular ; Large and Regular ; Irregular. Nuclear morphometry differ in treated cells. The 

results represent ± SEM from three independent experiments. 
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Abstract 

Transient and permanent cell cycle arrests are important keys to understanding 

the intricate signaling pathways that protect organisms against the uncontrolled 

proliferation of cells. One of the challenging problems in biology and medicine is to 

understand how pre-cancerous cells enter senescence and how cancer cells bypass cell 

senescence. Key to understanding senescence induction and bypass are the telomeres 

and the telomerase (TERT) complex that is responsible for their synthesis. In this paper, 

we designed a human cancer-senescence network to study the relationship between 

senescence and cancer, focusing on TERT. Specifically, we integrated human protein-

protein interaction pathways associated with replicative senescence (RS) and oncogene-

induced senescence (OIS). The objectives of this work are (i) to topologically 

characterize TERT between RS and OIS and (ii) to develop a model of the mechanisms 

that regulate TERT in cancer cells. We shown direct interaction among TERT and, 

oncogenes such as MYC, E2F1, AKT1 and ABL1, which can induce OIS, are directly 

associated with TERT. We showed a strong metabolic association between these 

oncogenes and OIS activity through network and gene ontology analysis. Moreover, 

these oncogenes also act as transcriptional and/or post-transcriptional regulators of the 

catalytic subunit of TERT. Additionally, the results from a centrality analysis and 

microarray data derived from tumors were used to design a dynamical model for TERT 

regulation in cancer. For these motives, we suggest a hypothetical modelo were TERT 

expression may be transiently and induced by reactive oxygen species (ROS), therefore 

increasing the survival of different tumor types. This network-based study provides new 

evidence for the intricate relationship between senescence and cancer with an 

integrative perspective. 

Keywords: Systems Biology, senescence, telomerase, cancer and oxidative stress. 
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1. Introduction 

Senescence is defined as an irreversible cell cycle arrest that occurs in normal 

cells after a limited number of cell divisions (Hayflick 1965; Dimri et al. 1995). 

Senescent cells do not respond to mitogens, and they display specific morphological 

changes, such as increased cytoplasmic granularity, increased size and modified nuclear 

structure but remain viable and metabolly active (Shelton et al. 1999). Therefore, 

senescence is considered part of an extensive network of mechanisms that evolved to 

protect multicellular organisms from cancer (Collado and Serrano 2010; Lenz 2012) 

Dysfunctional telomeres play a critical role to induce senescence in normal cells 

and progression of human cancer. When DNA damage (DNA double-strand break or 

DBS) checkpoint responses (DDRs) are intact and persistent, telomere attrition active a 

physiological form of senescence known as replicative senescence (RS). However, 

telomerase (TERT) confers indefinite proliferative potential to in vitro cultured cells by 

promoting the maintenance of chromosome ends, and thus preventing critical telomere 

erosion associated with senescence (Greider and Blackburn. 1985; Bodnar et al. 1998; 

Kang et al. 2004). For this reason, TERT is consider as a gerontogene in the context of 

the organism, as illustrated by both TERT-deficient mice and by human diseases due to 

mutations in TERT components (Armanios et al. 2007; Blasco et al. 1997; Garcia-Cao 

et al. 2006; Mitchell et al. 1999; Tsakiri et al. 2007; Yamaguchi et al. 2005). 

Additionally, TERT appears to play a central role in tumorigenesis, as suggested by the 

observation that TERT activity is elevated in more than 80% of human tumors (Kim et 

al. 1994), while hTERT (catalytic subunit of TERT) inhibition induces senescence in 

multiple cancer types (Datta 2006).  

On the other hand, cellular senescence can also be induced prematurely before 

telomere shortening due to continuous cell proliferation becomes growth limiting. 

Dysregulated oncogenes, for example, cause cells to undergo oncogene-induced 

http://senescence.info/bibliography.html#bid326
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senescence (OIS) after a brief period of hyperproliferation (Di Micco et al. 2006). 

Oncogenic signals also cause high levels of DNA replication stress, which leads to the 

formation of DSBs and activation of a persistent DDR (Bartkova et al. 2006; Di Micco 

et al. 2006) but no affect the telomere regions (Hornsby 2007). 

 Both RS and OIS are considered different biological processes, where RS is a 

telomere-dependent menchanism and OIS is not telomere-dependent. However, a recent 

study shown that oncogenic signalling, frequently associated with initiating cancer 

growth in humans, dramatically affected telomere structure and function by causing 

telomeric replication stress, rapid and stochastic telomere attrition, and consequently 

telomere dysfunction in cells that lack hTERT activity. Moreover, hTERT expression 

also contributes to low DDR activity observed in malignant cancers by suppressing the 

formation of telomeric DDR foci caused by oncogene-induced telomeric replication 

stress and bypass OIS (Suram et al. 2012). Thus, TERT expression can be a necessary 

event to bypass these senescence forms. These evidences suggest that the association 

among RS, OIS and TERT could be an intricate process, involving the activation of 

multiple molecular mechanisms.Therefore, an integrative view of TERT expression and 

function is important to understand the role of senescence in human cancer avoidance 

and development. 

In this paper, we applied different systems biology strategies to two major 

purposes: (i) to define the association of TERT and oncogenes with OIS activity based 

on topological analysis of networks focused in RS and OIS and (ii) to develop a 

hypothetical model of the mechanisms that regulate and activate TERT in human cancer 

cells. 

 

2. Materials and methods 
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2.1. Protein-protein network design and global topological analysis 

 An overview of the methods is presented in Figure 1. An initial data mining 

screen and network design of protein–protein interaction (PPI) networks associated with 

senescence and TERT were carried out using Cytoscape version 2.6.3 (Shannon et al. 

2003). An initial search of the principal genes/proteins associated with senescence and 

TERT was performed using multiple biological and literature databases, including 

GeneCards [http://www.genecards.org/], PubMed [http://www.pubmed.com], the 

Glioblastoma database (GBMbase) [http://beta.gbmbase.org/page/Welcome/display], 

the Breast Cancer database [http://www.breastcancerdatabase.org/], and microarray 

meta-analysis data stored in the GenAge database 

[http://genomics.senescence.info/genes/] (de Magalhães and Toussaint 2004). 

Numerical identification of each protein (Supplementary Table 1) was defined 

according to Human Aging Genomic Resources- HAGRID (de Magalhães and 

Toussaint. 2005; De Magalhaes et al. 2009) (Figure 1). 

The Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins database 

(STRING 9.0) and the Biological General Repository for Interaction Datasets (Biogrid) 

release 3.1.80 (Von Merin et al. 2003 and Stark et al. 2006, respectively) were used to 

design the human PPI networks. A score ≥ 0.07 (excluding the option based on text 

mining) was used for all PPI networks. The Cytoscape core plugin Merge was used to 

merge the individual PPI networks [http://www.cytoscape. org/plugins2.php] into the 

final PPI networks (Figure 1). Additionally, the Cytoscape core plugin Intersection was 

used to define node connectivity in the individual networks 

[http://www.cytoscape.org/plugins2.php]. To verify the presence of major clusters, we 

used the Molecular Complex Detection (MCODE; Bader and Hogue 2003) and 

Clustering with Overlapping Neighborhood Expansion (CLUSTER-ONE; Nepusz et al. 

2012) software (Figure 1). 

http://www.pubmed.com/
http://www.breastcancerdatabase.org/
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The parameters used for MCODE were as follows: loops included; degree cutoff 

2; deletion of single connected nodes from cluster (haircut option enabled); expansion 

of cluster by one neighbor shell allowed (fluff option enable); node density cutoff 0.1; 

node score cutoff 0.2; kcore 2; and maximum depth of network 100 (Figure 1). 

CLUSTER-ONE parameters were based on the "growing" of dense regions out of small 

seeds guided by a quality function. The quality of a group was evaluated by the number 

of internal edges divided by the number of edges involving nodes of the group (Nepusz 

et al. 2012). 

Once the major PPI network was obtained, we expanded the network data by 

applying the Biogrid software, which leads to a maximal saturation of TERT followed 

by the selection of proteins for the PPI network design. 

 

2.2. Gene ontology analysis 

To acquire information about the biological processes related to senescence in 

human cells, a gene ontology (GO) clustering analysis was performed for all of the 

proteins described in the motifs that belong in the UNION PPI network (Figure 1). This 

analysis was conducted using the latest version of the Biological Network Gene 

Ontology (BiNGO; Maere et al. 2005, Figure 1) for statistical evaluation of groups of 

proteins with respect to the present annotations available in the Gene Ontology 

Consortium [http://www.geneontology.org]. The degree of functional enrichment for a 

given cluster and category was quantitatively assessed (p-value) by hypergeometric 

distribution (Rivals et al. 2007) with a multiple test correction applied using the false 

discovery rate (FDR) algorithm in the BiNGO software (Benjamini and Hochberg 

1995). Over-represented biological process categories were generated after FDR 

correction, with a significance level of 0.05. 
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2.3 Centrality parameters 

For the centrality parameter analysis, the plug-in Centiscape (Scardoni et al. 

2009) [http://www.cytoscape. org/plugins2.php] was used to identify the nodes that are 

relevant from both experimental and topological viewpoints. This algorithm also 

provided a Boolean logic-based tool that allows easy characterization of nodes whose 

topological relevance depends on more than one centrality. Moreover, different 

graphical outputs for each computed centrality are represented to show biological 

significance, which allows easy node categorization and experimental prioritization. 

In this sense, all PPI networks were analyzed according to two parameters of 

node centrality, degree and betweenness. Node degree represents the simplest centrality 

measure in a given network, corresponding to the number of nodes adjacent to a given 

node, where adjacent nodes directly connect (Scardoni et al. 2009). The node degree 

represents the “popularity” of a given node in a network. The other parameter, 

betweenness, indicates to what extent a specific node is between all other nodes within 

the network (Newman 2005). By applying these two parameters, it is possible to 

distinguish four major groups of nodes within a network: (i) hub-bottleneck (HB), (ii) 

non-hub-bottleneck (NH-B), (iii) hub-non-bottleneck (H-NB), and non-hub-non-

bottleneck (NH-NB) (Yu et al. 2007). Nodes that belong to the HB group tend to 

correspond to highly central proteins that connect several complexes or are peripheral 

members of central complexes. Nodes were classified based on the threshold node 

degree and the betweenness values. HB or bottleneck nodes have high node degree and 

betweenness values, H-NB nodes have high node degree values and low betweenness 

values, NH-B nodes have low node degree and high betweenness values, and NH-NB 

nodes have low node degree and betweenness values. To confirm the results obtained 

with CENTISCAPE, we used the Hub Objects Analyzer (CYTO-HUBBA) plug-in 

(Chung-Yen et al. 2008) available at [http://www.cytoscape. org/plugins2.php]. The 
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cyto-Hubba software allows one to predict proteins that act as bottlenecks in the 

network. The majority of hub proteins were identified amongst the top 30 bottlenecks 

(Figure 1). 

 

2.4 Cancer microarray databases 

 We used a data integration framework, Anduril, for translating fragmented large-

scale data, available at [http://csbl.fimm.fi/anduril/site]. This workflow automates data 

in order to facilitate the prospection of large-scale data results from the Cancer Genome 

Atlas-TCGA [http://cancergenome.nih.gov/]. It is important to note that Anduril use a 

robust molecular and clinical data from 600 subjects having glioblastoma, 919 patients 

with breast carcinoma, 423 patients with colorectal adenocarcinoma and 597 patients 

with ovarian cancer to analyze differential gene expression. Fold changes of genes were 

computed by dividing the mean tumor expression value by the mean normal tissue 

expression value (Ovaska et al. 2010). We consider a fold change threshold ≥ 2.0 

indicative of up-regulated genes, a value of 1 indicative of neutral expression and a 

value ≤ 0.13 indicative of down-regulated genes. The t-test between cancer and control, 

followed by multiple hypothesis correction, were used for comparative analysis 

(Benjamin 1995; Ovaska et al. 2010). It is important to specify that the tumors types 

used in this work display high TERT activity, as shown by Skvortzov et al (2011). 
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 Figure 1. Experimental approach employed to retrieve cellular senescence and telomerase (TERT) 

from interactomic data available in different senescence and cancer databases.  Human Aging 

Genomic Resources (HAGR-ID), cancer databases, PubMed and the Search Tool for the Retrieval of 

Interacting Genes/Proteins database (STRING) were used to design a PPI network. Interactome data were 

obtained from an initial query using RS and OIS associated proteins, resulting in a TERT protein–protein 

interaction (PPI) network and a non-TERT PPI network. These two networks were further analyzed using 

Cytoscape software, and the union function of the Merge networks plugin was used to fuse both networks 

into a unique PPI network. The MCODE and CLUSTER-ONE plugins were used to identify subgraphs 

present in the Union PPI network. GO clustering analysis was performed for all proteins described in the 



 126 

graphs to acquire information about the biological processes related to TERT in RS and OIS in homo 

sapiens.  Moreover, TERT-connectivity was analyzed using the intersection networks plugin together 

with saturation of oncogenes with OIS activity through Biogrid. Each oncogenic PPI network was 

analyzed by GO. Finally, principal hubs were analyzed with the CENTISCAPE and CYTO-HUBBA 

plugins. Oxidative genes and interactors of TERT were also analyzed using a database of gene expression 

signatures of four human tumor types. The information retrieved from literature data mining and network 

analysis was employed to design a model of how TERT functions in cancer cell homeostasis. 

 

 3. Results and discussion 

To connect TERT within RS and OIS we mapped the main proteins and genes 

involved in senescence and designed small PPI networks. Initially, diffusible 

senescence factors proteins involved in major processes related to senescence (DNA 

damage, telomere stability -telosome/shelterin complex-, cell cycle and energy 

metabolism) were used to prospect networks from the STRING 90 platform based on 

the presence or absence of TERT (Supplementary Table 1). Thus, we constructed initial 

networks called TERT and non-TERT (Figure  2). The TERT PPI network contains 57 

nodes and 137 connectors (Figure 2A). Similarly, oncogenes and genes associated with 

OIS (but not TERT) were used as the initial seeds to prospect a non-TERT PPI network 

containing 236 nodes and 1424 connectors (Figure 2B). This network, the non-TERT 

PPI network, is represented by OIS and other oncogenic proteins (Figure 2B). This 

network contains major oncogenes associated with cancer initiation, such as ABL1 

(Sirvent et al. 2008); AKT1, 2, and 3 (Testa et al.  2008), STATs (Yu et al. 2009); MYC 

(Dang et al. 2012); E2F1 to 4 (Chen et al. 2009); and known oncogenes that induce OIS, 

such as RAS and BRAF (Serrano et al. 1997; Dhomen et al. 2009). Once generated, the 

individual PPI networks (TERT PPI and non-TERT PPI) were merged, producing a 

third network, Union PPI, containing 280 nodes and 1709 connectors (Figure 2C). 
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Figure 2. TERT, non-TERT and UNION graphical representation of the topological PPI networks. 

Telomerase (TERT) is highlighted in yellow, and oncogenes are highlighted in red. 

 

 

Once the major UNION PPI network was generated, sub-network numbers and 

types were made using CLUSTER-ONE software (Supplementary Figure 1A). Three 
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sub-networks were obtained and identified by GO analysis: (i) Cell proliferation/cell 

signal transduction, (ii) Cell cycle and (iii) DNA repair. Interestingly, TERT was found 

as an unclustered protein, indicating that it does not belong to any of the identified 

subnetworks (Supplementary Figure 1A). Thus, TERT can be an independent protein in 

this topological network with different functions from the proteins present in the 

UNION PPI network. Additional modular analysis of the UNION PPI network with 

MCODE software showed similar results (Supplementary Figure. 1B).  

A different strategy based on direct connectivity between TERT and oncogenes 

was performed to identify all oncogenes associated with TERT. Four oncogenes (MYC, 

E2F1, AKT1 and ABL1) showed direct connectivity with TERT (Figure 3). To 

understand the link among TERT, OIS and RS, we performed a literature review and 

topological analysis to focus on TERT, these oncogenes and their OIS activities. 

 

 

Figure 3. Connectivity analysis of TERT in the UNION PPI network. UNION PPI network 

oncogenes directly associated with TERT node. 

3.1. TERT, RS and oncogenes: a metabolic link. 
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The oncogenes MYC, E2F1, AKT1 and ABL1 are directly associated with 

TERT and have the capacity to induce OIS (Zhuang et al. 2008; Dimri et al. 2000; 

Nogueira et al. 2008; Wajapeyee et al. 2012; respectively). 

We chose to generate a PPI network for each TERT-associated oncogene by 

growing with BIOGRID software until saturation (Supplementary Figure 2). An 

individual analysis of these networks a indicated the biological processes where TERT 

is included are correlated directly with cellular metabolism. These four PPI networks 

represent three common biological process with lower p-value (major biological 

significance), as identified by GO analysis (Table 1), (i) Metabolic process; (ii) 

nucleobase, nucleoside and nucleotide metabolic processes/DNA replication and (iii) 

biosynthesis processes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 1. Specific GO classes derived from MYC, E2F1, ABL-1 and AKT1 PPI networks 

observed in the Homo sapiens interactome network. 

 

ID PPI 

Network 

GO biological 

processes category 

GO 

number 
p-value 

Corrected p-

value
a 

k
b 

f
c 
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M
Y

C
 P

P
I 

Biopolymer 

metabolic process 
43283 1.13 x 10

-25 
9.19 x 10

-23 
89 108 

Nucleobase, 

nucleoside and 

nucleotide metabolic 

processes/DNA 

replication 

6139 3.76 x 10
-27 

1.53 x 10
-24 

72 108 

Primary metabolic 

process 
44238 4.78 x 10

-20 
2.17 x 10

-28 
93 108 

 

E
2
F

1
 P

P
I 

Biopolymer 

metabolic process 
43283 1.06 x 10

-19 
5.26 x 10

-16 
52 62 

Biopolymer 

biosynthesis process 
43284 1.12 x 10

-18 
5.12 x 10

--18 
38 62 

Nucleobase, 

nucleoside and 

nucleotide metabolic 

processes/DNA 

replication 

6139 9.12 x 10
-17 

3.55 x 10
-15 

42 62 

 

A
B

L
1
 P

P
I 

DNA metabolic 

process 
6259 1.56 x 10

-8 
6.65 x 10

-6 
15 78 

Biopolymer 

metabolic process 
43283 1.73 x 10

-7
 5.09 x 10-6 44 78 

Macromolecule 

metabolic process 
43170 1.74 x 10

-6
 3.99 x 10

-5
 49 78 

 

A
K

T
1

 P
P

I 

Biopolymer 

metabolic process 
43283 2.75 x 10

-11 
2.92 x 10

--9 
61 102 

Macromolecule 

process 
43170 1.64 x 10

-8 
4.64 x 10

-7 
65 102 

Primary metabolic 

process 
44238 1.45 x 10

-5
 1.89 x 10

-4
 66 102 
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Evidence from studies of early-stage human tumors and animal models on OIS 

induced by MYC, E2F1, ABL-1 and RAS suggests that oncogene-induced replication 

stress activates a DDR, which in turn activates p53 and induces senescence (Bartkova et 

al. 2005; Robinson et al. 2009; Gonfloni 2010; Campaner et al. 2012; Di Micco et al. 

2006). Thus, DNA replication stress produces an inefficient DNA replication that 

causes the DNA replication forks to progress slowly or stall. Factors that cause 

replication stress and replication stress-induced DNA damage include alterations in 

pools of dNTP precursors required for DNA synthesis, changes in the expression of 

proteins required for synthesis of dNTPs or DNA, and a decreased frequency of 

initiation of DNA replication (producing larger replicons), as reviewed by Burhans and 

Weinberger (2007). Additionally, premature stress mediated in a DDR-independent 

pathway was shown for ABL-1, suggesting that signals leading to senescence in ways 

that are not clearly described in the literature (Wajapeyee et al. 2012).  

Furthermore, AKT1 was shown to induce senescence by DNA damage-

independent and dependent mechanisms. Thus, AKT1 can promote rapid proliferative 

arrest in the absence of a hyperproliferative phase (DNA damage), principally by 

mTORC1 activation in PTEN-deleted cells (Astle et al. 2012). Additionally, AKT1 

activation induces premature senescence in p53-proficient MEFs by DDR (Nogueira et 

al. 2008).  

According our analysis based on gene ontology, TERT and these oncogenes 

have a metabolic association.  Additional, OIS alter the cellular homeostase independent 

of DDR activation (mediated DNA replication stress).These oncogenes (MYC, E2F1, 

AKT1 and ABL-1) increase the production of ROS and induce genome instability 

(Vafa. 2002; Raimundo et al. 2012; Nogueira et al. 2008; Sattler et al. 2000, 
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respectively). However, hTERT subunit affects the mitochondrial homeoestase in a 

different manner. TERT has been showed that is transported into the mitochondrial 

matrix binds to mitochondrial DNA coding for complex I genes and increases complex I 

respiratory efficiency (Haendeler et al., 2009) and reduce the level of ROS (Indran et al. 

2010) 

However, the dynamics of TERT transcription and post-translation 

modifications necessary to avoid RS and OIS are not clear considering mitochondrial 

metabolism. A new strategy based on the centrality analysis was used to determine the 

biological relevance of TERT in network focused in senescence based on its 

connectivity in all senescence PPI networks. 

 

3.2 Parameters of Centralities:  Positional analysis of TERT in topological 

networks of senescence and cancer  

The centralities of the TERT (Figures. 4A and B), non-TERT (Figures. 4C and 

D) and UNION PPI networks (Figures. 4E and F) were analyzed with the Cytoscape 

plugin CENTISCAPE considering the mathematical mean generated by each parameter 

of centrality, degree and betweenness (Supplementary Table 2). We also utilized the 

software CYTO-HUBBA to avoid false positives and to define the bottleneck status of 

TERT. Interestingly, TERT is positioned on the mean line that separates hub-bottleneck 

(H-B) from non hub-non bottleneck (NH-NB), and it is near to the mean that separates 

H-NB in the TERT PPI network (Figure 4A). Similarly, CYTO-HUBBA displays 

TERT with a mean score of centrality (Figure 4B).  

The centralities of the UNION PPI network also indicated that TERT is an NH-

NB protein. This result is supported by CYTO-HUBBA analysis, which showed that 

TERT is not found among the 30 major bottlenecks (Figures 4E and F). 
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Figure 4. Centrality analysis (A to D) of all PPI networks. Dashed lines represent the threshold value 

(mathematical mean) calculated for each centrality. (A) and (B) represent the TERT PPI network 

centrality analyzed using the CENTISCAPE and CYTO-HUBBA plugins, respectively. (C) and (D) 

represent the non-TERT PPI network, and (E) and (F) represent the UNION PPI network. (C) and (E) 

show network analyses using the CENTISCAPE plugin, and (D) and (F) show network analyses using the 

CYTO-HUBBA plugin. This ultimate plugin represent nodes in a graphical view with a color scheme to 

show priority, red represent highest value of centrality, yellow shown intermediate value of centrality and 

green low centrality value.  Only TERT and the first eleven proteins with HB and NH-B scores are 

indicated. Legend: hub-bottleneck (HB); non hub-bottleneck (NH-B). 

 

It is important to note that we chose not to grow the network until saturation 

because many proteins that directly connect to TERT could have functions that are not 
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correlated to cellular senescence itself and could introduce a bias in the analysis. 

However, to analyze the H-NB condition of TERT, we assayed the maximum saturation 

of the TERT node by means of Biogrid and STRING databases using the TERT PPI 

network (Supplementary Figures 3A and B). These data indicate that even in those 

conditions of saturation, TERT it is still classified as H-NB (Supplementary Figure 3C). 

The fact that TERT is an H-NB node indicates that this protein connects few 

protein complexes. These data suggest that TERT is strongly regulated by a low number 

of key proteins. 

To understand the mechanism of TERT activation or repression and the role 

played by the oncogenes MYC, E2F1, AKT1 and ABL1 in these processes, it is 

essential to analyze the regulations that impinge on TERT. In addition, a balance 

between TERT transcription and translation and a gain in each terminal tract of 

telomeric repeats suggests a dynamic process. Insights have been gained into the 

cellular pathways for biogenesis of TERT ribonucleoprotein, but an integrative analysis 

based on interactome data has not been developed. Thus, we used different Systems 

Biology strategies to design a possible model of TERT regulation.     

 

3.3. TERT:  A dynamic model process to avoid RS and OIS based on oxidative 

stress 

To build a dynamic model of how TERT and its partner proteins interact, we 

considered all interactors of TERT present in the UNION PPI network (Figure 5A) and 

a TERT-associated subnetwork using the combined analyses with Biogrid and STRING 

software (Figure 5B). Interestingly, the data gathered from this analysis indicated that 

the majority of proteins are associated with regulation of the hTERT subunit (Figure 5A 

and B). These sub-networks were prospected in terms of major groups of proteins and 

biological functions, showing the presence of five major protein groups: (i) 

transcriptional transactivators, (ii) transcriptional repressors, (iii) proteins associated 
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with telomere structure, (iv) proteins associated with posttranslational modification and 

(v) proteins that physically interact with hTERT (Table 2).  

 

 

Table 2. Characterization of pathways and proteins associated with hTERT transcription and 

posttranslational modifications. 

Transcriptional 

transactivator 

Pathways References 

AKT1 PIK3/AKT/NFB (Kang et al. 1999; Bai et al. 2009) 

ARNT Hypoxia inducible factor 1 

(HIF-1) 

(Nishi et al. 2004) 

CCND1 

CREBBP Cell cycle (Leng et al. 2002) 

EGF  

Complex MYC/EP300 

(Cong et al. 1999; Faiola et al. 

2005) 
EGFR 

EP300 (Maida et al. 2002; Wang et al. 

2008) 

HIF1A EGF/EGFR/AKT/ErbB (Wang et al. 2008) 

MAX EGF/EGFR/AKT/ErbB (Cong et al. 1999; Faiola et al. 

2005) 

MYC Complex MYC/EP300/ (Anderson et al. 2006; Nishi et al. 

2004) 

IL-2 IL-2/AKT1 (Skvortzov et al. 2011) 

NFB PIK3/AKT/NFkB (Skvortzov et al. 2011) 

Ruvbl1 Not described (Baek et al. 2008) 

SP1 Cell cycle (Skvortzov et al. 2011) 

WRAp53 p53 (Mahmoudi et al. 2009) 

Transcriptional 

repressors 

Pathways References 

CDKN1B Cell cycle (Ray et al. 2009) 

E2F1 Cell cycle (Won et al. 2002; Stanelle et al. 
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2002) 

FOS Complex FOS/Jun (Takakura et al. 2005) 

HDAC1 Histone deacetylation (Polevoda et al. 2000; Cong et al. 

2000) 

IFNAR2 Interferon (Xu et al. 2000) 

IFNG Interferon (Hussein et al. 2003) 

IRF1 Interferon/CDKN1B (Lee et al. 2005) 

JUN Complex FOS/Jun (Takakura et al. 2005) 

MXD1 MYC/MXD1 (Xu et al. 2001) 

PML Interferon/PML (Oh et al. 2009) 

RBBP4 RB/E2F1 (Nicolas et al. 2000) 

RBBP7 RB/E2F1 (Nicolas et al. 2000) 

SAP18 SAP18/SIN3A/HDAC1 (Zhang et al. 1997) 

SAP30 SAP30/HDAC1 (Sichtig et al. 2007) 

SIN3A SAP18/SIN3A/HDAC1 (Zhang et al. 1997) 

SIN3B SAP18/SIN3A/HDAC1 (Zhang et al. 1997) 

SP3 SP1/SP3 (Won et al. 2002) 

WT1 Mixed (Sitaram et al. 2010) 

PTGES3 HSP90 (Woo et al. 2009) 

Proteins associated to 

telomeres and hTERT 

subunit 

Functions References 

HNRNPC Regulation of telomere 

extension 

(Ford et al. 2002) 

MCRS1 Probable cell 

cycle/telomere relationship 

(Song et al. 2004) 

NCL TERT transport (Khurts et al. 2004) 

PIF1 Removes telomerase from 

telomeres 

(Schulz et al. 1994; Chang et 

al. 2009) 

XRCC5 Induces the access of (Chai et al. 2002) 
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telomerase to telomeres 

XRCC6 Regulates the access of 

telomerase to telomeres 

(Chai et al. 2002) 

Posttranslational 

modifications 

Functions References 

ABL1 Phosphorylates hTERT 

(inhibition TERT activity) 

(Kharbanda et al. 2000) 

HUS1 Phosphorylation by mTOR 

complex 

(Francia et al. 2009) 

HSP90AA1 Phosphorylation by mTOR 

complex 

(Toogun et al. 2008) 

 

This information was synthesized into a dynamic model of hTERT function 

(Figure 5C). From the many observed hTERT-associated proteins, some partners can be 

highlighted. For example, the histone deacetylase 1 protein (HDAC1) appears to be an 

important regulator of hTERT expression. Aberrant expression of HDACs has been 

observed in various tumor types (Sakuma et al. 2006; Polevoda et al. 2000), implicating 

an altered balance of protein acetylation as a major factor that contributes to cell 

transformation and cancer initiation/progression. Additionally, histone deacetylation 

leads to a decrease in hTERT expression, while overexpression of HDAC1 leads to the 

suppression of hTERT-promoter activity (Cong et al. 1999). On the other hand, the 

pharmacologic inhibition of histone deacetylation by Trichostatin A results in the 

activation of hTERT expression in normal cells. Considering the link between histone 

deacetylation and hTERT, it is reasonable to suggest that, in the case of cancer, histone 

deacetylation represses the hTERT promoter (Cong et al. 1999) but prevents cellular 

transformation in normal cells (Kyo et al. 2002). Consistent with this hypothesis, 

upstream chromatin modification of the hTERT gene significantly alters TERT 

expression (Zhu et al. 2010). 
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Figure 5. Regulation of the hTERT promoter according to the literature and interactome data. (A) 

Representation of all nodes associated with TERT in the UNION PPI network. (B) Maximal saturation of 

the TERT node using Biogrid and STRING. (C) Representation of pathways associated with hTERT 

promoter activation or repression and posttranslational modifications of hTERT subunit based on the 

cancer literature. Green nodes represent activators and red nodes represent repressors of hTERT activity. 

Gray nodes represent proteins associated with telomere regions, blue nodes represent proteins with 

physical associations to TERT, and orange nodes represent additional proteins.  Physical association with 

the promoter region favoring hTERT transcription or protein-protein activation (green ); Physical 

association with the promoter region favoring hTERT repression or protein-protein repression (red 

); posttranslation modifications (orange ); physical association of proteins with the hTERT 

subunit (orange ); Proteins associated with telomeres and the hTERT subunit (yellow ). 
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 Considering the „„free radical” or “oxidative stress” theory of aging suggests that 

aging are the result of the accumulation of molecular damage caused by ROS during 

normal metabolism (Satre et al. 2003; Sedensky and Morgan 2006; Saretzki 2009). 

It is noteworthy that HDAC1 activity can be modulated by ROS, leading to 

changes in hTERT gene expression (Trachootham et al. 2008.). The production of ROS 

can affect the regulation of transcription factors by direct modification of critical amino 

acid residues (Kregel and Zhang 2007). For example, a covalent modification of 

HDAC1 thiol groups (Cys261 and Cys273) by ROS attenuated histone deacetylase 

activity and changed the acetylation pattern of histones H3 and H4 in different 

transformed/tumor cell lines (Trachootham et al. 2008). Thus, HDAC1 can be defined 

as a redox sensor (Kato et al. 2009). 

Studies in melanoma cells showed that inducible MYC expression could be used 

to control the expression of the GSH synthetase, and apoptosis induced by 

downregulation of MYC was associated with cellular depletion of reduced GSH
 

(Biroccio et al. 2004). These data suggest that cells with active MYC may survive the 

ROS stress by upregulating GSH synthesis. Moreover, ROS appear not to affect the 

structure and function of MYC, the major activator of hTERT transcription (Biroccio et 

al. 2004; Bazarov et al. 2009).  Thus, it is conceivable that, during malignant 

transformation, oncogenic signals both induce ROS generation to stimulate cell 

proliferation through redox-sensitive transcriptional factors and promote antioxidant 

adaptive mechanisms to minimize oxidative damage.  

We proposed a two-part model to explain ROS-associated regulation of hTERT 

functions and expression and the fact that pre-cancerous and cancer cells bypass RS. 

Initially, the transcription/translation of the hTERT gene product leads to telomere 

extension, which is a consequence of activation of the hTERT promoter region 
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principally due to HDAC1 loss and association of transactivators. After telomere 

extension, hTERT translocates from the nucleus to the mitochondria in a mechanism 

that is dependent on Src family kinases (Haendeler et al. 2003) and acts as an 

antioxidative defense response to maintain the mitochondrial/cellular homeostasis and 

bypass RS in cancer cells (Huang et al. 2005; Passos et al. 2007; Saretzki et al. 2009; 

Indran et al. 2010). 

It should be noted that many other protein complexes were also observed in our 

model (Figure 6B; Table 2). Unfortunately, how these complexes act on the hTERT 

gene and its products is not clear. Moreover, regulation of many of these protein 

complexes, such as the oncogenes AKT1, E2F1 and ABL1, and hTERT, was not 

studied in the context of ROS induction/protection, making the complete picture of 

hTERT regulation much more difficult to understand. However, to support our 

hypotheses, the integration of a dynamic model with microarray data is important to 

determine if the expression of TERT correlated with ROS. Therefore, we focused on a 

network biology approach using large-scale microarray expression derived from patient 

tumors. 

 

3.3.1. Microarray analysis and telomerase activity in tumors: Defining a putative 

biological model of TERT expression 

In Systems Biology studies, it is common to use a combination of knowledge 

mining (including to literature mining) and microarray data to elucidate biological 

regulatory networks (Chen et al. 2008; Jesmin et al. 2010; Chang et al. 2011; Zhang et 

al. 2011). 

To clarify the role of ROS in TERT expression, microarray data analyses were 

conducted considering four different tumor types (glioblastoma multiforme, ovary 

cancer, breast cancer and colorectal cancer) that display a high level of ROS (Afanas´ev 
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2010). In this context, proteins linked to oxidative stress defense and TERT were 

considered (Supplementary Table 3) and we identified a subset of genes that were over-

expressed in cancerous tissue (Table 3). The use of microarrays to discover 

differentially expressed genes confirms the umbalaced redox mechanism of these cancer 

types. Interestingly, TERT mRNA expression is similar in tumors and normal tissues 

(Table 3). This result may be explained by the heterogeneity of human solid tumors, 

where some express high levels of TERT and others do not (Kleinschmidt-Demasters et 

al. 2000; Baykal et al, 2004). 

 

Table 3. Expression levels of genes associated with oxidative stress defense and TERT in 

different tumor types. Tumor gene expression databases based on four human cancers data sets 

were used from the Cancer Genome Atlas-TCGA (http://csbl.fimm.fi/anduril/site) – Data 

represent the average fold change compared to normal tissue.  

 

  TCGA Literature 

 Gene name Fold change p-value Fold change Reference 

G
L

IO
B

L
A

S
T

O
M

A
 M

U
L

T
IF

O
R

M
E

 

CAT 2.09 6.30 x 10
-7 

- - 

CYBA 4.00 3.04 x 10
-5 

- - 

HMOX1 4.02 0.000728 3.55 (Tso et al. 2006) 

NCF2 2.39 0.00250 - - 

PRDX4 4.20 6.97 x 10
-6 

3.76 (Tso et al. 2006) 

SOD2 2.97 1.28 x 10
-7 

3.23 (Tso et al. 2006) 

TERT 1.00 0.762 0.089 to 0.202 (Harada et al. 2000) 

O
V

A
R

IA
N

 

C
A

N
C

E
R

 PXDN 2.45 0.0133 - - 

TXNRD1 2.47 0.0390 - - 
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TERT 0.82 0.822 - - 

B
R

E
A

S
T

 C
A

N
C

E
R

 
DUOX1 2.33 2.08 x 10

-19 
- - 

GSR 1.98 1.49x10
-18 

- - 

PXDNL 2.21 3.55 x 10
-5 

 - 

TERT 1.06 1     0.1 to 2.26 (Lu et al. 2011) 

TERT   0.52 (Hines et al. 2005) 

C
O

L
O

R
E

C
T

A
L

 C
A

N
C

E
R

 

DUOX1 2.43 0.000116 - - 

GPR156 3.30 2.07 x 10
-5 

- - 

LPO 2.49 0.00688 - - 

MPO 3.62 8.62 x 10
-8 

- - 

PRDX4 2.16 2.87 x 10
-15 

- - 

PTGS2 3.62 0.000237 - - 

SOD2 3.23 3.47 x 10
-7 

- - 

TRX2 2.02 0.0004 - - 

TERT 1.41 7.15 x 10
-6  - 

 

An extensive review on TERT activity in these four types of cancer (Table 4) 

indicates a high variation of TERT activity between tumors and clearly shows that 

tumors have a median proportion of active samples that is far higher when compared to 

benign lesions or normal tissue. These observations show that TERT expression and 

activity varies between different tumor types and during tumor development. Our model 

suggests that this variation can be a result of a possible balance between TERT 

expression and activity and the intracellular oxidative stress of cancer cells. 
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Table 4. Analysis of TERT activity in different tumor types. Comparison of frecuency of TERT 

activity among four human cancers and normal tissues based on a literature review. The median 

of the entire dataset was used to show TERT activity according cancer malignancy.  

 Frequency of tumors with positive TERT activity % (positive/total number) 

 Normal/adjacent 

tissue 

Benign/premal

ignant lesion 

Malignant 

lesion 

Reference 

G
L

IO
B

L
A

S
T

O
M

A
 M

U
L

T
IF

O
R

M
E

 

- - 50(3/6) (Sano et al. 1998) 

- - 36 (8/22) (Harada et al. 2000) 

- - 90 (18/20) (Harada et al. 2000) 

- - 75 (45/60) (Shay and Bacchetti 1997; 

Skvortzov et al. 2000) 

- - 72 (34/47) (Hiraga et al. 1998; 

Skvortzov et al. 2000) 

- - 28 (7/25) (Carrol et al. 1999; Skvortzov 

et al. 2000) 

- - 26 (7/28) (Chong et al. 1998; 

Skvortzovet al. 2000) 

O
V

A
R

IA
N

 C
A

N
C

ER
 

0 (0/5) - 92 (12/13) 
(Gorham et al. 1997; Chen 

and Chen 2011) 

- 20 (2/10) 77 (24/31) 
(Murakami et al. 1997; Chen 

and Chen 2011) 

- 21 (5/24) 100 (37/37) 
(Wan et al. 1997; Chen and 

Chen 2011) 

30 (3/10) 40 (6/15) 96 (24/25) 
(Yokoyama et al. 1997; Chen 

and Chen 2011) 

33 (2/6) 31 (4/13) 74 (69/93) 
(Datar et al. 1999; Chen and 

Chen 2011) 

 27 (3/11) 85 (22/26) 
(Park et al. 1999; Chen and 

Chen 2011) 
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0 (0/12) 4 (1/28) 61 (20/33) 
(Sun et al. 2007; Chen and 

Chen 2011) 

- - 86 (18/21) (Oishi et al. 1998) 

- - 87 (7/8) (Oishi et al. 1998) 

- - 67 (8/13) (Oishi et al. 1998) 

B
R

E
A

S
T

 C
A

N
C

E
R

 

- - 91 (21/23) 
(Shay and Bacchetti, 1997); 

(Skvortzov et al. 2000) 

4 (2/55) 45 (9/20) 93 (130/140) 
(Hiyama et al. 1996; Chen 

and Chen 2011) 

0 (0/6) 7 (1/15) 73 (52/71) 
(Sugino et al. 1996; Chen and 

Chen 2011) 

0 (0/10) 20 (1/5) 95 (99/104) 
(Bednarek et al. 1997; Chen 

and Chen 2011) 

0 (0/13) 11 (1/9) 79 (22/28) 
(Nawaz et al. 1997; Chen and 

Chen 2011) 

- - 75 (101/134) 
(Bieche et al. 1997; Chen and 

Chen 2011) 

C
O

L
O

R
E

C
T

A
L

 C
A

N
C

E
R

 

0 (0/50) 53 (16/30) 90 (45/50) 
(Engelhardt et al. 1997; Chen 

and Chen 2011) 

14 (5/35) 50 (6/12) 92 (32/35) 
(Yoshida et al. 1997; Chen 

and Chen 2011) 

27 (3/11) 67 (14/21) 97 (33/34) 
(Myung et al. 2005; Chen 

and Chen 2011) 

0 (0/100) - 96 (96/100) 
(Tatsumoto et al. 2000; Chen 

and Chen 2011) 

- - 80 (98/122) 
(Kawanishi-Tabata et al. 

2002; Chen and Chen, 2011) 

45 (5/11) 57 (12/21) 94 (32/34) 
(Myung et al. 2005; Chen 

and Chen 2011) 

- - 93 (14/15) (Chadeneau et al. 1995) 
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- - 88 (46/55) (Fang et al. 1999) 

Median of frequency of all tumor types with positive TERT activity % (positive/total 

number) 

Normal/adjacent tissue Benign/premalignant 

lesion 
Malignant lesion 

0 (0;27) 29(20;50) 86 (72;92) 

 

3.4 An integrated model of TERT on tumor induction 

 Pre-tumorous cells have more ROS than normal cells (Wang and Yi 2008). 

Thus, mitochondrial oxidative stress causes production of ROS, which causes an 

increased mutation rate and tumor evolution by means of positive selection of tumor 

cell mutations that confer a growth advantage (Sotgia et al. 2011). In this condition, 

tumor suppressor genes such as RB/p16 are inactivated by ROS-induced mutations, 

leading to cancer initiation (Jenkins et al. 2010), a critical step of tumorigenesis. 

Additional, initial mutations of proto-oncogenes activate the primary antitumor barrier, 

OIS can ocurr in cell TERT negative (Braig et al. 2005; Vargas et al. 2012). A residual 

cell population can be resistant to OIS. In this sense, slow telomere erosion may act to 

activate RS, a secondary antitumor barrier (Parkinson et al. 2000).   

 Microarray expression data for TERT and genes associated with high levels of 

oxidative stress, as well as topological analysis and literature mining, were used to 

define our new model of TERT function. Our major hypothesis is that short activation 

“bursts” of the subunit of TERT (hTERT) may be important for cancer progression by 

affecting genetic stability and the ROS response to maintain metabolic homeostase and 

telomere stability (Figure 6). ROS derived from dysfunctional mitochondria can react 

with telomere regions (Liu et al. 2002; De Moura et al. 2010) and may be sufficient to 

activate hTERT transcription and induce telomere extension. Because we found no 
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evidence of constitutive TERT expression during cancer development in the literature, 

we believe that bursts of TERT are likely sufficient. 

 Additionally, it is plausible that other transitory activations can induce cancer 

development. Interestingly, hTERT is expressed in a manner that is independent of 

telomere erosion (Chiodi and Mondello 2012). As described, hTERT is post-

translationally modified and exported to aberrant mitochondria, leading to reduced ROS 

production and increased respiratory efficiency (Kang et al., 2004; Haendeler et al. 

2009). In this sense, we suggest that there is a balance between enzymatic oxidative 

stress defenses and hTERT export to mitochondria, leading to increased survival of 

tumor cells (Figure 6).  

  

 

 

Figure 6. Hypothetical model of hTERT subunit transcription and export to maintain 

tumor homeostasis. Initial mutation of proto-oncogenes or tumor suppressor genes is the first 

step in cancer development. OIS appears to be a primary barrier to avoid cancer development. 

However, a residual cell population that is resistant to the OIS mechanism continues to 
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proliferate. In these cells, telomere erosion can induce RS, but this can be avoided by TERT 

activation.  Moreover, TERT expression would play a different role than telomere extension as a 

response to intense intracellular stresses. Thus, the TERT subunit (hTERT) may be expressed 

transiently in short activation “bursts” that are important for cancer progression by affecting 

genetic stability and the ROS response. ROS derived from dysfunctional mitochondria in tumor 

cells can react with telomere regions and may be sufficient to activate hTERT transcription and 

induce telomere extension. However, post-translational modifications drive export hTERT to 

aberrant mitochondria and may decrease ROS production (independent of telomere extension). 

It is evidence that a possible balance among oxidative stress, oxidative genes (solid box) and 

TERT expression exists. 

 

4. Conclusions 

Our Systems Biology approach represents a new way to study TERT in the 

context of two principal senescence mechanisms (RS and OIS).We showed that 

oncogenes with OIS activity regulate TERT and influence the cellular metabolism based 

on GO analysis.  Furthermore, a centrality analysis showed that TERT is an NH-NB 

node in major PPI network (Union PPI network) and is regulated by a small number of 

proteins. Moreover, we found that TERT (subunit hTERT) is regulated by proteins that 

are sensors of oxidative stress and is expressed heterogeneously in four human tumor 

types. Thus, we propose that hTERT subunit expression could act as a compensatory 

mechanism in tumor cells to avoid OIS and RS in response to oxidative stress 

(dependent and independent of telomere extension).  
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Supplementary figures 

 

 

Supplementary Figure 1.  Modular analysis of the UNION PPI network. (A) The highest scoring 

subgraphs based on CLUSTER-ONE software are represented by nodes with different shapes. GO 

analysis was used to determinate the major biological functions of each subgraph. (B) MCODE analysis 

defines the three highest scoring subgraphs. 
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Supplementary Figure 2. Analysis of all connectors associated with OIS.  Maximal saturation of MYC, 

AKT1, E2F1 and ABL1 was used to design the MYC PPI, AKT1 PPI, E2F1 PPI and ABL1 PPI network 
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with STRING plus Biogrid. 

 

Supplementary Figure 3. TERT saturation and centrality analysis of the TERT saturated PPI network. 

(A) Saturation of TERT protein using STRING plus STING (based on experimental data). (B) Maximal 

saturation of TERT/RS PPI network by STRING plus Biogrid. (C) and (D) Centrality analysis of the 

TERT saturated PPI network by CENTISCAPE and CYTO-HUBBA, respectively. Dashed lines 

represent the threshold value calculated for each centrality. Futhermore, CYTO-HUBBA plugin represent 

nodes in a graphical view with a color scheme to show priority, red represent highest value of centrality, 

yellow shown intermediate value of centrality and green low centrality values. 
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Supplementary tables 

Supplementary table 1. The main proteins and peptides described in literature associated to 

senescence induction or senescence bypass (malignant transformation) are represented in this 

table. The number of identification according Human Aging Genomic Resources (HAGR-ID) is 

detailed for each protein or peptide. 

Receptors and 

diffusible factors 

HAGR-ID Senescence/Cancer references 

CCL - (Coppe et al. 2010) 

EGF 0048 (Park et al. 2001) 

EGFR 0040 (Cho et al. 2011) 

FGFR 0169 (Brooks et al. 2012) 

GHR 001 (Guevara-Aguirre et al. 2011; Liu et al. 2003) 

GM-CSF - (Coppe et al. 2010) 

HCC-4 - (Coppe et al. 2010) 

HGF - (Bavik et al. 2006) 

IGFBP3 0073 (Muhlbradt et al. 2009) 

IGFBP7 - (Vargas et al. 2012) 

IL-13 - (Scheurer et al. 2008; Bozinov et al. 2010; Ren et al. 2009) 

IL-15 - (Nguyen and Weng 2010; Ren et al. 2009) 

IL-1a - (Tjomsland et al,2011; Orjalo et al, 2009; Ren et al,2009) 

IL-1b - (Ren et al,2009; Dudas et al,2011) 

IL-2 0046 (Jen et al,2011; Ross et al,2003) 

IL-6 0114 (Maggio et al,2009; Frampton et al,2011) 

IL-7 0167 (Carvalho et al,2001; Mengus et al,2011) 

IL-8 - (Raychaudhuri and Vogelbaum,2011; Bhaumik et al, 2009) 

KGF - (Wang et al, 2011; Wu et al, 2012) 

MCP-2 0167 (Coppe et al. 2010) 

MCP-4 - (Rajaraman et al, 2009) 

MIP-1a - (Harry,2000; Coppe et al,2008) 

MIP-3a - (Coppe et al,2010) 

MLH1 0243  (Kim et al, 2006) 

PDGFB 0047 (Tchougounova et al. 2007) 
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PIGF - (Coppe et al. 2010) 

SCF - (Sakai et al. 2011) 

SDF-1 - (Coppe et al. 2010) 

VEGF 0077 (Dutra-Oliveira et al. 2012; Hasan et al, 2011) 

Oncogenes and 

tumor supressors 

HAGR-ID Senescence/Cancer references 

AKT1 0035 (Astle et al, 2012; Vargas et al, 2012) 

AKT2 - (Steelman et al. 2011) 

AKT3 - (Steelman et al. 2011) 

CDK2 - (Collins et al.1997; Malumbres andBarbacid 2009) 

CDK3 - (Collins et al.1997; Malumbres and Barbacid 2009) 

CDK4 - (Collins et al.1997; Malumbres and Barbacid 2009) 

CDK5 - (Collins et al.1997; Malumbres andBarbacid 2009) 

CDK6 - (Collins et al,1997; Malumbres andBarbacid 2009) 

CDK7 - (Collins et al. 1997; Malumbres andBarbacid 2009) 

CDK9 - (Wu et al. 2012;Vargas et al. 2012) 

CDKN1A - (Vargas et al. 2012) 

CDKN1B -  (Vargas et al. 2012) 

CDKN2A 0226 (Wang et al,2010); (Vargas et al, 2012) 

CDKN2B - (Vargas et al. 2012) 

CDKN2C - (Vargas et al. 2012) 

CDKN2D - (Vargas et al. 2012) 

E2F1 0018 (Dimri et al. 2000; Chen et al. 2009) 

ERK 0175 (Vargas et al. 2012) 

MAPK8 0163 (Ewald et al. 2010; Slattery et al. 2011) 

MDM2 0210 (Manfe et al. 2012; Chaar et al. 2012) 

MEK 0179 (Vargas et al. 2012) 

MYC 0039 (Zhuang et al. 2008; Dang et al. 2012) 

PCNA 0113 (Rossig et al. 2001) 

pRB 0120 (Hickman et al. 2002; Vargas et al. 2012) 
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RAS 0038 (Vargas et al. 2012) 

STAT5A 0021 (Yu et al. 2009) 

STAT5B 0023 (Yu et al. 2009) 

TP53 0006 (Reinhardt and Schumacher 2012); (Vargas et al. 2012) 

DNA repair proteins HAGR-ID Senescence/Cancer references 

ATM 0009  (Vargas et al. 2012) 

ATR 0231 (Vargas et al. 2012) 

BRCA1 0061 (Vargas et al. 2012) 

ERCC1 0149 (Martínez and Blasco 2011) 

FANCD2 0079 (Martinez and Blasco 2011) 

H2AX 0212 (Martinez and Blasco 2011) 

MLH1 0243 (McDaid et al. 1994; Kim et al. 2006) 

NBS1 0044 (Bai and Murnane 2003) 

PARP1 0060 (Martinez and Blasco 2011) 

RAD51 0084 (Martinez and Blasco 2011) 

XPF 0261 (Martinez and Blasco 2011) 

Telosome/shelterin 

complex 

HAGR-ID Senescence/Cancer references 

ACD 0079 (Martinez and Blasco 2011; Vargas et al. 2012) 

POT1 - (Martinez and Blasco 2011; Vargas et al. 2012) 

TERF1 0105 (Martinez and Blasco 2011; Vargas et al. 2012) 

TERF2 0116 (Martinez and Blasco 2011; Vargas et al. 2012) 

TINF2 - (Martinez and Blasco 2011; Vargas et al. 2012) 

Energetic metabolism HAGR-ID Senescence/Cancer references 

AMPK - (Luo et al. 2005) 

AMPK - (Wang et al. 2011) 

ATG 3 - (Kang et al. 2011) 

ATG 5 - (Luo et al. 2011) 

G6PD - (Wu et al. 2009) 

GAPDH - (Phadke et al. 2011) 

GLUT-1 - (Macheda et al. 2005) 
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GLUT-2 - (Macheda et al. 2005) 

HSP70 0160 (Sapozhnikov et al. 2002) 

IGF-1 0028 (Campisi 2004) 

IRS2 0034 (Li et al. 2008) 

LKB1 0093 (Gurumurthy et al. 2008) 

mTOR 0221 (Dazert and Hall,2011) 

PARPs - (Ohanna et al. 2011) 

PGC-1 0256 (Balha et al. 2011); (Sahin et al. 2011) 

PKA - (Chiaradonna et al. 2008) 

PPAR 0055 (Chang et al. 2008) 

RISP - (Moiseeva et al. 2009) 

SIRT1 0150 (Kyrylenko and Baniahmad 2010) 

SIRT2 - (Kyrylenko and Baniahmad 2010) 

SIRT3 - (Kyrylenko and Baniahmad 2010) 

SIRT4 - (Kyrylenko and Baniahmad 2010) 

SIRT5 - (Kyrylenko and Baniahmad 2010) 

SIRT6 0239 (Kyrylenko and Baniahmad 2010) 

SIRT7 - (Kyrylenko and Baniahmad 2010) 

UCP1 0258 (Wolkow and Iser 2006) 

UCP2 0235 (Wolkow and Iser 2006) 

UCP3 0232 (Wolkow and Iser 2006) 

Telomere enlogation HAGR-ID Senescence/Câncer references 

TERT 0008 (Kang et al. 2004; Deng et al. 2008) 
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Supplementary table 2. CentiScape analysis: degree and betweeness centrality scores of each 

node of all initial networks are plotted in tables below.  

TERT PPI NETWORK 

ID CentiScape Betweeness CentiScape Degree 

TP53 1564.087 21 

EGFR 841.795 11 

MAPK1 550.097 8 

ATM 545.776 7 

CDK7 229.211 8 

CDKN1B 220.771 12 

IL8 216 2 

CDKN1A 215.894 14 

IL2 215.821 8 

RB1 210.07 11 

TERT 153.285 5 

OIS PPI NETWORK 

ID CentiScape Betweeness CentiScape Degree 

TP53 10643.4 64 

MYC 4134.443 46 

UBC 4107.041 31 

PCNA 3675.498 35 

BRCA1 3475.514 37 

AKT1 3262.842 38 

PIK3R1 3226.814 47 

MDM2 3195.085 37 

CDKN1A 2397.625 44 

ATM 2275.672 22 

TP53 10643.4 64 

UNION PPI NETWORK 

ID CentiScape Betweeness CentiScape Degree 
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TP53 15201.2 75 

UBC 6101,618 36 

MYC 5601,066 53 

BRCA1 5246,707 45 

AKT1 4310,952 43 

PCNA 4255,679 37 

PIK3R1 4025,417 50 

MDM2 3914,568 39 

ATM 3572,375 25 

EP300 3131,143 36 

TERT 596.1326 22 
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Supplementary table 3 Tumor gene expression databases based on four human cancers data 

sets from the Cancer Genome Atlas-TCGA (http://csbl.fimm.fi/anduril/site). 

  GLIOBLASTOM

A MULTIFORME 

 OVARIAN 

CANCER  

COLON CANCER  BREAST 

CANCER 

Oxidat

ive 

genes 

   Fold 

change   

p 

corre

ction 

Fold 

change 

p 

cor

rect

ion 

Fold 

change 

p 

correct

ion 

Fold 

change 

p 

corre

ction 

AOX1 1,42 0,031

3 

0.363 0.00

986 

0.301 8.74e-

10 

1.08 1 

ALB 0.921 1,00 0.975 1  -  -  -  - 

ALOX

12 

0.986 1,00 0.775   1.42 6.35e-6 1.02 1 

ANGP

TL7 

1 1,00 0.329 0.32

9 

0.0161 1.56e-

14 

0.0082

2 

2.20e-

32 

APOE 1.54 0.001

57 

2.41 0.01

57 

0.565 0.0298 0.222 5.23e-

16 

ATOX

1 

1.16 1,00E

+00 

0.972 1.00 1.65 0.0004

32 

1.38 0.025

7 

blvra 1,36 0,011 1.12 1 0.770 0.269 1.72 8.10e-

16 

blvrb 1,2 1 0.606 1 0.810 8.17e-7 1.21 0.072

9 

CAT 2,09 6,30e

-07 

            

CCL5 1.70 1.79e

-5 

0.755 0.56

7 

0.337 1.84e-5 1.38 0.002

50 

CCS 1.24 0.032

7 

1.01 1  -  - 1.73 8.10e-

6 

CSDE

1 

1.04 1,00 1.48 0.16

5 

0.806 1.86e-

10 

 -  - 

CYBA 4.00 3.04e

-5 

0.907 1.00  - -  0.854 0.004

35 

CYGB 0.317 7.23e

-6 

0.455 0.01

94 

 -  -  -  - 

DGKK 1.00 0.114 1.00 0.21

9 

 -  -  -  - 

DHCR

24 

0.323 2.14e

-7 

1.33 0.84

9 

0.922 1  - -  

DUOX

1 

0.953 1,00 0.340 0.02

13 

2.43 0.0001

16 

2.33 2.08e-

19 

DUOX 1 1,00 0.939 1 4.12 0.0068 0.616 0.051

http://csbl.fimm.fi/anduril/site
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2 4 1 

DUSP

1 

1.83 0.199 0.478 0.47

9 

0.430 2.09e-6 0.974 1 

EPX 1 1,00 0.996 1  -  - 0.182 8.18e-

25 

FOXM

1 

9.71 2.41e

-8 

6.83 0.01

02 

 -  -  -  - 

GLRX

1 

1,54 0,000

834 

 -  -  -  -  -  - 

GLRX

2 

0.871 0.275 1.27 1         

GPR15

6 

1.55 0.004

31 

1.34 0.04

55 

3.30 2.07e-5 1.80 2.72e-

11 

GPX1 1,41 0,114 1.01 1 1.39 0.0001

12 

1.56 0.011

9 

GPX2 1,03 1 0.155 0.08

97 

2.65 2.93e-5 0.573 0.030

9 

GPX3 1,86 1,74e

-06 

0.775 1 0.197 1.26e-

11 

0.153 9.74e-

17 

GPX4 0,911 0,024

5 

0.825 0.48

9 

 -  -  -  - 

GSR 0.981 1,00e

+00 

0.738 0.09

30 

0.987 1 1.98 1.49e-

18 

 GSS 1.14 0.125 1.19 1 1.19 0.0066

3 

1.47 2.88e-

16 

GSTZ1 1.32 0.034

3 

0.898 1 0.768 1 1.20 0.137 

GTF2I 1.08 1,00e

+00 

1.38 0.12

9 

1.66 0.0002

34 

1.26 1.94e-

5 

Hao-1 1 1 1 1 1.35 4.75e-6 0.839 1.00 

HMO

X1 

4,02 0,000

728 

0.710 1 0.295 1.53e-

12 

1.74 0.019

2 

HMO

X2 

0,506 2,66e

-05 

0.682 -  1.35 9.11e-5 1.88 6.73e-

20 

IPCEF

1 

0.178 2.63e

-8 

0.533 0.09

35 

0.483 0.0001

66 

0.867 1 

KRT1 1 1,00 0.797 0.70

9 

0.0592 8.19e-7 0.227 2.62e-

11 

LPO 0.993 1,00 0.926 1 2.49 0.0068

8 

1.47 0.004

70 

MBL2 0.981 1,00 1 1 1.17 1 1 1 

MGST 0.525 0.041 1.12 1 0.404 8.50e- 0.896 1 
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3 4 22 

MPO 0,884 1 1 1 3.62 8.62e-8 0.584 2.00e-

7 

 

MSRA 

0.727 0.002

32 

0.555 0.03

26 

0.937 1 0.755 9.76e-

7 

MT3 1.03 1,00 0.933 1 0.199 6.79e-

22 

1.02 1 

 MTL5 1 1,00 1.43 0.25

9 

1.08 1  - -  

NCF1  - -   -  -  -  -  - -  

NCF2 2.39 0.002

50 

1.09 1 0.869 0.207 1.26 0.164 

 NME5 0.514 8.70e

-5 

0.265 0.66

4 

 -  -  - -  

NOS 1,03 0,166  -  -  -  -  - -  

NOS2 0.932 0.000

126 

0.939 1 1.09 1 1.23 1 

NOX5 1.47 1,00  -  - 0.272 0.0014

6 

0.267 3.12e-

8 

NUDT

1 

2.28 5.74e

-6 

1.15 1 1.37 0.0021

9 

1.71 1.90e-

17 

OXR1 0.246 5.53e

-8 

1.35 1 0.794 1 0.512 2.94e-

9 

OXSR

1 

1.31 0.004

39 

1.66 0.02

68 

0.801 1.76e-6 1.24 8.32e-

5 

PDLI

M1 

3.55 0.002

41 

0.395 0.00

160 

0.621 0.0002

41 

0.652 7.46e-

8 

PNKP 1.16 0.281 0.737 0.28

6 

-   -  -  - 

PON1 0,862 1 1.08 1 1.05 1 0.875 0.262 

PON2 1,68 0,000

722 

1.70 0.01

43 

0.892 1 1.06 1 

PON3 0,643 0,243 0.578 1.00 0.867 0.751 0.248 1.41e-

12 

PRDX

1 

1,16 0,082

3 

1.48 0.15

3 

 -  -  -  - 

PRDX

2 

0,952 0,385 1.25 0.21

6 

1.54 2.62e-5 1.58 7.34e-

12 

PRDX

3 

1,01 1 1.84   1.39 0.0164 0.949 1 

PRDX

4 

4,2 6,97e

-06 

0.997 1 2.16 2.87e-

15 

1.48 1.61e-

12 
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PRDX

5 

0,85 0,070

1 

0.737 0.05

71 

0.892 1  - -  

PRDX

6 

1,4 0,020

4 

1.21 0.65

2 

1.03 -  0.987 1 

PREX

1 

1.36 0.183 0.932 1 0.752 0.0029

3 

1.86 2.91e-

6 

PRG3 1.02 0.504 0.873 1 0.857 0.0427 0.495 5.39e-

7 

PRNP 0.469 2.92e

-9 

1.22 0.78

5 

1.13 1 0.799 1.88e-

5 

PTGS1 2.40 6.71e

-7 

1.04 1 0.261 1.24e-

13 

1.13 0.111 

PTGS2 0.644 0.068

2 

0.397 0.13

7 

3.62 0.0002

37 

0.0940 8.23e-

23 

PXDN 4.36 9.49e

-9 

2.45 0.01

33 

1.70 0.0005

09 

1.91 3.66e-

5 

PXDN

L 

1.33 1.00e

-5 

0.988 0.05

85 

0.949 1 2.21 3.55e-

5 

REL 0,536 3,50E

-06 

1.13 0.44

1 

1.07 1 1.62 7.93e-

11 

RNF7 1.35 0.490 1.29 0.35

8 

0.655 4.47e-7 1.14 0.183 

SCAR

A3 

1.72 2.11e

-5 

0.421 0.83

3 

0.917 1 0.774 0.006

32 

SEPP1 1.43 1.00 1.14 1  - -  -  -  

SGK2 0.496 0.006

19 

0.877 1 0.198 1.62e-

14 

0.108 3.65e-

16 

SIRT2 0.905 1,00 0.964 1 1.51 0.0061

1 

1.16 1 

SOD1 0,629 3,99e

-16 

0.875 0.18

9 

0.587 7.13e-9 1.10 1 

SOD2 2,97 1,28e

-07 

0.581 0.79

9 

3.23 3.47e-7 0.611 0.000

123 

SOD3 0,999 0,243 0.194 0.00

466 

1.05 1 0.163 1.04e-

25 

SRXN

1 

0.917 1,00 1.41 0.00

382 

 -  -  - -  

STK25 0.647 9.78e

-8 

0.951 1.00 1.50 2.48e-

10 

1.29 0.002

14 

TPO 0.980 1,00 0.820 1 0.104 2.49e-

13 

0.0781 1.31e-

39 

TRP14 1,84 0,002 1.07 1 0.622 6.90e-6 1.58 2.25e-
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9 10 

TRX1 0,876 1 -  -  1.23  - 1.58 2.25e-

10 

TRX2 1,18 0,276 -   - 2.02  - 1.07 0.925 

TRX3 1,02 1 1 1 1.07 1 1.07 0.925 

TTN 0.708 0.023

5 

0.645 0.01

43 

0.831 1 0.477 1.60e-

9 

TXND

C2 

1.48 0.026

8 

0.807 1 1.53 0.0018

5 

1.13 1 

TXNR

D1 

1.59 0.000

220 

2.47 0.03

90 

1.18 0.484 1.31 0.000

331 

TXNR

D2 

1.02 1,00 1 1 1.07 1 1.07 0.925 

WWO

X 

0,963 1 0.794 1 1.15 1 0.685 4.94e-

8 

TERT 1 0.762 0.824 0.82

2 

1.41 7.15e-6 1.06 1 
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4. DISCUSSÃO 

  
O GBM é o mais comum entre os tumores cerebrais, apresentando alta taxa de 

mortalidade e morbidade. Este tipo tumoral representa um desafio para as atuais terapias 

sendo assim foco de desenvolvimento de novos tratamentos. A quimioterapia mostrou-

se promissora para o tratamento de GBM. Porém, a TMZ, o quimioterápico mais 

utilizado tem surtido pouco efeito, com alta taxa de recorrência e progressão da doença 

[261]. Este composto, da mesma forma que outros quimoterápicos, induz a ativação de 

sinais de dano ao DNA ou aumenta de atividade de supressores tumorais, o que culmina 

na indução de mecanismos endógenos antitumorais como senescência (revisada no 

capitulo 1 desta tese), apoptose [37] ou autofagia [37]. 

No século XX, as plantas medicinais ocuparam um lugar relevante no tratamento e 

prevenção de doenças. Atualmente, elas têm voltado a ocupar este espaço [76-79]. Dois 

polifenois estão sendo estudados por trazerem benefícios à saúde: o resveratrol e a 

quercetina. Ambos estão  presentes em numerosas fontes de origem vegetal, como foi 

descrito na seções 1.2.1 e 1.2.2. Recentemente, foi descrito que o resveratrol, além de 

ativar SIRT1, participa na inibição direta da atividade da fosfosdiesterase A, retardando 

o envelhecimento em células de mamíferos [133]. Cabe também ressaltar que o efeito 

do resveratrol varia de acordo com o tipo celular e com o estado metabólico da célula. 

Em gliomas, o resveratrol inibe o crescimento de células RT2, U251, U87 e C6, 

induzindo apoptose, inibindo a angiogênese tumoral e aumenta a sobrevida dos 

pacientes [135]. O resveratrol interage com numerosos alvos moleculares afetando 

múltiplas cascatas de sinalização [208]. No entanto, o mecanismo mais descrito é a 

ativação em forma indireta da SIRT1 após administração deste polifenol, como descrito 

na seção 1.2.1.3. Este retarda o envelhecimento celular em mamíferos [133]. No 

entanto, a SIRT1, quando desregulada, está relacionada ao desenvolvimento de câncer, 

como detalhado na seção  1.2.4. Neste sentido, o tratamento com inibidores da SIRT1 

por HDACi tem efeito antitumoral pela indução da expressão de genes supressores 

tumorais e aumento nos níveis de acetilação de K16-H4 e K9-H3 em linhagens celulares 

de câncer do cólon [216]. 

Por outro lado, a quercetina também pode atuar como inibidor de HDAC como 

demonstrado na linhagem de leucemia humana HL-60 e em um modelo tumoral de 

câncer de hamster (HBP) [220-222]. Assim, a eficácia na indução de senescência pela 

combinação de resveratrol e quercetina pode ser devido a esta inibição [140]. No 
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entanto, para testar de forma mais objetiva se o resveratrol poderia ter um efeito pró-

tumoral pela ativação de SIRT1, a combinação de HDACi com resveratrol foi 

investigada, no entanto o mecanismo de inibição de butirato de sódio não seja direto 

sobre a ativida de de  SIRT1. Na mesma linha, se o efeito pró-senescência da quercetina 

for somente através da inibição de HDAC, um HDACi não teria efeito aditivo quando 

quercetina estiver presente. Neste sentido, a inibição farmacológica de HDAC 

combinada com o tratamento com o resveratrol ou quercetina poderia apresentar novas 

evidências sobre a atividade antitumoral destes compostos.  

Inicialmente, foram determinadas as concentrações sub-letais de butirato de 

sódio em tratamentos crônicos em linhagens de GBM in vitro (capitulo 2 - figura 

suplementar 1). Como foi descrito na seção 1.1.2, senescência pode ser induzida por 

exaustão replicativa ou por as células submetidas a condições de estresse [262]. Em 

várias linhagens tumorais, a utilização de quimioterápicos em forma crônica induz 

senescência após vários dias de tratamento [140, 263-265]. Assim, foi realizado o 

tratamento de duas diferentes linhagens comerciais de GBM - uma proveniente de 

humanos (U87-MG), e outra de rato (C6) - com diferentes tempos e doses. A 

concentração de 2 mM foi utilizada como controle experimental para ensaios 

posteriores, devido ao fato de que os efeitos produzidos nesta dose já foram descritos na 

literatura, assim como alterações na viabilidade e distribuição do ciclo celular [202]. As 

concentrações dos polifenois foram determinadas de acordo com dados previamente 

publicados pelo grupo [140, 266]. Assim, diferentes doses de resveratrol foram 

combinadas com butirato de sódio, e uma única dose de quercetina foi combinada com 

o ácido graxo em diferentes tempos (24, 48 e 72 horas). Ambos os tratamentos 

reduziram significativamente o número de células e a viabilidade celular quando 

comparados com o controle não tratado. No entanto, não houve diferença quando 

comparados com o butirato de sódio em ambas as linhagens celulares (Capítulo 2- 

figuras 1a). Como o foco do estudo é senescência, foram realizados tratamentos 

crônicos utilizando a concentração menor de resveratrol (10 µM) e de quercetina (25 

µM) combinados com 2 mM de butirato de sódio durante 10 dias, com reposição das 

drogas a cada 2 dias para poder avaliar um possível efeito combinado a longo prazo. Os 

resultados mostraram que os co-tratamentos em forma crônica reduzem 

significativamente a viabilidade celular quando comparados ao tratamento controle de 

butirato de sódio (Capítulo 2- figura 1 b).  
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 Uma das principais características de quimioterápicos considerados bons é a 

seletividade sobre células tumorais sem danificar células normais. Zamin e 

colaboradores (2006) mostraram o efeito neuroprotetor do resveratrol em culturas 

organotípicas de hipocampo de rato submetidas à privação de oxigênio e glicose (POG) 

[267]. Isso sugere que este composto tem potencial citotóxico para células neoplásicas e 

citoprotetor para células sadias. De maneira similar, Braganhol e colaboradores (2006) 

observaram a mesma característica para a quercetina, que mostrou um efeito 

neuroprotetor frente à POG em culturas organotípicas de hipocampo e, utilizando as 

mesmas concentrações, um efeito antitumoral em linhagens de glioma U138-MG [165]. 

Outros trabalhos também têm demonstrado efeitos neuroprotetores do resveratrol e da 

quercetina em modelos de doença de Alzheimer e Parkinson, entre outros, como já 

referido anteriormente (seção 1.2.1 e 1.2.2). Além disso, vários estudos mostraram que 

o butirato de sódio não danifica células normais [204], mas induz senescência ou 

apoptose em diversas linhagens tumorais (descrito na seção 1.2.3) [190, 268, 269]. No 

presente trabalho foi avaliado o efeito dos tratamentos combinados em culturas 

primárias de astrócitos nas mesmas doses e tempos utilizados nas linhagens de gliomas 

(Capítulo 2 - figura 1 c). Não houve redução da viabilidade celular, corroborando com 

os resultados prévios obtidos. Esta característica torna esses compostos bons candidatos 

à utilização em terapias antitumorais, porém os mecanismos de ação que expliquem o 

efeito ambíguo destes compostos ainda não foram esclarecidos. 

O próximo passo foi avaliar a indução de senescência celular já que em longo 

prazo obteve-se um resultado diferente do curto prazo nos tratamentos combinados 

comparados aos tratamentos individuais. Inicialmente, foi observado que no quarto dia 

de tratamento com resveratrol ou quercetina combinadas com butirato de sódio, havia 

uma redução significativa no número de células (Capítulo 2- figura 1 c). Nesse mesmo 

dia foram detectadas mudanças características de CS na morfologia celular após os 

tratamentos (Capítulo 2 - figura 2 a). A CS foi confirmada pela atividade da enzima β-

galactosidase ácida, com a qual cerca de 80-90 % das células (C6 e U87-MG) foram 

marcadas após o tratamento combinado. No entanto, o tratamento com butirato de sódio 

produziu apenas 50% das células marcadas em ambas as linhagens celulares (capítulo 2- 

figura 2b). 

 Uma das principais características que define células senescentes é a perda 

irreverssível da capacidade proliferativa (como descrito no Capítulo 1). Assim, a 

capacidade de formação de colonias após 4 dias de tratamento foi testada, deixando as 
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células C6 e U87-MG proliferarem em meio sem drogas durante 10 e 16 dias, 

respectivamente. Foi observado que, em C6, os tratamentos combinados reduziram 

significativamente a formação de colônias, diferente dos tratamentos individualizados 

(Capítulo 2- figura 2c). Porém, em U87-MG só o tratamento com quercetina e butirato 

de sódio mostrou-se mais efetivo que os outros (Capítulo 2 - figura 2c).  Provavelmente, 

em ambas linhagens, as células que sobreviveram ou não ficaram senescentes após 4 

dias de tratamento conseguiram formar colônias (Capítulo 2 - figura 2c).  As diferentes 

respostas de cada linhagem frente ao mesmo tratamento podem ser explicadas por suas 

características específicas. Por exemplo, a linhagem U87-MG possui a proteína PTEN 

deletada e TP53 funcional; já a linhagem C6 possui ambas as proteínas funcionais [270, 

271]. A heterogeneidade dos tumores é um dos principais desafios para quem os estuda 

e busca um tratamento para os pacientes acometidos dessa doença.  

Posteriormente, foram estudadas as vias de sinalização que podem afetar a 

proliferação celular em glioblastomas. A via da PI3K/AKT está superativada em uma 

grande proporção dos GBM, induzindo crescimento e sobrevivência celular [272]. Os 

resultados obtidos mostraram que as drogas combinadas não inibiram a fosforilação de 

AKT em C6 após 24 e 72 horas de tratamento. Porém, o tratamento combinado e o 

butirato de sódio em U87-MG induziram a diminuição da forma fosforilada de AKT 

após 24 horas de tratamento (Capítulo 2 - figura 3 a). O papel da AKT na indução de 

senescência celular ainda permanece controverso. Nogueria e colaboradores (2009) 

demonstraram que a ativação da AKT induziu senescência prematura em cultura de 

fibroblastos de embrião de camundongo, e esta indução foi mediada pelo aumento de 

ERO induzido por AKT [273]. Porém, outro trabalho mostrou que ao restaurar o gene 

RASSF1A em células tumorais, houve um aumento da indução da senescência após 

ativação da via RAS-MEK-ERK e da inativação da via da AKT [274]. Novamente, 

diferentes respostas podem ser obtidas ao estimular a mesma via, dependendo do tipo 

celular, e muito provavelmente da intensidade do estímulo e tantos outros parâmetros 

que fazem a biologia celular tão diversa.  

Para confirmar se os polifenois e o butirato de sódio em forma individual ou 

combinada afetam ou não a expressão ou atividade de proteínas envolvidas na 

proliferação celular, proteínas associadas ao avanço ou inibição do ciclo celular foram 

estudadas. Como foi descrito na seção 1.1.1, a proteína RB regula o ciclo celular e na 

sua forma ativa, é capaz de paralisar a célula na fase G0/G1 do ciclo celular, 

bloqueando o avanço para a fase S. Como mutações no gene RB1 apresentam a mesma 
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consequência funcional que a amplificação CDK4/CDK6 ou mutação de p16 e p15, 

estes eventos costumam ocorrer isoladamente, em grande proporção, em quase todos 

glioblastomas [275, 276]. O loci de p16 está deletado nos genomas das linhagens U87-

MG e C6 [277, 278]. No entanto, p21 e p27 mostram-se funcionais tendo participação 

ativa na regulação do ciclo celular nestas linhagens [279, 280].  

Baseado nestas informações, os níveis de fosforilação da proteína RB e os níveis 

das proteínas p21, p27 e ciclina D1 foram analisados. De maneira similar, para obter um 

perfil completo da expressão destas proteínas, os lisados foram analisados entre o 

primeiro e terceiro dia após tratamento. Portanto, após 24 h de tratamento com a 

combinação na linhagem C6, apenas a redução da fosforilação no resíduo de serina 795 

de pRB foi detectada, sem alteração significativa nos níveis das outras proteínas, como 

mostrado na figura 3 (Capítulo 2). No entanto, p21 é aumentada e reduções nos níveis 

de fosforilação das serinas de 807/811 foram detectadas após 72 h na presença dos 

tratamentos combinados, na mesma linhagem (Capítulo 2 - figura 3a). Do mesmo modo, 

as células U87-MG foram tratadas durante 24 h e os níveis de proteína foram 

analisados. Curiosamente, o butirato de sódio induziu efeitos agudos sobre a expressão 

global ou modificações nas proteínas associadas ao avanço do ciclo celular, mas apenas 

p21 estava significativamente aumentada quando esta linhagem foi submetida ao 

tratamento combinado de quercetina com butirato de sódio (Capítulo 2 - figura 3 a). 

Assim, confirmado o aumento dos níveis de p21 em ambas as linhagens, a distribuição 

no ciclo celular após tratamento foi analisada. 

Como já foi discutido, se o processo de senescência acontece, uma parada 

irreversível no ciclo celular pode ser detectada. Portanto esta poderia estar presente em 

ambas as linhagens após o tratamento. A falta de alteração nos níveis de ciclina D1 

sugere que esta parada poderia acontecer nas fases S ou G2/M nas linhagens (Capítulo 2 

-  figura 3 a). A distribuição do ciclo confirma isto, uma vez que quercetina combinada 

com butirato de sódio induz uma parada em G2/M na linhagem U87-MG (Capítulo 2 - 

figura 3 b). No entanto, o ciclo não parece ser afetado na lihagem C6 (Capítulo 2 - 

figura 3 b).  

Alguns HDACi, incluindo o butirato de sódio, podem inibir a montagem do fuso 

através de alterações na função de proteínas BubRi, hBub1, Mad2, CENP-F e CENP-E, 

encarregadas de regular a associação e separação dos cromossomos ao fuso. Porém, este 

desbalanço não é suficiente para induzir parada na fase M [180, 281, 282]. Além disso, 

cinases mitóticas tais como Aurora B, também são afetadas através de alterações na 
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fosforilação da histona 3  como consequência da inibição da acetilação das histonas 

[180, 283]. O mecanismo para uma mitose mediado por Aurora B correta é representado 

na figura 18. Assim, o resultado do tratamento com  HDACi é uma mitose aberrante 

devido a rupturas cromossômicas [180]. Isto poderia explicar o aumento de conteúdo de 

DNA nas células C6 tratadas com butirato de sódio, nas quais um processo de seleção 

celular pode ter ocorrido e um determinado grupo de células após 4 dias de tratamentos 

continuaram ciclando (Capítulo 2 - figura 3 b). Porém, este processo não parece ter 

acontecido nas células da linhagem U87-MG, nas quais não se observou aumento do 

conteúdo de DNA (Capítulo 2 - figura 3 b). Isto pode ter ocorrido devido às diferentes 

características genéticas de cada linhagem. No entanto, esta seja uma possível hipótese 

que explique, não foram realizados trabalhos utilizando butirato de sódioa longo prazo  

 e por tanto não foi descrito como as células C6 metabolizam este ácido graxo. Assim 

antes de verificar a hipótese da indução de poliploidia é preciso realizar testes da 

autofluorescência de butirato de sódio, após tratamentos crônicos nesta linhagem. 
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Figura 18. A cascata de regulação de HDAC3-AKAP95/HA95-Aurora B na mitose. Nas células em 

interfase, AKAP95/HA95 liga-se à matriz nuclear [283, 284]. Proteínas HP1 são recrutadas para 

a heterocromatina para interagir com H3K9 metiladas. Quando as células entram em mitose, 

AKAP95/HA95 recruta HDAC3 juntamente com Aurora B. HDAC3 media a desacetilação de 

histona e aumenta a atividade quinase de Aurora B na H3S10. Este passo é bloqueado por 

HDACi. Aurora B catalisa a fosforilação de H3S10 e dissocia HP1 de cromossomos mitóticos 

através do "meth-phos switch" [283, 285, 286]. Esta via é necessária para a progressão normal 

através de mitose. 

 

No entanto, células da linhagem C6 tratadas com quercetina também 

apresentaram aumento do conteúdo de DNA (Capítulo 2 - figuras 3 b). Uma 

possibilidade baseia-se nas propiedades da molécula de quercetina, a qual interage 

diretamente com o DNA, ligando-se a ele como um possível agente intercalante [287-

289]. Assim, a quercetina poderia se colocar entre as bases do DNA, levando a uma 

mudança na conformação desta molécula e podendo gerar rupturas cromossômicas. Isto 

poderia ocasionar um processo de seleção celular permitindo que algumas células 

ciclem, ainda que possuindo um número anormal de cromossomos. A morfologia 
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nuclear de ambas as linhagens celulares foi analisada com o intuito de obter uma 

inferência quantidicavél destas possivéis instabilidades genéticas após os tratamentos 

(Capítulo 2 - figura 4). O tratamento com quercetina nas linhagens C6 e U87-MG não 

resultou em aumento no número de núcleos irregulares (capitulo 2 - figuras 4).  

Quando a quercetina foi combinada com butirato de sódio em ambas as 

linhagens celulares observou-se o aumento de núcleos grandes e regulares 

característicos de células senescentes, apenas em células da linhagem U87-MG 

(Capítulo 2 - figura 4). Se o efeito pró-senescência da quercetina for somente através da 

inibição da HDAC, um HDACi não teria efeito aditivo em presença de quercetina. Este 

último dado confirma o aumento da senescência celular mostrado na figura 2 (Capítulo 

2 - figura 2) pelo tratamento combinado com quercetina e butirato de sódio, sugirindo 

que outros mecanismos além da inibição de HDAC podem estar envolvidos.     

O presente trabalho demonstrou que o tratamento combinado pode diminuir a 

proliferação celular de ambas as linhagens, aumentar o número de células marcadas 

positivamente para β-galactosidade e aumentar os níveis de p21. No entanto, a 

morfologia nuclear é afetada de maneira diferente em ambas as linhagens. Este 

tratamento também induz alteração no ciclo celular de U87-MG, mas não de C6. No 

entanto, a capacidade proliferativa é fortemente afetada (como sugerido pelo ensaio 

clonogenico) o que confirma que a senescência celular é o principal mecanismo 

induzido pela combinação destas drogas. 

A combinação de resveratrol e HDACi confirmou nossa hipótese em quanto à 

possível indução de senescência pela inibição de desacetilases. No entanto, quercetina 

combinada com butirato de sódio mostrou que este polifenol pode induzir aumento da 

senescência de maneira independente da ativação de SIRT1 pelo resveratrol. O próximo 

passo é determinar um mecanismo alternativo pelo qual a senescência pode ser induzida 

pela combinação dos polifenóis estudados com butirato de sódio. 

Diversos estímulos podem conduzir à senescência e dentre eles, a indução de 

dano ao DNA [36], que pode ser inferida pelo aumento de γH2AX , um indicador de 

dano na dupla fita do DNA (DBS) [36]. As combinações das drogas não levaram ao 

aumento dos níveis de γH2AX em C6 e U87-MG após 72 ou 24 horas de tratamento, 

respectivamente (Capítulo 2 - figura 5 a). Isto pode dever-se à ativação precoce dos 

sinais de dano [290]. 

Outro estímulo indutor de senescência é o aumento de ERO [291], que pode 

induzir senescência diretamente, ou por danos oxidativos nas bases do DNA [292]. 
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Estes danos podem ocorrer devido à oxidação direta dos ácidos nucleicos ou, muitas 

vezes, podem levar à formação de quebras em uma das cadeias do DNA ou quebras 

simples em posições aproximadamente simétricas nas duas cadeias do DNA [292]. 

Além disso, foi observado um aumento dos níves de p21, que está associado à produção 

de ERO [293]. De maneira similar, o butirato de sódio aumenta os níveis de ERO em 

várias linhagens tumorais, dependente ou independentemente do aumento dos níveis de 

p21 [294]. Embora predominem na literatura relatos de que os polifenois utilizados 

neste trabalho têm uma forte ação antioxidante [295], foi investigado se eles estariam 

levando a um aumento na produção de ERO (Capítulo 2 - figura 5 c).  Esta 

possibilidade foi confirmada.  A quercetina combinada com butirato de sódio induz 

aumento de ERO nas duas linhagens testadas. No entanto, o resveratrol e o butirato de 

sódio não aumentaram a produção de ERO quando combinados, o que sugere que esta 

combinação pode induzir senescência possivelmente pela inibição indireta de SIRT1, 

por butirato de sódio. No nosso conhecimento, este foi o primeiro estudo a demonstrar o 

efeito pró-senescência do resveratrol ou quercetina em combinação com butirato de 

sódio em GBM.  

Os avanços sobre a compreensão da biologia celular e molecular dos GBM têm definido 

alvos candidatos críticos para iniciação, progressão e manuntenção destes tumores 

[296], sendo a telomerase (TERT), um deles. Nas células somáticas, o conceito de 

mortalidade está relacionado à erosão das regiões teloméricas. O encurtamento destas 

regiões atua como regulador da proliferação celular, limitando assim o número de 

divisões celulares, proposto como limite de Hayflick (descrito no Capítulo 1). No 

entanto, células neoplásicas perdem este limite. Cerca 80 % destas conseguem manter o 

comprimento das regiões telomericas pela ação da TERT, um mecanismo 

compensatório para evitar RS nestas células [297]. 

Como foi descrito na seção 1.1.2.3, existe outra forma de senescência que pode 

ser induzida prematuramente antes de encurtamento dos telômeros. Oncogenes 

desregulados, por exemplo, levam as células a sofrer OIS, após um breve período de 

hiperproliferação [298]. Sinais oncogênicos causam níveis elevados de estresse na 

replicação do DNA, o que leva à formação de DBS e ativação de persistente de DDR 

[73, 298] Por varias décadas foi sugerido que OIS não afetavam as regiões dos 

telômeros [299] e por este motivo, RS e OIS são clasificados como processos biológicos 

diferentes, nos quais RS é um mecanismo dependente dos telômeros e OIS é 

independente do encurtamento destes.  



 188 

No entanto, um estudo recente mostrou que a sinalização por oncogenes afeta a 

estrutura dos telômeros dramaticamente, causando estresse na replicação das regiões 

teloméricas de forma rápida e estocástica, e consequentemente causando disfunção dos 

telômeros em células que não possuem TERT. Além disso, a expressão da hTERT 

também contribui para a diminuir a DDR  nas regiões teloméricas, evitando que a 

senescência aconteça como observado em cânceres malignos na presença de estresse 

oncogênico [300]. Assim, a expressão TERT pode ser um evento necessário para 

ultrapassar as duas formas de senescência. Essas evidências sugerem que a associação 

entre RS, OIS e TERT pode ser possível, mas de acordo a literatura, pode ser complexa 

envolvendo multiplas vias de sinalização (como revisado no capitulo 1).  

No terceiro capítulo desta tese, foi realizada uma análise topológica e integrativa 

da TERT em redes e interação de proteinas que contém os principais nós que podem 

levar à ativação de vias que induzem ambas as formas de senescência (RS e OIS), sendo 

que estas vias desreguladas favorecem a iniciação e progressão de câncer (references). 

Para atingir este objetivo foram desenvolvidas diferentes estratégias in silico como 

apresentada na figura 1 (capítulo 3). Inicialmente foi realizada uma mineração de dados 

considerando proteínas envolvidas na indução de RS e OIS, o que poderia permitir a 

integração de TERT dentro destas vias. Assim, foi utilizada biologia de sistemas para 

entender o envolvimento de TERT com estas formas de senescência 

Para a geração de redes de interações proteína-proteína (PPI) foi utilizado o 

banco de interação STRING 9.0. Este banco considera as interações entre proteínas 

tanto de células normais como cancerígenas, o que é uma vantagem, já que é possível 

obter em uma rede todas as interações possíveis entre duas proteínas nessas duas 

circunstâncias. A estratégia para utilizar este banco e obter redes pequenas, mas com 

informação suficiente para realizar análises topologicas posteriores, basou-se em gerar 

redes de interação entre protéinas considerando os dados obtidos na tabela suplementar 

1 (capítulo 3) e na presença ou ausência da proteina TERT. Assim, obtiveram-se redes 

de interação PPI chamadas de TERT e não-TERT (Capítulo 3 – Figura 2 a e 2 b, 

respectivamente). A rede de interação PPI TERT que contém 57 nós e 137 

conectores, inclundo a proteína TERT (Capítulo 3- Figura 2 a). Por outro lado, 

considerando oncogenes e proteínas com atividade de OIS (mas sem considerar a 

presenca da TERT) foi obtida a rede de interação PPI não-TERT. Esta rede contém 

236 nós e 1424 conectores (Capítulo 3- Figura 2 a). Na rede de interação PPI não-

TERT além de oncogenes com atividade de OIS como RAS e BRAF [301, 302], outras 
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proteínas que atuam como oncogenes, tais como ABL1 [303], AKT1, 2 e 3 [304], 

STAT [305], MYC [306] e E2F1 a 4 [307] foram incluidas,.  É importante notar que ao 

utilizar o banco de interação STRING 9.0 para prospectar estas redes e redes posteriores 

se utilizou um escore de interação ≥ 0,07 (excluindo a possibilidade interação entre 

protéinas pelo acaso na literatura científica, sem comprovação experimental). Isto evita 

a obtenção de redes com falsas interações que possam influenciar as análises 

topológicas subsequentes.  

  A análise topológica de uma rede de interação de protéinas implica estudar uma 

série de propiedades incluídas na teoria dos grafos, como modularidade, centralidade e 

ontogenia (descrito na seção 1.3.1). Com o objetivo de estudar a posição topológica de 

TERT dentro das redes de interação PPI TERT e não-TERT, foi preciso gerar uma 

terceira rede a partir destas, chamada rede de interação UNION. Esta última rede, 

ficou constituida por 280 nós e 1709 conectores incluindo a proteína telomerase 

(Capítulo 3 - figuras 2 c). Para determinar a relação de entre OIS e TERT dentro da 

rede de interação UNION, foi realizada análise de modularidade com dois softwares 

diferentes (CLUSTER-ONE e MCODE) como mostrado na figura suplementar 1 a e 1 b 

(Capítulo 3). Três sub-redes (módulos) foram obtidas e identificadas por análise de 

ontologia gênica (GO): (i) proteínas associadas à transdução de sinais intracelulares, (ii) 

proteínas envolvidas no ciclo celular e (iii) proteínas envolvidas na reparação do DNA. 

Surpreendentemente, TERT foi encontrada como uma proteína não-agrupada, ou seja, 

sem módulo, o que indica que não faz parte de um grupo de proteínas altamente 

associadas com uma função definida. Assim, pode-se sugerir que TERT é uma proteína 

com uma função independente nesta rede topológica. 

Uma estratégia diferente foi realizada com base em conectividade direta entre 

TERT e oncogenes. Assim, quatro oncogenes (MYC, E2F1, AKT1 e ABL1) mostraram 

ligação direta com TERT (Capítulo 3 - figura 3). Curiosamente, todos estes oncogenes 

têm capacidade de induzir OIS [273, 303, 308, 309]. Para determinar qual é a função 

biológica mais relevante entre TERT e cada um destes oncogenes, optou-se por gerar 

redes de interação para cada um deles incluido TERT na rede. Assim, para conseguir a 

máxima saturação (todas as proteínas associadas a uma proteína, nas quais cada 

conexão está experimentalmente comprovada) do oncogene foi utilizada a base de PPI, 

BIOGRID (Capítulo 3 - figura suplementar 2).  Três processsos comuns e com 

significância biológica elevada foram encontrados ao analisar as redes de interação de 

proteínas para cada um dos oncogenes (capitulo 3- Tabela 1): (i) proteínas envolvidas 
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em processos metabólicos (ii) proteínas envolvidas no metabolismo de nucleosídeos, 

nucleotídeos e replicação do DNA e (iii) protéinas envolvidas em processos de 

biossíntese. 

Desta forma, MYC, E2F1 e RAS ativam DDR, a qual por sua vez ativa a p53 e 

induz a senescência como mostrado em diferentes modelos tumorais [73, 298, 310, 

311]. Assim, o estresse na replicação do DNA parece ser o fenômeno em comun 

produzido por estes oncogenes. No estresse replicativo acontecem alterações nos níveis 

dos precursores de dNTP requeridos para a síntese de DNA, o que ocasiona uma 

diminuição na frequência de iniciação da replicação de DNA, como revisado por 

Burhans e Weinberger (2007) [312]. Estas evidências poderiam explicar a associação 

entre o metabolismo de dNTP e estes oncogenes. No entanto, outro oncogene AKT1 

associado a TERT pode induzir OIS por dois mecanismos dependentes e independentes 

de DDR. Assim, AKT1 pode promover uma rápida parada na proliferação em células na 

ausência de uma fase de hiperproliferação (dano de DNA), principalmente pela ativação 

de mTORC1 em células com PTEN-deletadas [74]. Outro mecanismo que ativa DDR 

pela ativação AKT1 induz OIS em fibroblastos (MEF) p53 proficientes [273].  De 

maneira similar, ABL-1 induz senescência em células independente de DDR [303]. Isto 

sugere que a ativação de DDR, não necessariamente é a única via de sinalização a 

considerar para mostrar a associação metabólica entre estes oncogenes e o DNA. Assim 

foi demonstrado que todos estes oncogenes (MYC, E2F1, AKT1 e ABL-1) podem 

aumentar a produção de ERO e induzir instabilidade no genoma das células [273, 313-

315], respectivamente. Neste contexto, se pergunta qual a relação metabólica entre OIS, 

RS e TERT. Nos últimos cinco anos, foram descritas propriedades diferentes da clássica 

extensão dos telômeros por TERT, como a regulação da homeostase mitocondrial 

mediada por esta mesma enzima. A subunidade hTERT afeta a homeoestase 

mitocondrial. Foi demonstrado que ela é transportada para a matriz mitocondrial, 

ligando-se ao DNA mitocondrial, aumentando a eficiência respiratória [63] e reduzindo 

o nível de ERO intracelular [316]. 

Considerando estas informações e a importância biológica de TERT (descrita na 

seção e no capitulo 1 desta tese),  foi desenvolvida uma análise de centralidade de redes 

baseada em dois príncipios, grau e intermedialidade utilizando os softwares 

CENTISCAPE e CYTO-HUBBA (capitulo 3 – figura 4 e. tabela suplementar 2). 

Curiosamente, TERT está posicionada abaixo da linha média que separa Hub-

Bottleneck (HB) de Hub non-Bottleneck (H-NB), na rede de interação PPI UNION 
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(capitulo 3- figuras 4 e). Para confirmar se TERT é H-NB, foi utilizado o software 

CYTO-HUBBA, o qual mostrou que TERT não é encontrada entre as 30 principais 

proteínas gargalos (capitulo 3- figuras 4 d). O fato de que o nó TERT seja H-NB indica 

que esta proteína liga-se a poucos complexos protéicos (pouca popularidade), mas 

possui alta intermedialidade. Estes dados sugerem que TERT pode estar regulada por 

um pequeno número de proteínas-chaves. 

Como foi descrito anteriormente, a adição de repetições teloméricas ou a 

exportação da subunidade catalítca hTERT para regular a funcionalidade da mitocôndria 

sugere  um equilíbrio entre a transcrição, tradução e atividade pós-traducional de TERT 

de maneira dinâmica. Assim, todos os nós, incluindo oncogenes, foram curados pela 

literatura em função de seu envolvimento na regulação de TERT e sua associação com 

ERO, considerando o metabolismo de células tumorais, como mostrado na figura 5 e na 

tabela 2 (Capítulo 3). A análise mostrou que a maioria das proteínas regula a 

subunidade catalítica hTERT. De todos os nós analisados, HDAC1 e MYC parecem 

cumprir um papel central na regulação de TERT [317-319]. Curiosamente, HDAC1 

pode ser modulada por ERO, levando a alterações na expressão do gene hTERT [320]. 

A produção de ERO pode afetar a regulação dos fatores de transcrição por modificação 

direta de resíduos de aminoácidos [320]. Por exemplo, uma modificação covalente dos 

grupos tiol na HDAC1 (Cys261 e Cys273) altera o padrão de acetilação de histonas H3 

e H4 em diferentes linhas de células tumorais transformadas [320].  

Por outro lado, estudos em células de melanoma demonstraram que a indução da 

expressão de MYC poderia controlar a expressão da (glutationa reduzida) GSH 

sintetase. Da mesma maneira, apoptose pode ser induzida por downregulation de MYC, 

o que induz a redução da atividade de GSH  [321]. Estes dados sugerem que as células 

ativam MYC para sobreviver ao estresse oxidativo mediado por ERO. Além disso, ERO 

parecem não afectar a estrutura e função de MYC [321, 322].  AKT, ABL-1 e E2F1, 

como já discutido, induzem ERO, mas ativam a transcrição de hTERT (capitulo 3 – 

tabela 2). Além disto, foi descrito que durante a transformação maligna, os sinais 

oncogênicos podem induzir a produção de ERO para estimular a proliferação celular 

através de mecanismos redox-sensíveis  [323]. Porém, mecanismos antioxidantes 

podem ser ativados para minimizar os danos oxidativos [324].  

Assim como outros tipos tumorais, os GBM possuem elevada produção de ERO 

intracelular pela presença de mitocôndrias defeituosas (references). Para entender o 

papel de TERT na regulação da produção de ERO por oncogenes e sua associação com 
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OIS e RS, é necessária a complementação com dados de microarranjos de tumores de 

pacientes, o que permite mostrar a peculiaridade de cada tumor e sugerir uma hipótese, 

comum para estes. Além disso, Hernandez e colaboradores (2007) [325] sugeriram que 

para uma transformação de células normais para cancerosas, mudanças dinâmicas na 

sinalização, modifcações nas alças de regulação, alterações na modularidade além de 

mutações em proteínas individuais são requeridas (descrito na seção 1.3.2). Neste 

mesmo estudo, foi realizada uma análise integrativa de genes diferencialmente 

expressos em câncer a partir de microarranjos de câncer de próstata, pulmão e cólon. 

Independentemente do tipo de tumor, genes do cancer downregulated têm propriedades 

comuns: podem codificar proteínas que interagem mais, com elevada intermediação, 

sugerindo que estes genes estão envolvidos em vários processos biológicos [325]. Os 

dados do presente estudo confirmam que TERT tem alto valor de intermedialidade 

(Capítulo 3 – figura 4 e tabela suplementar 2).  É possível que TERT possa ter sua 

expressão baixa durante o desenvolvimento tumoral? Sua associação com o 

metabolismo celular (regulação de ERO) poderia estar relacionada à sua transcrição? 

Assim, dados de microarranjos de GBM, câncer de ovário, câncer de mama e 

câncer colorretal comparados com tecidos sadios foram considerados (como detalhado 

na seção matériais e métodos do capítulo 3). Neste contexto, proteínas relacionadas à 

defesa do estresse oxidativo e sua expressão foram analisadas em forma conjunta com 

TERT (capitulo 3 - Tabela Suplementar 3). Foi identificado um subconjunto de genes 

superexpressos em tecidos cancerosos (Capítulo 3 - Tabela 3), o que confirma níves 

elevados de ERO intracelular. Interessantemente, a expressão gênica de TERT é 

semelhante em tumores e tecidos normais (Capítulo 3- Tabela 3). Este resultado pode 

ser explicado pela heterogeneidade de tumores sólidos humanos, onde algumas células 

expressam níveis elevados de TERT e outras não [326, 327] e também confirma o 

sugerido por Hernandez e colaboradores (2007) que sugerem que TERT pode estar 

envolvida em vários processos biológicos [325].  

A atividade TERT nos tipos de câncer estudados neste trabalho (Tabela 4) foi 

verificada na literatura. Novamente, foi observada uma alta variação de atividade TERT 

entre tumores, mas à medida que aumenta a malignidade, a mediana de amostras  

mostrando TERT ativa é maior quando comparado a lesões benignas ou tecidos 

normais. Estas observações confirman que a expressão e atividade de TERT variam 

entre diferentes tipos de tumores e, durante o desenvolvimento, dentro de cada tipo de 

tumores.  
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Fazendo a interpretação global destes dados (análises topológicas e dados de 

obtidos por microarranjos), é possível elaborar uma hipótese comum sobre o que 

acontece dento de célula à medida que ela evolui à malignidade. Assim, é conhecido a 

priori, que células pré-tumorais possuem um aumento da taxa de mutação. Uma 

selecção positiva de mutações confere uma vantagem no crescimento destas células 

[328]. Algumas destas mutações iniciais podem agir sobre proto-oncogenes ativando a 

barreira antitumoral primária em células nas quais TERT ainda não foi expressa [36, 

329]. A população celular residual pode ser resistente à OIS pela ativação de TERT, que 

ao mesmo tempo evita a erosão lenta dos telômeros, uma barreira antitumoral 

secundária [330]. 

Pelas análises do presente estudo, TERT mostrou não estar sendo parte de 

nenhum módulo dentro das redes de PPI TERT e non-TERT considerando as proteínas 

presentes nas redes. Além disso, ela atua como H-NB de acordo com a análise de 

centralidade, o que sugere que sua participação em várias funções biológicas. A 

expressão global de genes associados à regulação do estresse oxidativo foi utilizada para 

definir o novo modelo de função de TERT. Sugere-se que a expressão de hTERT 

acontece na forma de "bursts" sendo fundamental para a iniciação  de câncer por afetar 

a estabilidade genética e níves de ERO necessários para manter a homeostase 

metabólica e estabilidade dos telômeros. Neste sentido, sugere-se que existe um 

equilíbrio entre OIS, RS e defesas enzimáticas de estresse oxidativo, que conduzem a 

um aumento de sobrevivência de células tumorais (figura 6 - capitulo 3).  
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5. CONCLUSÕES 

 

5.1. Conclusão geral 

A senescência celular atua como mecanismo antitumoral em glioblastomas. In 

vitro, a utilização de resveratrol ou quercetina com butirato de sódio pode induzir 

senescência em duas linhagens celulares de espécies diferentes de glioblastoma. In 

silico, foi possível gerar a hipótese de que o escape da senescência depende do 

equilíbrio de mecanismos de resposta ao estresse oxidátivo, sendo a ativação da 

telomerase um deles e fundamental para manter a homeostase de células tumorais, 

incluindo os glioblastomas. 

 

5.2. Conclusões específicas  

 

 Os tratamentos agudos com resveratrol e quercetina combinados com butirato de 

sódio não reduziram a viabilidade de linhagens de glioblastoma. Porém, 

tratamentos crônicos com estes compostos combinados reduziram a viabilidade 
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após 10 dias. Isto sugere que o efeito mediado pela combinação de butirato de 

sódio e os polifenois ocorre em longo prazo, o que aumenta a possibilidade de 

ocorrência da senescência.; 

  O resveratrol, quercetina, butirato de sódio e suas combinações não causaram 

efeito tóxico nem afetaram a proliferação celular em cultura primária de 

astrócitos (capítulo 2).  

 

 Os tratamentos combinados induzem senescência após 4 dias de tratamento 

(capítulo 2). Isto pode confirmar a hipótese de que a utilização de um HDACi 

combinado com resveratrol pode induzir senescência celular. Porém, quercetina 

combinada a butirato de sódio também induz senescência, o que sugere a 

possibilidade de outros mecanismos estarem envolvidos, independentes da 

atividade de SIRT1. 

  Os tratamentos combinados afetam a capacidade de formação de colônias após 

4 dias de tratamento (capítulo 2). Estes dados confirmam o envolvimento da 

senescência celular como mecanismo antitumoral em ambos os tratamentos;  

 O co-tratamento crônico de resveratrol com butirato de sódio aumenta o nível de 

p21 na linhagem C6 após 72 h de tratamento. De maneira similar, a quercetina 

combinada com butirato de sódio aumenta o nível do mesmo supressor tumoral 

após 24 h de tratamento em U87-MG (capítulo 2). Isto confirma que p21 pode 

estar atuando como principal supressor tumoral para reter as células em alguma 

fase específica do ciclo celular;  

 A quercetina combinada com butirato de sódio induz alterações na distribuição 

do ciclo celular U87-MG, mas não C6. O co-tratamento de resveratrol e butirato 

de sódio não induz modificações nas fases do ciclo celular em ambas as 

linhagens. Isto sugere que a inibição de SIRT1 pelo resveratrol pode não 

produzir alteração no ciclo celular no tempo de análise (capítulo 2); 

 A quercetina combinada com butirato de sódio aumenta a produção de ERO em 

C6 e U87-MG após 48 h e 96 h de tratamento respectivamente (capítulo 2). Este 

dado apoia a possibilidade de que a inibição da ativação de SIRT1 pelo 

tratamento com resveratrol através da utilização de butirato de sódio seja o 

principal mecanismo de indução de senescência nestas linhagens. Sendo a 
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produção de ERO, um possível mecanismo de indução de senescência pelo 

tratamento de quercetina e butirato de sódio. 

 TERT não está integrada em nenhum módulo especifico na rede de interação 

PPI UNION (capítulo 3). O que pode sugerir uma atividade independente destas 

proteínas; 

 TERT é um H-NB, sugerindo que é uma proteína pouco popular, mas com 

elevada intermedialidade (capítulo 3). Este resultado sugere que TERT está 

regulada por um número baixo de proteínas, mas importantes do ponto de vista 

da fisiologia tumoral; 

 TERT é regulada transcricionalmente por proteínas sensoras de ERO (capítulo 

3); 

 TERT possui expressão e atividade variáveis nos tecidos tumorais (capítulo 3). 

  Pelas inferêrencias anteriores, pode-se hipotetizar que TERT pode atuar como 

um mecanismo compensatório para manter a homeostase tumoral (capítulo 3). 
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6. PERSPECTIVAS 

 

 Verificar a instabilidade genética induzida pelos tratamentos combinados de 

quercetina e butiraro de sódio através da contagem total de cromossomos em C6 

e U87-MG;  

 Verificar se o resveratrol ou quercetina combinados com butirato de sódio estão 

modulando o sistema de reparo. 

 Verificar parada no ciclo celular pelo tratamento combinado de resveratrol e 

butirato de sódio em tempos superiores aos avaliados na linhagem C6. 

 Avaliar a expressão gênica de SIRT1 após tratamento com resveratrol, 

quercetina, butirato de sódio e suas combinações. 

 Avaliar a atividade de SIRT1 após tratamento com resveratrol, quercetina, 

butirato de sódio e suas combinações. 

 Oferecer suficiente embasamento experimental in vitro para a elaboração de um 

modelo in vivo, para confirmar a possibilidade de utilizar resveratrol ou 

quercetina em combinação com HDACi como um possível tratamento para 

glioblastomas. 
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pLR: A lentiviral backbone series to stable transduction of bicistronic 
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Supplementary figure 

 

Supplementary Fig. 1. Kinetic analysis of pLR lentivector series. (A) Microphotographies of 

HEK-293T cell line transfected with pLR2 plasmid and pLR3 plasmid. Expression of 

fluorescent proteins was analyzed 24, 48 and 72 h after transfection. (B) Representation of pC-

DsRed2 plasmid map. (C) Microphotographies of HEK-293T cell transfected with pC-DsRed2 

after 24 h. (D) Flow cytometry showing the percentage of fluorescent cell (DsRed positive) 24 h 

after transfection with pC-DsRed2. Transfection experiments were realized in triplicate 

(mean ± SD) 
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Supplementary table 1 

Multicloning site structure. 

Enzyme Compatible ends Isoschizomers 

NheI 

(G/CTAGC) 

AvrII, SpeI, StyI (C/CTAGG), 

XbaI 

AsuNHI, BmtI, BspOI 

BmtI 

(GCTAG/C) 

BmtI AsuNHI, NheI 

NotI 

(GC/GGCCGC) 

PspOMI, EagI CciNI 

XhoI 

(C/TCGAG) 

PspXI, PaeR7I, Sfr274I, SlaI, StrI, TliI 

XmaI  

(C/CCGGG) 

AgeI, BsaWI, BspEI, BsrFI, 

NgoMIV, SgrAI, AvaI 

Cfr9I, SmaI, TspMI, XmaCI 

BamHI 

(G/GATCC) 

BclI, DpnII, BglII, BstYI  

SmaI 

(CCC/GGG) 

Any blunt Cfr9I, TspMI, XmaI, XmaCI 

PciI * 

(A/CATGT) 

BspHI, FatI, NcoI PscI 

Sites present in the multicloning site structure 5' to 3', are indicated in bold type. 

Compatible and recleaved site are shown on the right. (*)This site belongs to pLR1. 
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