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Resumo

O Carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco acomete mucosas do trato
aerodigestivo superior, incluindo cavidade oral, laringe e faringe e € caracterizado por elevada
agressividade e radioresisténcia, apresentando, muitas vezes, recidivas apds o tratamento. Em
trabalho anterior, foi demonstrado pelo nosso grupo que o tamponamento do Ca*" nuclear é
capaz de reduzir a taxa proliferagdo do carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo
(células A431), bem como a sobrevida apds a irradiagdo. Neste trabalho, investigamos quais
genes estariam envolvidos na radiosensibilizagio observada mediante tamponamento do Ca*"
nuclear, utilizando o protocolo RaSH (rapid subtraction hybridization), que permitiu a
identificacao de genes diferencialmente expressos nas células apenas irradiadas (RX) e nas
células irradiadas em que o Ca®" nuclear fora tamponado (RX/Ca®"r). Foram sequenciados 91
clones, dos quais 8 mostraram elevada similaridade (93-100%) com sequéncias conhecidas
depositadas no genebank (NCBI). Entre os clones selecionados, 3 foram escolhidos, sendo a
Calpaina e a NLK selecionadas como mais expressas na condi¢io RX/Ca’’t ¢ a Kinesina,
selecionada na condicdo RX. Estas proteinas sdo envolvidas em vias de sinalizacdo criticas ao
desenvolvimento tumoral, com base na analise por Blastn. Como a Kinesina foi identificada
como superexpressa na condi¢gdo RX, nds investigamos se seu silenciamento era capaz de
produzir efeitos similares aos induzidos pelo tamponamento do Ca®" nuclear. O silenciamento
da Kinesina com siRNA promoveu a redu¢do da formagdo de coldnias e da sobrevida, em
associacdo (90+£2%) ou nao (60+2%) com RX. Estes dados mostram que a Kinesina ¢ um
potencial alvo molecular a ser utilizado na radiosensibiliza¢do de carcinoma epidermoide de

cabega e pescogo.
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Abstract

Head and neck squamous cell carcinoma affects mucosal of the upper aerodigestive
tract, comprising oral cavity, pharynx and larynx and is characterized by aggressiveness and
radioresistance, showing high frequency of post-treatment recurrent tumors. Our group had
previously demonstrated that nuclear Ca®" buffering promote decreased head and neck
squamous cell carcinoma (A431 cells) proliferation rate and colony formation after
irradiation. Here, to investigate which genes are involved on radiosensitization observed upon
nuclear Ca®" buffering, we applied RaSH (rapid subtraction hybridization) protocol that
allows identification of genes differentially expressed on irradiated cells alone (RX) or
combined with nuclear Ca®" buffering (RX/Ca’"1). 91 clones were sequenced and 8 had
shown high similarity (93-100%) with known sequences deposited on genebank (NCBI).
Among the selected clones, 3 were choose, Calpain and NLK, that showed increased
expression on RX/Ca*'t and Kinesin, that showed increased expression on RX. These clones
are involved in tumor development-related signaling pathways according to BLASTn
analysis. Because Kinesin was overexpressed on RX, we investigated if its silencing was
capable to promote similar effect to nuclear Ca®>" buffering. Kinesin knockdown by siRNA
promoted decreased colony formation, and survival either alone (60+2%) or in association
(90+£2%) with RX. These data show that Kinesin is a potential molecular target to

radiosensitize head and neck squamous cell carcinoma.
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1 INTRODUCAO
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1.1 O carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco

Até meados do século XIX, acreditava-se que os tumores eram corpos estranhos que
se enraizavam nos tecidos e dominavam o paciente. Com o desenvolvimento da
Histopatologia, a observacdo de secdes de tecidos revelou que os tumores, assim como o0s
tecidos normais, eram constituidos de uma massa de células, as quais podiam ser rastreadas,
através de suas caracteristicas, até seu tecido de origem. Comparacgdes histopatologicas
mostraram os tecidos tumorais como menos organizados em relacdo aos tecidos normais,
trazendo a convicgdo, a partir do século XX, de que o cancer era formado por células que
haviam perdido a capacidade de se organizar e desempenhar suas fungdes corretamente'.

Hoje se sabe que a progressdao tumoral ¢, na maioria dos casos, um processo lento e
gradual, que envolve o acimulo de alteracdes genéticas e epigenéticas, influenciadas pela
predisposi¢do e por fatores ambientais. A combina¢do desses fatores culmina em alteragdes
fenotipicas que perturbam a sinalizacdo intracelular normal, podendo conferir vantagens
evolutivas as células. Nas primeiras etapas da progressao ocorre a formacao de tecidos
hiperplasicos e metaplésicos, nos quais as células, apesar de exibirem taxas de proliferacao
acima do normal, ainda retém a capacidade de se organizar em tecidos e mostram
caracteristicas histoldgicas compardveis as células normais. Posteriormente, ocorrem
alteragdes mais drasticas, de forma que a aparéncia citologica ao microscopio passa a diferir
das células normais, as chamadas displasias. Em um estdgio mais avancado, chamado
neoplésico, as células passam a ignorar os limites espaciais para sua proliferacdo, sendo
capazes de invadir tecidos vizinhos, ou distantes, no caso dos metastéaticos’.

Experimentos utilizando FACS (fluorescence-activated cell sorting) em diversos tipos
de tumores demonstraram que a populacdo de células neoplésicas ¢ heterogénea, exibindo
diferentes aparéncias fenotipicas, capacidades proliferativas e tumorigénicas®. De acordo com
essa premissa (ao contrario do Modelo Estocéstico, que considera que todas as células na
populagdo sao iguais, se diferenciando umas das outras na medida em que sdo acometidas por
mutagdes), a tumorigénese tem inicio quando uma minoria de células tronco cancerosas
(CSCs), dotadas de capacidade de auto-renovagdo e de elevada capacidade proliferativa, sdo
acometidas pelas referidas alteragdes genéticas. Ao se dividir, transmitem para as células-
filhas, as chamadas células progenitoras, as alteracdes adquiridas. As células progenitoras, por
sua vez, continuam a se dividir, dando inicio a ciclos de sucessdo clonal e selecdo de
caracteristicas vantajosas. Dessa forma, as anormalidades surgidas a cada ciclo de expansao

que, de alguma maneira conferem vantagens evolutivas (normalmente relacionadas a
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proliferagao, migragdo e sobrevivéncia) a célula portadora, acabam por se perpetuar na
populagdo. Além disso, ao longo dos ciclos de divisao, os genomas das células se tornam cada
vez mais instaveis, criando um contexto favoravel para o surgimento de novas anormalidades.
A perpetuacdo das caracteristicas adquiridas culmina na formagdo de uma populacio
heterogénea, geneticamente diversificada, em constante crescimento’. De fato, ha evidéncias
em diversos tipos de tumor, inclusive em carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescogo’, de que apenas uma minoria de células exibe capacidade tumorigénica, as quais
estariam diretamente relacionadas com a progressdo da doenga e resposta ao tratamento’.

Os tumores sao classificados de acordo com os tecidos e tipos celulares dos quais
derivam. Dessa forma, os sarcomas sdo derivados de células mesenquimais, como miécitos,
fibroblastos e adipdcitos; os gliomas e blastomas sdo derivados de células ectodermais; as
leucemias e os linfomas sdo derivados do tecido hematopoiético e, por fim, os carcinomas,
derivados do tecido epitelial, o qual tem origem nos trés folhetos embrionarios. A maioria dos
tumores ¢ derivada de epitélios e sdo classificados como adenocarcinomas, quando tém
origem em epitélios secretores e carcinomas de células escamosas, quando derivados de
epitélios de revestimento®. O Sistema de Classificagdo atual, pela American Joint Comitte on
Cancer assume que tumores com mesma histologia e local de origem tém modos semelhantes
de crescimento e extensdo e considera trés parametros para a classificacdo, sendo eles: T
(tumor primario), que avalia a extensdo da neoplasia no sitio primario € o envolvimento de
estruturas adjacentes; N, que considera metastases em linfonodos regionais e M, que avalia a
presenca de metastases a distdncia®.

O carcinoma de células escamosas de cabega ¢ pescogo (Head and neck squamous cell
carcinoma ou HNSCC) engloba tumores que acometem mucosas da cavidade oral, faringe e
laringe. A maioria, cerca de 90%, das neoplasias de cabeca e pescoco tem origem em células
escamosas, sendo também chamados de carcinomas espinocelulares ou epidermoides'’. Estas
neoplasias apresentam comportamento bastante agressivo, apresentando metastatizagao
cervical precoce e, com frequéncia, contralateral, ja que, sobretudo em orofaringe, os
linfocitos cruzam a linha média’.

Os principais sintomas dos canceres de cabega e pescoco sdo inchaco ou ferimento que
nao desaparecem, inflamacao persistente na garganta, podendo se apresentar como lesdes
endofiticas ou exofiticas, ou até mesmo, em estadgio inicial, se apresentar como lesdo
leucoplasica, eritoplasica ou eritroleucoplésica. Além disso, podem aparecer dificuldades para

deglutir e rouquiddo ou alteracdo da voz. Esses sintomas podem também ser causados por
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outras condigdes patoldogicas menos severas, o que contribui para seu mascaramento €
diagnostico tardio. Normalmente, o diagnéstico ¢ feito com base no historico do paciente,
exame clinico, exame de cortes histologicos por microscopia e diagndstico por imagem, como
tomografia computadorizada, tomografia de emissdo de positrons e ressonincia magnética®.

O tratamento do cancer de cabega e pescoco envolve a cirurgia, a radioterapia e a
quimioterapia, aplicados individualmente ou conjugados. A escolha do tratamento busca a
erradicacdo do tumor com mdxima preservacdo do oOrgdo acometido, considerando as
multiplas varidveis com relevancia prognostica, tais como a exata localizagdo do tumor, seu
estagio de desenvolvimento (cuja classificagdo segue o sistema de estadiamento clinico de
tumores), a idade e o estado geral de satide individual. Para isso, ¢ indispensavel a utiliza¢ao
de técnicas sofisticadas de andlise multivariada para permitir estimativas de efeitos
prognésticos independentes’.

As taxas de controle local e de sobrevida aumentaram nos ultimos 30 anos, devido a
avangos de tratamentos loco-regionais. No entanto, mesmo quando se trata de tumores
clinicamente precoces tratados adequadamente, e quando sdo aplicadas abordagens cirirgicas
e ndo cirurgicas em conjugacdo, aproximadamente 50% dos pacientes sdo acometidos por
recidiva local, regional ou em sitios distantes, além de exibirem a taxa de mortalidade elevada
em cinco anos’'’,

A radioterapia ¢ uma modalidade padrdo de tratamento do carcinoma de cabeca e
pescogo. No entanto, os tumores recorrentes, frequentemente se mostram radioresistentes, o
que se deve, pelo menos em parte, a mecanismos compensatorios, promotores de proliferagao
e repopulacdo do tumor, induzidos pela radiagdo''"'>. Apesar de pouco se saber acerca dos
mecanismos que levam a radioresisténcia, sabe-se que constitui uma das maiores barreiras ao

sucesso do tratamento.

1.2 A radioterapia
A radioterapia ¢ um método capaz de destruir células tumorais, empregando feixes de
radiagdes ionizantes, que podem ser eletromagnéticas ou corpusculares. Uma dose pré-
calculada de radiacdo ¢ aplicada, em um determinado tempo, a um volume de tecido que
engloba o tumor, buscando erradicar todas as c€lulas tumorais, com o menor dano possivel as
, . . N . , ~ 116
células normais circunvizinhas, a custa das quais se fard a regeneracdo da area irradiada’.
Sdo varias as fontes de energia utilizadas na radioterapia. H4 aparelhos que geram

radiacdo a partir da energia elétrica, liberando raios X e elétrons, ou a partir de fontes de
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1s6topo radioativo, como, por exemplo, fontes de cobalto, as quais geram, habitualmente,
raios gama. Esses aparelhos sdo usados como fontes externas, mantendo distancias da pele
que variam de 1 centimetro a 1 metro (teleterapia). Estas técnicas constituem a radioterapia
clinica e se prestam para tratamento de lesdes superficiais, semiprofundas ou profundas,
dependendo da qualidade da radiacdo gerada pelo equipamento. Os isotopos radioativos
(cobalto, césio, iridio etc.) sdao utilizados sob a forma de tubos, agulhas, fios, sementes ou
placas e geram radiacdes de diferentes energias, dependendo do elemento radioativo
empregado. Sao aplicados, na maior parte das vezes, de forma intersticial ou intracavitaria,
constituindo a radioterapia cirtrgica, também conhecida por braquiterapia °.

O uso da radiacdo ionizante no tratamento do cancer se baseia na transferéncia de
energia para o material biologico, desencadeando a producdo de radicais livres,
principalmente os derivados da ioniza¢ao das moléculas de d4gua (OH' e H'). Os radicais livres
tém como caracteristicas elétrons ndo pareados sendo, por isso, altamente reativos e de vida
curta. Participam de reacdes de subtracdo de H e formacdo de ligacdes carbono-carbono
insaturadas, bem como na transformacao de moléculas alvo em novos radicais livres
intermediarios de vida curta que se tornam, dessa forma, danificados. E importante ressaltar
que neste processo, a interagdo com o oxigénio € capaz de perpetuar as alteragdes, fixando os
danos causados pela radiacio .

A radiagdo ionizante pode produzir mudancas estruturais em vdrias classes de
macromoléculas encontradas nas células. Sua interacdo com lipideos envolve a formacao de
moléculas de acidos graxos insaturados; com proteinas, leva a perda de grupos de cadeias
laterais ¢ alteragcOes nas estruturas secundaria e tercidria e, no caso dos acidos nucléicos, a
interagdo com a radia¢do pode causar danos ou perdas de bases e quebra em um ou ambos o0s
filamentos da dupla hélice. A morte induzida por radiacdo ocorre quando sdo inativadas vias
vitais para a manutengdo da célula ou quando os danos se tornam tdo graves, que a mesma
perde a sua capacidade reprodutiva. A resposta dos tecidos as radia¢des depende de diversos
fatores, tais como a sensibilidade do tumor a radiagdo, sua localizacdo e oxigenagdo, assim
como a qualidade e a quantidade da radiacdo e o tempo total em que ela é administrada °.

A radiosensibilidade do tumor depende largamente da sobrevida das células tumorais
clonogénicas e ¢ influenciada por fatores biologicos, quimicos e fisicos como a presenga de
oxigénio, importante na perpetuacdo dos danos, a principio reversiveis, causados nas

macromoléculas pela radiacdo, o tamanho do tumor, a capacidade das células de reparar os
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danos letais ou subletais e a repopulagdo ou capacidade proliferativa das células que
sobrevivem as doses de radiagio .

Todas as modalidades de tratamento do cancer de cabeca e pesco¢o podem causar
alteracdes na capacidade do paciente de deglutir, falar ¢ mastigar >. A radioterapia, em
particular, pode desencadear efeitos adversos classificados em imediatos ou tardios. Os
principais efeitos adversos imediatos causados pela radiagdo sdo eritema, irritacdo,
xerostomia, que pode ser bastante severa e perda de apetite, que pode levar a desnutrigdo. Ja
os efeitos tardios ocorrem quando sdo ultrapassadas as doses de tolerancia dos tecidos
normais, sendo os principais atrofia, fibrose e, mais raramente, alteragdes no nivel genético e
desenvolvimento de outros tumores malignos °.

Para que a tolerancia dos tecidos normais seja respeitada, de forma a reduzir os efeitos
adversos do tratamento e, a0 mesmo tempo, que seu efeito bioldgico atinja maior nimero de
células neoplésicas e, a dose total de radiacdo a ser administrada ¢ habitualmente fracionada
em doses didrias iguais, quando se usa a terapia externa. A dose de radiacdo varia de 50 Gy a
70 Gy, sendo, habitualmente, fracionada em doses diarias de aproximadamente 1.8 Gy a 2 Gy,

. . . . , 13
o que permite distribuir, num periodo de quatro a sete semanas, a dose total recomendada .

1.3 A sinalizac&o intracelular de Ca**

O Ca®" é um segundo mensageiro intracelular dindmico envolvido na regulagdo, em
diferentes tipos celulares, de uma ampla gama de eventos, como apoptose, secrecao,
exocitose, plasticidade sindptica, fertilizagdo, proliferacdo, diferenciacdo e transcri¢ao
génica'®. Os sinais intracelulares de Ca’” ocorrem em resposta a estimulos quimicos
(hormonios, fatores de crescimento e toxinas) e mecanicos, alteracdo das condigdes do
microambiente e despolarizagdo. Dependendo do tipo celular, os sinais podem ser transientes,
oscilatorios ou sustentados, além de poderem ocorrer globalmente ou em eventos subcelulares
localizados'.

Na producao dos diferentes tipos de sinais, a célula emprega diversos mensageiros e
mecanismos para mobilizar o Ca*". Sua concentragdo no meio intracelular é cerca de quatro
graus de magnitude menor do que no meio extracelular. Além disso, ja ¢ bem estabelecido
que o ion estd presente em elevadas concentragdes nos estoques intracelulares, como no
reticulo endoplasmatico'®, na mitocondria'’, nos lisossomos'® e no aparelho de Golgi . A

manuten¢do deste gradiente transmembrana ¢é crucial, uma vez que o aumento da
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concentracdo intracelular do Ca”" dispara uma série de eventos que culminam na regulacio de
processos chave para a célula .

Diversas doencas estdo relacionadas a desregulacio da homeostase de Ca*", como
hipertensdo, Doenca de Alzheimer, diabetes e cancer®®. A homeostase do Ca®" intracelular
consiste em uma fina regulacdo que envolve sua entrada a partir do espago extracelular e/ou a
liberacao de seus estoques intracelulares, bem como sua recaptacdo, exercida por bombas
especializadas, como a Ca®” ATPase e o trocador Na'/Ca*", que exportam o fon para o espago
extracelular, além da SERCA (sarco-endoplasmic reticulum ATPase), a qual promove sua
recaptagdo para o interior do reticulo endoplasmatico’”.

Como exposto, uma das maneiras através das quais ocorre o aumento do Ca’" no
citosol ¢ seu influxo através de canais idnicos localizados na membrana plasmadtica. Estes
canais sdo agrupados e nomeados de acordo com a natureza de seu mecanismo de ativagao,
como alteragdes do potencial de membrana (canais operados por voltagem), interacdo de
ligantes (canais operados por ligante) e deplecdo dos estoques intracelulares de Ca*™ (canais
operados por estoque). As caracteristicas dos sinais de Ca*" gerados pelos canais localizados
na membrana plasmatica dependem de suas propriedades biofisicas, niveis de expressdo e
localizacdo *°.

A grande maioria dos sinais de Ca’” ¢ gerada mediante sua liberacdo dos estoques
intracelulares. Os canais de liberagio de Ca’" localizados nos estoques intracelulares
normalmente sdo ativados mediante interacdo com ligantes, sendo os principais 0s receptores
de Rianodina (RyRs) e os receptores de Inositol 3,4,5 trifosfato (InsPsR). Estes canais sao
regulados por diversos fatores, sendo o mais importante deles o proprio Ca®’, capaz de
interagir tanto com sua porgdo citosélica quanto lumenal ">-'°.

Existem trés isoformas de receptores de RyRs: tipo I, tipo II e tipo III. Todas sdo
ativadas pelo Ca®" e promovem sua liberagdo do reticulo endoplasmatico para o citosol por
um processo conhecido por liberagdo de Ca’" induzida por Ca®>" (CIRC). Os RyRs tipos II e
[1I também sdo sensiveis & adenosina trifosfato ciclica (cADP-ribose)™’.

Os InsP;R pertencem a uma familia de canais de liberagio de Ca®" localizados
predominantemente no reticulo endoplasmatico de todos os tipos celulares. Eles liberam Ca®*"
em resposta ao inositol 1,4,5-trifosfato (InsPs;) produzido por diversos estimulos e podem
gerar sinais de Ca>" locais ou globais. Estes sinais regulam numerosos processos fisiologicos,

desde a transcricao de genes a secregdo, aprendizagem e memoria. O InsPs ¢ gerado a partir da

22



clivagem do fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP,), fosfolipideo presente na bicamada
lipidica, pela Fosfolipase C (PLC), que ¢ recrutada para a membrana mediante ativagao de
receptores nela inseridos, mais comumente, receptores acoplados a proteina G e receptores
tirosino-cinases. A clivagem do PIP; libera, além do InsPs, o diacilglicerol (DAG), o qual
pode vir a ativar a Proteina Cinase C (PKC). O InsP; liberado, por sua vez, difunde pelo
citosol e se liga em seus receptores tetraméricos presentes nas membranas dos estoques
intracelulares, induzindo mudangas conformacionais que possibilitam a formagdo de um
canal, por onde o Ca”*ser4 liberado .

Existem trés isoformas de InsPs;Rs: tipo I, II ou III. J& foi demonstrado que a
distribuicao espacial dos InsP3R e a presenca de diferentes isoformas resultam em diferengas
nos pardmetros da sinalizagio de Ca®". As isoformas de InP;Rs possuem uma consideravel
homologia na sequéncia génica (de aproximadamente 65%), mas cada uma ¢ expressa e
regulada de maneira distinta em cada tecido. As diferencas de especificidades de cada
isoforma, bem como a expressao e distribui¢do subcelular apresentadas por cada uma sugerem
que servem a diferentes papéis na sinalizagio de Ca®" '"?'*2. Além disso, as diferentes
isoformas apresentam diferentes niveis de afinidade pelo InsP3;, o que varia de acordo com o

19,21 / . . ~
>21 O InsP; é um requerimento absoluto para ativagdo do canal, mas sua

tipo celular
atividade ¢ modulada pelo proprio Ca’’, além de numerosas proteinas reguladoras como
IRBIT (proteinas de ligagdo ao InsP3R), ERp44, Homer, 4.IN e NCS-1 (sensor de calcio
neuronal 1) t€m sido demonstradas como capazes de interagir com diferentes isoformas do
receptor, modificando suas propriedades *'. A figura 1 ilustra como o InsP3 ¢ gerado e como

. , . ~ +.
se liga ao seu receptor endogeno para favorecer a liberaco de Ca’

23



Growth
Factor N Hormone

(88844

Receptor | G-protein .
Tyrosme Coupled
Kinase | Receptor S
X i Py =,
’ i '
. Endoplasmic "I Endoplasmic r-'
\ Reticulum " ean®98800, . Reticulum
Tpantiatesgenf® fRtssenonnenn’

‘\i'.' pigid segnst -.-.i'j:.“-."'l LLLLTT

Nucleus
Nucleus
P,
mammm eI / Nucleoplasmic |
e 5, i Reticulum \
Cell e 2 A :' 1 '
Proliferation E G@ ] !
Transcription
Factor
— !

Nuclear Envelope .

Figura 1. Mecanismo de sinalizagio de Ca®* via receptores de I1P;. Mediante ativagio de receptor
acoplado a proteina G ou receptor tirosino-cinase, ocorre hidrélise do fosfatidil inositol difosfato
(PIP,) pela fosfolipase C (PLC). Ha a formagdo de diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato
(InsP;R). O InsP; se liga ao seu receptor (InsP;R) no reticulo endoplasmatico, no nicleo ou no reticulo
nucleoplasmatico, modificando sua conformagio, o que permite a liberagio de Ca®*. Os sinais de Ca**
nuclear induzidos estdo relacionados a regulagio da transcrigdo génica e proliferagio celular **.

Apesar de ja estar bem estabelecida a participagdo do Ca®’ na regulacio de diversas
funcgdes celulares distintas, ainda ndo foram completamente elucidados os mecanismos
subjacentes a regulacdo especifica de uma ou outra resposta orquestrada pelo mesmo. A
interacdo entre os diferentes canais de liberagdo de Ca*" ¢ uma das maneiras através das quais
a especificidade pode ser alcancada, tanto em condigdes fisioldgicas como patologicas. A
amplitude e frequéncia dos sinais, bem como seu padrao temporal e espacial também estdo no
cerne da regulacdo especifica das funcdes supracitadas'***.

Os canais da membrana
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plasmatica e dos estoques possuem curto tempo de abertura, gerando sinais localizados,

promovendo o controle local de algumas fung¢des e participando da formacdao de sinais
. , . . ~ + . . . . . .

glObaISZS. Além disso, a interacao do Ca”* com outras vias permite, ainda, maior diversidade

na produgdo de respostas.

1.3.1 O Ca** nuclear

E bem estabelecido que os sinais de Ca*" no nucleo regulam diversas fungdes, no
entanto, os mecanismos através dos quais sua concentragdo aumenta especificamente no
nucleoplasma ndo foram completamente elucidados .

A principio, acreditava-se que o Ca’’ gerado no citosol apenas se difundisse
passivamente para o nucleo. De fato, como demonstrado por Lipp et al, 1997, através de
imagens de microscopia confocal, as ondas de Ca®" geradas no citosol, por estimulos de
horménios, alcangam o niicleo, tornando-o submerso no sinal. E fato que o Ca*" se difunde
mais lentamente no citosol do que no nucleoplasma. Dessa forma, a observagao de sinais
nucleares ndo necessariamente significa que a fonte ¢ o nucleo. Ja foi demonstrado que a
mobilizagdo de Ca®" dos estoques nas redondezas do niicleo causa elevagdes simultineas no
citosol e no nucleoplasma, ao passo que sinais gerados proximo a membrana, induzem
primordialmente sinais citosolicos e apenas um atrasado e discreto aumento no niicleo”.

Os avangos nas tecnologias de obtencdo de imagens possibilitaram monitorar as
alteragdes de Ca®" em diferentes compartimentos simultaneamente. Com isso, varios grupos,
muito numerosos para detalhar, demonstraram diferengas entre as concentragdes citosolica e
nuclear do ion em diversos tipos celulares como musculo liso, cardiomidcitos, células
hepaticas, entre outros *~%2,

Apesar de muitos estudos sugerirem que os sinais de Ca®" no nucleoplasma se
originam no citosol, outros demonstraram que o nucleo ¢ capaz de gerar sinais
independentemente. Leite et al (2003), estudando a regulacdo do Ca’" em diferentes
compartimentos subcelulares, verificaram que a presenca de InsP;Rs no envelope nuclear
promove aumento dos niveis de Ca’" no nucleo independente dos niveis de Ca*"
citoplasmatico®’. A liberacdo deste fon no nucleo estd ligada a existéncia de um
compartimento destinado a reservar célcio, localizado em seu interior. Este compartimento,
identificado por Echevaria et al (2003), tem estrutura membranosa e reticular e se estende do

reticulo endoplasmético e do envelope nuclear para o interior do nucleo, tendo sido

caracterizado em células epiteliais SKHep1 e denominado “reticulo nucleoplasmatico”. Além
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disso, outros estudos demonstraram a presenca de toda a maquinaria necessaria a geracao de
sinais de Ca”" no nucleo™.
A presencga de InsP;Rs funcionais no envelope nuclear, tanto na face voltada para o

34-9

citosol, quanto na face voltada paro o nucleo ja estd bem documentada™ . Ja foi demonstrado

40-2

que o envelope nuclear contém a fosfatidilinositol fosfato cinase (PIPK)™, que sintetiza

fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP;); a enzima fosfolipase C (PLC), que hidrolisa o PIP, para

34 ¢ também a SERCA, que recapta o Ca”" apos sua liberagio™. A presenca

formar o InsP;
de todos estes componentes presentes no nucleo da célula possibilita a formagdo de InsP;
dentro do nucleo, o que pode causar um aumento transiente de Ca>" independente dos niveis
citoplasmaticos de InsP; 3,

Utilizando uma ferramenta que promove o tamponamento especifico do Ca*" nuclear,
Rodrigues et al (2007) demonstraram que tal tamponamento altera a propor¢ao de células em
S e G2-M, o que nio foi obtido com o tamponamento do Ca®" citosolico. Além disso, o
tamponamento do Ca>" nuclear levou & reducio do crescimento de tumores de células HepG2,
quando implantadas subcutaneamente em camundongos, além de inibir a ativacdo de Elkl em
hepatoma sob estimulo com EGF * ¢ a estimulagdo de hepatocitos com HGF (Fator de
crescimento hepético), induz a mobilizagio de Ca®" nuclear, mediante translocagio do
receptor e producdo local de IP5*.

A sinalizagdo do Ca2+ nuclear promove a indugdo e a transloca¢do da proteina cinase
C (PKC), entre outras cinases, para a membrana nuclear, regula diretamente a ativacao de
cinases, como a CaM-cinase IV, que sdo capazes de regular a transcricio de genes
especificos, regula negativamente o fator de transcricdo TEF/TEAD e positivamente a
transcri¢cdo dependente do Elemento responsivo a cAMP (CRE) e Elk-1, mediante ativac¢do do
receptor do fator de crescimento epidermal (EGF), além de promover impactos crescimento e
na proliferacio celularl5,46,48,50. Estes dados sugerem que o Ca*” nuclear est4 diretamente
relacionado a regulacdo (ativadora ou inibitéria) da transcrigdo génica, influenciando diversas

vias intracelulares relacionadas, entre outros, a proliferacdo e progressao do ciclo celular.
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1.4 A regulagéo da transcricao génica

A expressao individual de um gene € regulada por um repertério de proteinas e outros
elementos que tornam as células capazes de ajustar a taxa de transcricdo de diferentes genes
independentemente, de acordo com a necessidade.

Nos organismos procariotos, a estrutura génica esta organizada em operons
(unidades de expressao génica coordenada), que consistem em regides reguladoras (operador
e promotor) conjugadas ao grupo de genes estruturais. Nesses organismos, a modulacdo da
expressdo exige uma simples interacio DNA-proteina. Em eucariotos, por outro lado, a
regulacdo da expressdo génica ¢ mais complexa ¢ requer um grande nimero de proteinas
regulatérias (elementos transregulatorios) e diferentes interagcdes com as regides regulatorias
no DNA (elementos cis-regulatorios)’’. Ha diversos pontos passiveis de regulagdo ao longo
do processo de codificacdo de um gene, sendo as principais: o inicio da transcricdo do RNAm,
que inclui o remodelamento da cromatina e proteinas associadas, o processamento do RNAm,
seu transporte e a localizagdo, a regulacao da traducdo e, por fim, a modulagao da atividade da
proteina ja traduzida *° (Figura 2).

Os elementos cis-regulatorios compreendem a regido promotora minima, 0s
acentuadores ou enhancers (regides ativadoras ou inibidoras da transcri¢do) ¢ os insuladores.
A regido promotora minima ¢ localizada acima do ponto de inicio da transcricdo e
compreende a area em que a RNA polimerase e os fatores gerais de transcri¢do irdo se
associar para dar inicio ao processo de transcrigdo e sintese do pré-RNA. O niicleo da regido
promotora inclui os elementos cis-regulatérios TATA-box e o elemento iniciador (Inr
element). Numerosos dados da literatura mostram uma variabilidade no elemento TATA,
sugerindo que promotores com sequéncias variantes no TATA-box e diferentes estabilidades
do complexo TBP-DNA apresentem um mecanismo comum de regulagio transcricional®>*.
Os acentuadores podem ser localizados proximos ou distantes (mais de 100 pb) do seu gene, e
sdao reconhecidos por proteinas reguladoras. Ja as sequéncias insuladoras protegem a regiao

~ . - 52
promotora de um gene da a¢do das proteinas regulatorias de outros genes .
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Figura 2. Seis pontos passiveis de regulagdo da expressao génica em células eucaridticas .

Os elementos trans-regulatorios sdo os fatores de transcricdo e as proteinas
reguladoras que possuem uma sequéncia de aminoacidos capaz de reconhecer e se ligar a
curtas sequéncias conservadas contidas no DNA 2. Os fatores de transcri¢do sio agrupados
em diferentes familias, de acordo com os diferentes motivos que reconhecem, e podem atuar
juntos na mesma regido reguladora, potencializando a atividade do complexo transcricional®®.
Os fatores gerais de transcri¢do reconhecem qualquer promotor passivel de atuagdo da RNA
polimerase II, possibilitando o inicio da transcrigdo pela enzima®. Alguns sitios reconhecidos
pelos fatores de transcri¢do sdo ubiquos, presentes em todos os tipos de células. A Specifity
protein 1 (SP1), o Octamer factor 1 (Octl). GATA-1 ¢ 2 e o ELKI1 sdo exemplos de fatores
de transcrigdo que participam da transcricio da maioria dos genes **. As proteinas reguladoras
reconhecem sequéncias regulatorias no DNA, como os acentuadores, interagindo com as

mesmas de modo a ativar ou inibir a expressdo™.

1.4.1 O Ca** e a regulagéo da transcricdo génica

Vias de sinalizagdo sdo complexas redes de reacdes bioquimicas que podem culminar
na alteracdo dos padrdes de expressao génica. Fatores de transcricdo funcionam como a
interface entre o sistema de sinalizacdo de resposta a estimulos internos ou externos e a
informagdo contida no DNA.

Em resposta a diversos estimulos, as células geram aumentos transientes na

8 O Ca’ participa da regulacio de cinases
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mediadoras de eventos de fosforilagcdo, que organizam as respostas ou modulam a regulacao
génica via fatores de transcricio, os quais também podem ser regulados pelo Ca”"; além disso,
alguns promotores sio diretamente responsivos ao Ca>" .

Um exemplo de como o Ca*” modula a atividade transcricional das células é o efeito
sobre a expressdo do gene da renina. Aumento da concentragdo do Ca”" citosolico pode inibir
a expressao do gene da renina de maneira independente da atividade da proteina cinase C
(PKC)®. West et al (2001) descobriram que um influxo de Ca’" induz a transcrig¢do do gene
do fator neutréfico derivado do cérebro (BDNF). A expressdo do gene BDNF ¢ passivel de
regulagdo pelo padrao de fosforilacdo induzido no CREB e pelo recrutamento de fatores de
transcri¢do ativos para o promotor do BDNF ®'. O estudo do efeito do Ca®" extracelular na
expressdao do gene MMP-9, que pertence a familia de genes de metaloproteinases de matrix
(MMP), em células de carcinoma oral (OSCC) revelou que o aumento do Ca®" extracelular
induz, de maneira dose-dependente, a expressio do MMP-9%%. Esta expressio &
diferencialmente regulada pela ERK1/2 e via da MAPK p38, sugerindo que a perda deste
mecanismo regulatorio estd acompanhada de transformacdo maligna das células do epitélio
oral

No caso do Ca*" nuclear, a investigacdo de sua influéncia na regula¢io da transcri¢io
génica em células do sistema imune revelou que um pequeno aumento em sua concentragao,
mas ndo um pico, induz a translocagdo do fator de transcricio NFAT para o nucleo.
Dolmetsch et al (1997) demonstraram, em neuronios, que a via de sinalizacdo ERK1/2 ¢
sensivel a apenas um pulso de Ca®". Este pulso ¢ suficiente para ativar a fosforilagio de
ERK1/2 e CREB. Fosforilagdo de CREB ¢ importante para o recrutamento do co-ativador
transcricional da proteina de ligagdo ao CREB (CPB)®. Ja foi demostrado que o CPB ¢
regulado por sinais de Ca*" ¢ ¢ suficiente para mediar expressio génica induzida por Ca®" **¢4,
A expressdo génica mediada por CREB e CBP requer Ca’" nuclear e a forma como os
neurdnios codificam estes sinais influencia a expressao génica. Também foi demonstrado que
o tamponamento do Ca®" nuclear aumenta a expressio da calcineurina (fosfatase dependende
de Ca®"/calmodulina utilizada como marcador de estresse celular) e induz transloca¢io do
NFAT para o niicleo da célula promovendo crescimento nuclear de cardiomidcitos®. O Ca*"
regula negativamente o fator de transcrigdo TEAD, o qual apresenta diversas fungdes
relacionadas ao desenvolvimento e diferenciaco celular™.

Estes estudos fornecem evidéncias da influéncia do Ca®" nuclear na regulagdo da

expressao génica, de forma a modular respostas a diferentes fatores ambientais, entre as quais
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se pode citar a proliferacdo, migragdo, invasao ¢ metastase, de maneira que a desregulagcdo da

+ 7 . . y e "
homeostase de Ca" est4 relacionada com o desenvolvimento do fendtipo maligno®.

1.5 Os alvos moleculares como agentes sensibilizadores no tratamento do cancer

Apesar do aprimoramento das técnicas de diagndstico e tratamento do cancer de
cabeca e pescoco, ainda sao muito elevadas as taxas de mortalidade e de recidivas. Recentes
avancgos nos campos da Biologia Celular e Molecular vém permitindo a elucidacdo de eventos
criticos relacionados a tumorigénese, revelando vias de sinaliza¢do intracelular como
potenciais alvos moleculares terapéuticos, com o objetivo de otimizagdo do controle local e
minimizagio de metastases, além da reducdo dos danos a tecidos normais circunvizinhos %

A terapia molecular ¢ promissora no que tange o aumento da sensibilidade aos
tratamentos convencionais e diminui¢do dos efeitos adversos. Estudos vém mostrando que a
terapia molecular ¢ capaz de melhorar o resultado do tratamento sem levar ao aumento da
toxicidade. Além disso, o reconhecimento das bases moleculares da carcinogénese possibilita
também a elucidagio de novos marcadores, mais precisos, de diagnostico e prognéstico®™.

Varias técnicas vém sendo utilizadas visando alvos moleculares no cancer, como
anticorpos monoclonais, moléculas antisenso, inibidores de moléculas especificas, conjugados
anticorpos-toxina e vacinas antitumorais, os quais ja estdo sendo utilizados em alguns tipos de
cancer. No caso do carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo, os principais alvos
sdo os componentes de vias que, frequentemente, se encontram desreguladas neste tipo de
cancer, como EGFR, VEGFR, Src, NFkB e Histona desacetilase *7°.

O EGFR, por exemplo, se encontra superexpresso em cerca de 90% dos casos e esta
relacionado com vias que regulam a sobrevivéncia e proliferacao celular, bem como a evasao
da apoptose e radioresisténcia. Agentes anti-EGFR vem emergindo como potenciais alvos
moleculares no tratamento de alguns tipos de tumores sélidos, como o cancer colorretal e
HNSCC'. O tamponamento do Ca*" é capaz de inibir a superexpressdo de EGFR ¢ ADAM-
17 induzidas por doses cumulativas de irradiagio’®. Alguns agentes com miltiplos alvos
moleculares também s3o cogitados como opgao no tratamento de HNSCC, como o Sorafenib,
o qual inibe diversas tirosino-cinases como VEGFR, PDGFR, KIT (stem cell fator receptor) e
Raf 1 kinase”>’*. BIBF 1120, o qual inibe simultaneamente VEGFR, PDGFR, FGFR ¢ Src”.
A Histona desacetilase estd associada a diversos neoplasmas, inclusive, HNSCC, uma vez que

regula a acetilacdo de histonas e de proteinas ndo histonicas, como p53, p21, entre outras.
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Inibidores dessa enzima inibem crescimento e diferenciacdo celulares e induzem apoptose,
além de induzir a radiosensibilidade™.

Apesar de diversos estudos apontarem para o potencial dos agentes
moleculares como sensibilizadores do HNSCC aos tratamentos convencionais, hoje, apenas o
Cetuximab, um anticorpo monoclonal anti-EGFR, ¢ aprovado para o uso no tratamento desse
tipo de tumor. Ainda s3o necessarios muitos estudos para que se obtenha aplicacdes clinicas
dos alvos moleculares e, nesse sentido, ¢ indispensavel a melhor elucidacdo do perfil
molecular do HNSCC, focalizando em marcadores preditivos de resposta ao tratamento e

alvos potenciais para o tratamento molecular ®*.
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2 JUSTIFICATIVA
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O éxito no tratamento radioterapico leva em consideracdo uma série de fatores que
contribuem para a efetividade da acdo da radia¢do ionizante sobre o tumor. O entendimento in
vitro dos fendmenos decorrentes da irradiacdo de células de tumores de cabega e pescogo
ajuda a compreender os mecanismos que favorecem o desenvolvimento das células
sobreviventes a radiagao e seu reflexo sobre a satde do paciente. Além disso, o acréscimo de
novos veiculos potencializadores da resposta celular a radiacdo ionizante serd mais bem
compreendido a partir de metodologias que possam empregar o desenvolvimento de novos
alvos capazes de otimizar as terapias ja existentes.

Em pesquisas recentes, nosso grupo estudou a redugdo da proliferagao celular in vitro
e in vivo de tumores hepaticos, através do tamponamento do Ca®" nuclear *°. Observamos
também que o tamponamento deste ion seletivamente no nucleo das células, regula a
expressdo de genes ligados a proliferagdo de tumores humanos’’. As observagdes decorrentes
da experiéncia do grupo, usando o tamponamento do Ca®* nuclear como terapia gé€nica para o
tratamento do cancer hepatico, motivou o emprego desta mesma técnica, como nova
estratégia a ser associada a radioterapia para o tratamento do cancer cabega-pescoco.

A identificacdo de genes de expressdo diferencial, cuja transcrigdo ¢ regulada pelo
Ca®", envolvidos na proliferagdo e na radioresisténcia de carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescoco (HNSCC) direciona a busca por marcadores de progndstico e diagnostico
consistentes, contribuindo para o desenvolvimento da terapia molecular como adjuvante as

terapias classicas.
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3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral
Investigar o impacto do tamponamento do Ca®" nuclear na expressio génica
diferencial associada a radioresisténcia no carcinoma de células escamosas de cabeca e

PESCOCO.

3.2 Objetivos especificos

Identificar genes diferencialmente expressos por células do carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescogo submetidas a terapia cumulativa de radiacdo X associada ou
ndo ao tamponamento de Ca*" nuclear;

Validar a expressdo génica diferencial induzida pelo tamponamento do Ca®" nuclear
associado a terapia cumulativa de raios X nos niveis transcricional e fenotipico;

Investigar o papel dos genes selecionados na radioresisténcia em células escamosas de

carcinoma de cabeca e pescogo.
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4 METODOLOGIA
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4.1 Materiais e reagentes

Utilizamos o Kit Silencer siRNA Construction (Ambion) para a sintese dos siRNAs, os
quais foram transfectados nas células com o kit RNAifect (Quiagen). Para a sintese de cDNA
foi utilizado o kit SuperScript' "-III First-Strand Syntesis System for RT-PCR (Invitrogen)
(Carlsbad, CA), de acordo com as instru¢des dos fabricantes.

A membrana de PVDF (Hercules, CA) foi utilizada em transferéncias de Western
Blot. Para extracdo de proteinas foi utilizado o coquetel de inibidor de protease da Sigma
Roche Applied Science (Saint Louis, MO). O kit ECL plus da GE Healthcare
(Buckinghamshire, UK) foi utilizado para revelagdo do Western Blot em filme de raio-X da
Bio Max"™MML, KODAK (Buckinghamshire, UK). O reagente Trizol Invitrogen (Carisbad,
CA) foi utilizado para extra¢do de RNA.

Anticorpos policlonais contra NLK e Kinesina foram obtidos da ABCAM
(Cambridge, MA) e anticorpo policlonal contra a Calpaina foi obtido da Santa Cruz
Biotechnology. Anticorpos secundarios Alexa-488 e Alexa-568 foram obtidos da Molecular
Probes Inc (Eugene, Oregon) e os anticorpos secundarios conjugados a peroxidase foram
obtidos da Amershan Biosciences, os quais foram utilizados para ensaios de
imunofluorescéncia e Western Blot, respectivamente.

O adenovirus recombinante IP; Sponge-NLS foi fornecidos pelo laboratério do Dr.
Michael H. Nathanson da Universidade de Yale, (New Haven, NY). O plasmideo pZeRo.1 foi
obtido da Invitrogen (Carlsbad, CA).

4.2 Linhagem celular
Foram utilizadas células da linhagem A431, de carcinoma epidermoide escamoso
humano, cujo comportamento radioresistente ¢ bem conhecido’™*'. As células foram obtidas
do banco de células do Rio de Janeiro (RJCB) e foram imediatamente expandidas e
congeladas. O cultivo foi realizado a 37°C, com 5% de CO,, em RPMI-1640 suplementado
com 5% de soro fetal bovino, na presenga de penicilina (50 U/mL), estreptomicina (50g/mL),

todos de marca GIBCO.

4.3 Tamponamento do Ca®* nuclear
Para tamponar exclusivamente o Ca*" nuclear, foi utilizada uma construgio adenoviral

contendo cDNA do dominio de ligagao ao IP; (residuos 224-605) do IP;R tipo I, fusionado a
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proteina fluorescente vermelha (RFP) e a sequéncia de localizagdo nuclear (NLS), como

descrito®’.

4.4 Irradiacao de células

As células A431 foram irradiadas conforme descrito . Foi utilizada, mergulhada em
meio aquoso, uma plataforma acrilica, com dimensdes de 27X25 centimetros para manter as
células na posicdo adequada durante a irradiacdo (Figura 2). A distdncia SAD (source-axis)
era de 80 cm; os angulos eram de 180° e 0° e a distancia SSD (source-surface) era de 695.0
mm e 650.0 mm. As células foram irradiadas com doses diarias de 2Gy durante trés dias. Para
manter o equilibrio durante a irradiacao, os frascos de T25 foram completamente preenchidos
com RPMI. As condi¢des do ambiente eram 21°C, umidade relativa do ar de 40% e pressao

atmosférica de 92.2 kPa.

4.5 RaSH (Rapid Subtration Hybridization)

Esta técnica, descrita por Jiang et al 2010, permite a andlise de expressdo diferencial
através de subtragdo por hibridizagdo capaz de isolar genes que sdo expressos em uma
determinada condigdo pré estabelecida®. A metodologia do RaSH esta representada na forma
de esquema na figura 4. As duas condi¢des confrontadas na subtracao foram células A431
irradiadas e células A431 irradiadas e com o Ca>" nuclear tamponado (infectadas com o

adenovirus).

4.5.1 Extracdo de RNA total

O RNA total foi extraido utilizando o reagente Trizol (Sigma) e o método
desenvolvido por Chomczynski e Sacchi (1987)%. Apods homogeneizagdo das amostras de
células com Trizol, o complexo formado foi incubado por 5 minutos a 30°C e centrifugado
por 15 minutos a 4°C e 13000 RPM. A fase superior foi coletada ¢ o RNA foi precipitado
com alcool isopropilico por 16 horas a -80°C. Nova centrifugagdo a 8.000g por 10 minutos e
lavagens com etanol 70% foram realizadas e o RNA foi ressuspendido em dgua tratada com
DEPC (dietilpirocarbonato). O RNA foi quantificado por espectrofotometria a 260 nm e
armazenado a -80°C até seu uso. A concentragdo do RNA foi estimada pela formula: [RNA]
ng/ulL= (A260 f x40/1000), onde f ¢ o fator de diluicdo e 40 ¢ o fator de conversao, utilizando

a absorbancia determinada por espectrofotometria.
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Figura 3. Desenho esquematico da metodologia de irradiacdo in vitro. Plataforma acrilica
utilizada para manter as células corretamente posicionadas durante a irradiacdo (A). Vistas
esquematicas do fantoma. Seis garrafas cheias de meio de cultura foram imersas na fantoma
acrilico, contendo uma coluna de agua de 25 centimetros de altura(B). O sistema foi utilizando a
técnica isocéntrica’.

4.5.2 Sintese da primeira e segunda fitas de cDNA

A primeira fita de ¢cDNA foi sintetizada usando o SuperScriptTM-III First-Strand
Syntesis System for RT-PCR, de acordo com as recomendacdes do fabricante. Dois
microgramas de cada amostra de RNA total foram incubados com 0,5 .g de oligo(dT)12- 18 a
70°C por 10 minutos e, em seguida, as amostras foram incubadas no gelo. Logo apos, foi
adicionado as amostras, tampao PCR 1X (Tris-HC] 20 mM pH 8,4 e KCl 50 mM), MgCl2 5
mM, os quatro dNTPs 0,5 mM cada e DTT (ditiotreitol) 5 mM, e foram incubadas a 42°C por
5 minutos. Em seguida, foram adicionadas 200 unidades da enzima SuperScript III RNaseH-
Reverse Transcriptase (Invitrogen) e as amostras foram incubadas por mais 50 minutos a
42°C.

ApOs a sintese da primeira fita de cDNA, o RNA do hibrido DNA/RNA foi degradado
por incubagdo com duas unidades de RNase H (Invitrogen) a 37.°C, por 20 minutos. Para
cada reacdo de sintese da primeira fita foi feito um controle negativo que continha todos os
reagentes exceto a enzima transcriptase reversa. Para a sintese da segunda fita, foram
adicionados ao volume total obtido na reacdo de primeira fita, 0,3 mM de dNTPs, uma
unidade de DNA ligase (10U/ul) (Invitrogen), 40 unidades de DNA polimerase I de E. coli
(10U/puL) uma unidade de Rnase H (2U/uL) em um volume final de 100 pL. Esta reacdo foi
incubada por 2 horas a 16°C e depois foi acrescentado 5 unidades de T4 DNA ligase
(Invitrogen). A rea¢do foi extraida com fenol/cloroférmio, precipitada em etanol e

ressuspendida em agua DEPC.
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4.5.3 Preparacao da biblioteca de cDNA baseada em PCR

A subtragdo foi realizada entre os cDNAs TESTER e DRIVER obtidos de RNA de
células A43lirradiadas ou irradiadas e com o Ca*" tamponado. Todo o volume de cDNA
obtido foi digerido com a enzima de restrigdo Dpnll (Invitrogen) a 37°C por 1 hora, seguido
por extragdo com fenol/cloroférmio e precipitagdo em etanol. O cDNA digerido foi ligado a
adaptadores XDPN12 ¢ XDPN14 (Tabela 1) na concentracao final de 20 uM em 30 pL de
tampao de ligacdo, aquecido a 55°C por 1 minuto e incubado a 14°C por 1 hora. T4 DNA
ligase (15 unidades) foram adicionados a reag¢do e deixados a 14°C por 16 horas. A mistura
foi diluida para 100 pL com tampado Tris 10mM, EDTA ImM pH 7. Desta reagao, 40 pL
foram utilizados para amplificacdo por PCR. As reacdes de amplificacao foram realizadas em
um volume final de 50 pL contendo 1,0 uM de cada dANTP, 1 unidade de Taq DNA
Polimerase, 10 uM do primer XDPN18 (Tabela 1), tampao PCR 1X (Tris-HCI 20 mM pH 8,4
e KCI 50 mM) e MgCl, 2,5 mM.. As seqiiéncias dos oligonucleotideos utilizados estao
descritas na Tabela 1. Os parametros da reacdo de PCR foram: 1 ciclo de 5 mim a 72°C,
seguidos por 25 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 55°C e 1 min a 72°C, e 1 ciclo de 3 min a
72°C. O produto de PCR foi purificado por extragdo com fenol/cloroférmio e precipitado em
etanol. Uma por¢ao do produto de PCR TESTER foi digerida com a enzima de restricdo Xho
I, gerando dois grupos de bibliotecas de ¢cDNA: um com sitios de restricdo para Xho I

(TESTER) e outro sem o sitio (DRIVER).

4.5.4 Hibridizacao subtrativa e geracéo da biblioteca subtrativa

3 ng do cDNA TESTER foram misturados com 10 pg de cDNA DRIVER em 10 pL
de solucdo de hibridizagdao [NaCl 0,5 M, Tris 50 mM ph 7.5, SDS 0,2% e formamida 40%
(vol/vol)], fervido por 5 minutos e incubados a 42°C por 48 horas. A mistura de hibridizagdo
foi extraida com fenol/cloroférmio, precipitada em etanol e dissolvida em 20 uL de tampao
Tris 10 mM/EDTA ImM pH 7. Parte desta mistura foi ligada a Ipg do vetor pZeRo.1
previamente digerido com a enzima Xho I, a 14°C por 16 horas e o produto da ligagdo foi

transformado em bactéria E. coli DH10B, por eletroporagao.
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados na subtragdo e nas reagdes de PCR em Tempo Real

Primer Sequéncia (5’-3’)
XDPN12 GATCTCTCGAGT
XDPN14 CTGATCACTCGAGA
XDPN18 CTGATCACTCGAGAGATC

Basigina Forward
Basigina Reverse
TGFB Forward
TGFB Reverse
Kif1BB Forward
Kif1BB Reverse
NLK Forward
NLK Reverse
PSAT Forward
PSAT Reverse
Calpaina Forward

Calpaina Reverse

CCG AGG ACGTCCTGG AT

CGG GCCACCTGCCTCA
CCCAGCATCTGC AAAGCT

GTC AAT GTA CAG CTG CCG CA
ACT TCT AGC TGG CAC AAT ACG
GTC ACC GTC AAG AAT CACAAAG
CAG CCATATTTCCAT CACC
GAC AACACC AAA GGCTCCAT
CCT CGG TCC TGG AAT ACA AG
GCCAGCTTCTGAACGTCTTC
CCG AACACATTCTGG ATG AA
AGG TTG ATG AAG GTG TCT GAG

4.5.5 Screening das col6nias

C¢élulas hospedeiras E. coli DH10B foram submetidas a lise alcalina apds crescimento
em meio LB, contendo 100 pg/mL de ampicilina, por 12 a 16 horas. As colonias de bactérias
foram selecionadas randomicamente e submetidas a amplificagdo por PCR de coldnia
utilizando primers universais M13 (forward e reverse). A integridade dos plasmideos foi
confirmada em gel de agarose 1,5%. Os clones selecionados foram submetidos ao

sequenciamento.

4.5.6 Sequenciamento e analise dos resultados

O produto do PCR de coldnia foi sequenciado utilizando os primers M13 forward e
M13 reverse. As reacdes de sequenciamento foram conduzidas com o kit Dyenamic ET Dye
Terminator (GE Healthcare) conforme recomendagdes do fabricante, e analisadas pelo
sequenciador MegaBace, da Plataforma de Gendmica do centro de Pesquisas René Rachou.

As seqiiéncias obtidas mostraram alta qualidade de nucleotideos e a busca por similaridades
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“National Center for Biotechnology Information”— NCBI*’.

foi feita com outras seqiiéncias depositadas no GenBank através do programa BLASTn ** do

RX RX/iP3
TESTER DRIVER DRIVER TESTER
1222 12 g 22 1222 1222
fitas de fitas de fitas de fitas de
cDNA cDNA cDNA cDNA
Digestdo Digestdo Digestao Digestdo
com Dpnll com Dpnll com Dpnil com Dpnll
Ligacdo dos Ligacdo dos Liga¢ao dos Ligagdo dos
adaptadores adaptadores adaptadores adaptadores
Amplificagao Amplificacdo Amplificagdo Amplificacdo
(PCR) (PCR) (PCR) (PCR)
Digestao com Digestdocom
Xho | Xhol

Hibridizacao
(Subtragdol ll)

Hibridizacao
(Subtracaol

——

Ligacao ao vetor previamente digerido com Xhol

Construgao da biblioteca de cDNA

Figura 4. esquema ilustrativo da metodologia RaSH. Apoés a extragdo de RNA, foram
sintetizados cDNA de fita dupla de cada condi¢do. Os cDNAs foram digeridos, ligados a
adaptadores e, posteriormente, amplificados por PCR. As amostras de TESTER (uma de cada
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condi¢do) foram digeridas novamente com Xhol e foi feita a hibridizacdo. O produto da
hibridizacao foi ligado ao vetor pZero, permitindo a constru¢do da biblioteca de cDNA.

4.6 PCR em Tempo Real

Em experimento independente, o RNA total de células A431 das duas condi¢des foi
extraido, o cDNA foi produzido com o kit SuperScriptTM-III First-Strand Syntesis System
for RT-PCR. A amplificacdo foi realizada com o termociclador PTC-100 (MJ Research,
Watermown, MA) utilizando 1- 3 pL de cDNA, 200 uM de dNTPs, 2,5 mM de MgClI2, 1
unidade de Tag DNA polimerase e 400 nM de cada primer para um volume final de 25 pL.

Os primers utilizados foram especificos para cada gene e estdo descritos na Tabela 1.

4.7 Western Blot

Células crescidas em frascos de cultivo celular medindo 35 mm (T25) foram lavadas
com PBS--1X e solubilizadas em 150 pL de solucdo detergente: Nonide P40 1% contendo 2%
de inibidor de protease (Roche Applied Science). A concentragdo de proteina foi determinada
espectrofotometricamente pelo método de Bradford. 10-60 pg de proteina foram separados
em gel de poliacrilamida 10% e transferidos para membrana de PVDF (Bio Rad). As
membranas foram bloqueadas com 5% de leite diluido em tampao TBST (tampao salino Tris
base 20 mM acrescido de 0,05% de Tween 20) por 1 hora e depois, incubadas com anticorpos
primarios policlonais anti-Calpaina (1:100); anti-Kinesina (1:500), anti-NLK (1:250) ou com
o anticorpo monoclonal anti-GAPDH (1:5000) por 12 horas. Apds 3 lavagens com TBST 1X,
as membranas foram incubadas por 1 hora com anticorpos secundarios anti-rabbit, anti-goat e
anti-mouse conjugados a peroxidase (1:5000) a 4°C. As membranas foram novamente
lavadas 5 vezes e, posteriormente expostas ao reagente de detec¢do ECL plus (GE
Healthcare), por 5 minutos. Apds este tempo, o excesso de reagente foi removido e as
membranas foram expostas ao filme de raio-X (Bio Max “ML, KODAK) por tempos
determinados. Nessa etapa, a peroxidase reage com o seu substrato formando um composto
quimiluminescente. O filme foi revelado com solugdo reveladora até o aparecimento de
bandas, em seguida lavada em 4gua e colocada em solugdo fixadora por mais 2 minutos, e

entdo, colocados para secar.

4.8 Silenciamento
Os oligonucleotideos sense (AAAACACTCTCAACACTTTCCTGTCTC) e antisense

(AAAGTGTGGAGAGTGTTTTCCTGTCTC) foram desenhados apds estudo da seqiiéncia
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génica codificadora do gene da Kinesina, conforme algoritmo descrito®. O siRNA foi
produzido com o Kit Silencer siRNA Construction (Ambion) ¢ quantificados por
espectrofotometria. 5x10° células foram plaqueadas em frascos T25 e, apds 24 horas,
transfectadas ou ndo com 10pug de siRNA, utilizando o Kit RNAifect, segundo
recomendacdes do fabricante. Decorridas 24 apds a transfecgdo, as células foram irradiadas
por trés dias (doses diarias de 2Gy) e plaqueadas em placas de 6 well para realizacao do

ensaio clonogénico.

4.9 Ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico foi realizado conforme descrito®. As células foram plaqueadas
em frascos T25 e trasfectadas, apos 24 horas, com o siRNA especifico para o gene da
Kinesina ou com siRNA inespecifico. 24 horas apds a transfec¢do, parte dos frascos foram
submetidos a trés dias de irradiagdo, com dose diaria de 2 Gy. 5 horas apo6s a ultima dose, as
células foram contadas e plaqueadas nas densidades 1,0 x 10° e 2,0 x 10 em placas de seis
well, contendo 5 mL de meio RPMI suplementado com 5% de soro fetal bovino. As células
foram incubadas por dez dias e, depois, marcadas com uma solugdo de glutaraldeido 6%
(Merck, Darmstadt, Germany) e cristal violeta 0,5% (Vetec, Duque de Caxias, Brasil) por 12

horas. A mistura foi removida e as colonias foram contadas e fotografadas.
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5 RESULTADOS

45



5.1 Identificacdo de genes diferencialmente expressos por células do carcinoma de
células escamosas de cabeca e pesco¢o submetidas a terapia cumulativa de radiagcdo X

associada ou ndo ao tamponamento de Ca** nuclear.

Em trabalho publicado pelo nosso grupo, foi demonstrado que o tamponamento
do Ca*" nuclear em células A431 é capaz de sensibilizé-las ao tratamento radioterapico, uma
vez que leva a reducdo da taxa de proliferacdo das células e a reducdo da sobrevida apds a
irradiagio’”. Com o objetivo de investigar quais genes estariam relacionados a
radiosensibilizagio induzida pelo tamponamento do Ca®" nuclear nas células A431,
realizamos um estudo de expressao diferencial baseado em uma metodologia de anélise por
subtragdo. Para tanto, utilizamos a metodologia RaSH (Rapid Subtration Hybridization), a
qual j& havia sido utilizada pelo nosso grupo, revelando o gene da Legumaina como envolvido

na regulacdo da proliferacio de células SKHepl”’

. Este protocolo permite comparar a
expressdo génica em duas condi¢des distintas, nesse caso, células submetidas a terapia
cumulativa de radiacdo X (RX) e células submetidas a terapia cumulativa de radiacdo X com
o Ca®" nuclear tamponado (RX/ Ca’'1). As condi¢des utilizadas na realizagio do
tamponamento de Ca®* ¢ na obtengio dos clones diferencialmente expressos estio
detalhadamente descritas em Materiais e Métodos.

De maneira simplificada, as células foram infectadas com a constru¢ao adenoviral IP;
Sponge- NLS, capaz de tamponar os sinais de célcio especificamente no nucleo, fusionado a
proteina fluorescente vermelha, para monitoramento da taxa de infecgdo®’. 48 horas apos a
infeccdo, as células foram irradiadas por trés dias consecutivos, em uma plataforma acrilica
contendo meio aquoso, de maneira a mimetizar uma condicdo clinica em radioterapia. Foi
escolhido o terceiro dia de irradiacdo cumulativa porque ¢ neste tempo que a proliferacao
celular e a fragdo de sobrevida comecam a decrescer’>. No terceiro dia, foi extraido o RNA
total das células submetidas a cada condicdo. A partir do RNA, seguindo os passos ja
descritos na Metodologia, foram obtidas amostras TESTER e DRIVER para cada uma das
condigdes. Estas amostras foram incubadas para permitir a hibridizagdo, da seguinte maneira:
TESTER (3pg) das células irradiadas com o Ca*" nuclear tamponado com DRIVER (10pg)
das células irradiadas (Subtracao I) e vice-versa (Subtragdo II). As amostras TESTER de cada
condicdo foram previamente digeridas com a mesma enzima de restri¢do do vetor utilizado na
clonagem (pZero); Os fragmentos ndo hibridizados, dessa forma, sdo inseridos no plasmideo

para posterior obten¢do da biblioteca de cDNA. A incubacdo de uma quantidade de DRIVER
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mais de trés vezes superior a de TESTER se propode a garantir a hibridizacdo dos fragmentos
complementares, ou seja, presentes em igual quantidade nas duas condi¢des. Assim, apenas os
fragmentos que restarem, ndo hibridizados e digeridos, serdo inseridos no vetor. As colonias
de bactérias foram selecionadas randomicamente e submetidas a amplificagdo por PCR de
coldnia (dados ndo mostrados) e posterior sequenciamento. Foram selecionados, ao todo, 91
clones, distribuidos de acordo com a Tabela 2. Quando utilizamos o tamponamento do Ca’"
nuclear (RX/ Ca*'1) como TESTER, selecionamos genes que tém a expressio aumentada em
niveis diminuidos de Ca®" nuclear; quando o TESTER sdo as células apenas irradiadas (RX),

. . , . . 2+
seleciona-se genes mais EXpressos €m nivels normais de Ca“ nuclear.

Tabela 2. Numero de clones selecionados em cada condi¢ao de subtragdo, pelo método RaSH

Subtracao Condicao Clones

| (TESTER RX) Radioterapia cumulativa 63

Radioterapia cumulativa/tamponamento de
Il (TESTER RX/ Ca**5) , 28
Ca” nuclear

Os clones positivos foram sequenciados e oito deles apresentaram similaridade com
proteinas conhecidas presentes no banco de dados do GeneBank (considerando identidade

variando entre 93% e 100%) (Tabela 3).
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Tabela 3. Similaridade dos clones positivos com sequéncias depositadas no genebank.

Expressao
Clones — GeneBank Numero de acesso

diferencial
Kinesina (KIF1-B) NM_183416.3 95%
Receptor de TGF-B (TGFB-R) NM_001130916.1 93%
Basigina NM_001728.3 97%
Calpaina 1 (Capnil) NM_001749.2 97%
Calpaina 2 (Capn2) NM_001003962.1 97%
Fosfoserina aminotransferase (PSAT) NM_058179.3 95%
Nemo-like Kinase (NLK) NM_058179.3 98%
NADP oxidase NM_007052.4 95%
Integrina (ITG-B 7) NM_000889.1 94%

5.2 Validacao da expressdo génica diferencial induzida pelo tamponamento do Ca2+
nuclear associado a terapia cumulativa de raios X.

Entre os genes revelados pelo sequenciamento, escolhemos sete para serem
submetidos a analise por PCR em Tempo Real, visando validar, quantitativamente, no nivel

transcricional, os dados obtidos na subtracdo (figura 5).
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Figura 5. Expresséo diferencial quantitativa dos genes obtidos na subtracéo. O grafico sumariza
os resultados obtidos por PCR em Tempo Real, que mostraram as alteragdes de expressdo induzidas
pelo tamponamento de Ca*". A expressio dos genes na condigdo RX ¢ considerada =1 (eixo X).

De fato, as alteracdes de expressao dos genes selecionados, constatadas na subtragao
foram confirmadas, com exce¢do do gene da Calpaina 1. Nesse caso, a analise por blastn ndo
fora suficiente para distinguir a isoforma com a qual o clone apresentava homologia. Foram,
entdo, desenhados dois pares de primers especificos para as isoformas 1 e 2 da Calpaina. Os
resultados obtidos na subtragao foram confirmados apenas para a Calpaina 2, sugerindo ter
sido ela a isoforma selecionada pelo método subtrativo. Os dados da expressao diferencial
qualitativa e quantitativos estdo mostrados na Tabela 4.

Com base nos resultados obtidos por PCR em Tempo Real, foram escolhidos trés
genes para a validagdo no nivel fenotipico. Os critérios utilizados na escolha dos referidos
genes foram a maior proeminéncia da expressao diferencial e o possivel envolvimento em

vias relacionadas com a progressao tumoral, de acordo com a literatura.
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Tabela 4. Expressdao génica diferencial qualitativa (subtracdo) ¢ quantitativa (QPCR) dos

clones selecionados.

Expressao diferencial Expressao diferencial
Clones qualitativa guantitativa
(Subtragao) (qPCR)

Kinesina (KIF1-B) > RX 50 x > RX
Receptor de TGF-B (TGFB-R) >RX/ Ca’*; 2 x> RX/ Ca*';
Basigina > RX/ Ca’'r 6 x > RX/ Ca’'r
Calpaina 1 (Capn1) > RX/ Ca®'; 20 x < RX/ Ca*';
Calpaina 2 (Capn2) >RX/ Ca’*; 10 x > RX/ Ca*'t
Fosfoserina aminotransferase (PSAT) >RX/ Ca’*; 14 x > RX/ Ca*';
Nemo-like Kinase (NLK) >RX/ Ca’**; 20 x > RX/ Ca*';
NADP oxidase > RX/ Ca**; -
Integrina (ITG-B 4) >RX/ Ca’*; -

> RX: expressdo aumentada na condigdo RX (apenas irradiagdo).

> RX/ Ca*"r:expressio aumentada na condi¢io RX/ Ca*'; (irradiagio associada ao tamponamento de Ca®".
- Nao Realizado

Inconsisténcia entre os dados obtidos na subtrag¢do e no qPCR destacada em negrito.

Na condigao de presenga de Ca2+ (RX), foi selecionado o gene kiflB, codificante de
um membro da superfamilia das Kinesinas. O splicing alternativo do gene kiflB pode gerar
duas isoformas, a e B. As Kinesinas sdo proteinas motoras bastante conservadas, envolvidas
em diversas fun¢des celulares, tais como mitose, meiose e transporte de macromoléculas.
Sabe-se que anormalidades no processo de divisdo celular estdo no cerne da etiologia de
tumores; uma vez que, na mitose, as Kinesinas participam da formac¢ao do fuso, da separacao
e alinhamento dos cromossomos e da citocinese, ha indicios de que estejam relacionadas a

progressdao tumoral. A KIF1B ¢ abundante em todos os tipos celulares, onde pode ser
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encontrada livre no citosol. Diversos estudos ja demostraram que alteragdes na expressao das
Kinesinas estdo relacionadas ao desenvolvimento de alguns tipos de tumores™.

Foi realizado Western Blot para validar a expressdo diferencial da Kinesina induzida
pelo tamponamento de Ca®'no nivel traducional. Assim como nos niveis de RNAm, foi
observada a diminui¢io da expressdo da Kinesina na condi¢io de auséncia de Ca** (Figura 6).
A expressdo da proteina diminuiu 23+7% (p<0,03) na condicdo de tamponamento, quando
comparada com as células apenas irradiadas.

Na condigdo de tamponamento de Ca®"(RX/ Ca®’r), foram detectados como mais
expressos dois genes: o gene da Calpaina (Capn2) e o da NLK (Nemo-like kinase). As
Calpainas compdem uma familia de mais de 12 cisteino-proteases dependentes de Ca*” bem
conservadas. Sdo heterodimeros formados por uma subunidade pequena e invaridvel
(regulatéria) e uma subunidade grande varidvel, onde ¢ localizado o dominio cisteino-
protease. As duas isoformas de expressdo ubiqua sdo a Calpainal e a calpaina Il ou p-
calpaina e m-calpaina, conforme sio ativadas por menores ou maiores niveis de Ca’’; as
demais isoformas sio tecido-especificas™. Sua ativagdo pode ser desencadeada pelo influxo
de Ca®", por estresse oxidativo, por EGF ¢ VEGF e sua atividade ¢ especificamente inibida

pela calpastatina.

-

RX P '::Ci:r‘ E — wok
oy w w10, I i
s [+ E5 ..
¥ =
o 2 os —_—
GAPDH 37KDa T
=N
m O
n T
oo 0.2
s
o g 0.0 .
>
TT R Qj— A
c;ﬁ'

&

Figura 6. Expressdo da Kinesina. Analises de Western Blot de proteinas totais extraidas de células
A431 apds irradiagdo sozinha (RX) ou associada ao tamponamento do Ca®" nuclear (RX/ Ca’’y). A
imagem demonstra que a expressio de Kinesina é diminuida pelo tamponamento do Ca*" nuclear.
Analises de densitometria confirmam redug@o na expressao da proteina comparada ao controle (RX)
(**p<0,03). Expressdo de GAPDH foi utilizada como controle da reagdo. Os resultados sdo
representativos da média + desvio padrao de trés experimentos individuais. N=3

A andlise por PCR em Tempo Real confirmou os dados obtidos na subtra¢do apenas

para a isoforma 2, sendo esta a selecionada para ser submetida aos ensaios que se seguiram.
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Andlises de resultados obtidos por Western Blot confirmaram, no nivel traducional, o
aumento da expressio induzida pelo tamponamento do Ca”" nuclear (Figura 7). Os niveis da
proteina se mostraram 11£4% (*p<0,05) aumentados na auséncia de Ca’>’, quando

comparados aos niveis expressos em células apenas irradiadas.
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Figura 7. Expressdo da Calpaina 2. Analises de Western Blot de proteinas totais extraidas de células
A431 apés irradiagio sozinha (RX) ou associada ao tamponamento do Ca*" nuclear (RX/ Ca®y). A
imagem demonstra que a expressdo de Calpaina ¢ aumentada pelo tamponamento do Ca®* nuclear.
Analises de densitometria confirmam redugdo na expressdo da proteina comparada ao controle (RX)
(*p<0,05). Expressio de GAPDH foi utilizada como controle da reacdo. Os resultados sdo
representativos da média + desvio padrao de trés experimentos individuais. N=3

Outro gene selecionado na condi¢do de auséncia de Ca® foi o nlk, codificante da
Nemo-Like Kinase, uma cinase do tipo MAPK bem conservada, envolvida em diversos
eventos relacionados ao desenvolvimento. Sabe-se que a NLK regula diversas vias de

sinalizagdo através da fosforilagio de fatores de transcricdo’?

e que polimorfismos
localizados em seu gene estdo relacionados ao risco de cancer de ovario’. Além disso,
analises dos niveis de NLK em amostras de cancer de prdstata por PCR em Tempo Real e
Imuno-histoquimica mostraram que sua expressao esta diminuida em amostras de metastase,

em relagdo a tecidos normais e que a superexpressao resulta na indugdo de apoptose ¢ na
94

inibi¢do da transcricdo de genes envolvidos na via de sinalizacdo do receptor de andrégeno
Sua expressdo diferencial constatada em nivel transcricional foi confirmada em nivel
traducional por Western Blot. As células submetidas ao tamponamento de Ca*" associado a
irradiacdo exibiram niveis de expressdo de NLK 8+0,2% (*p<0,05) maiores do que as células

apenas irradiadas (Figura8).
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Figura 8. Expressdao da NLK. Analises de Western Blot de proteinas totais extraidas de células A431
ap6s irradia¢do sozinha (RX) ou associada ao tamponamento do Ca®" nuclear (RX/ Ca*'1). A imagem
demonstra que a expressdo de NLK ¢ aumentada pelo tamponamento do Ca®" nuclear. Anélises de
densitometria confirmam aumento na expressdo da proteina comparada ao controle (RX) (*p<0,05).
Expressdo de GAPDH foi utilizada como controle da reagdo. Os resultados sdo representativos da
média + desvio padrao de trés experimentos individuais.

5.3 Investigacdo do papel dos genes selecionados pela subtracdo na radioresisténcia em

carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco

Uma vez confirmada a expressao diferencial das trés proteinas-alvo de nosso estudo, o
proximo passo foi investigar a sua influéncia na inducdo da radiosensibilizacdo observada
mediante tamponamento do Ca*" nuclear. Procedemos ao silenciamento da Kinesina, com o
uso de siRNA pois, sendo mais expressa em RX, seu Knockdown seria compativel com a
condigio de tamponamento de do Ca*" nuclear. A investigagio do efeito dos outros dois genes
na radiosensibilizagdo, sendo mais expressos em RX/Ca’'r, demandaria a realizagio de
superexpressdo dos mesmos, o que foi deixado a cargo de futuros trabalhos, dada a maior
complexidade dos ensaios.

As células foram transfectadas com siRNA especifico para Kinesina ou com siRNA
inespecifico e, apos 24 horas, submetidas a trés dias consecutivos de Raios X cumulativos,
com dose de 2Gy por dia. Para determinar se o silenciamento da Kinesina ¢ capaz de
reproduzir os efeitos do tamponamento na sobrevida das células apos a irradiacdo, foi
realizado o ensaio clonogénico, como previamente descrito®’. Esse ensaio ¢ padrio ouro para
determina¢do da radiosensibilidade, pois considera todas as modalidades de morte celular
induzidas pela irradiacio (catastrofe mitotica, autofagia e apoptose)’”. Quando comparadas as
fragdes de sobrevida, constatamos uma redu¢do de 90+2% (p<0,001) nas células irradiadas e
com a Kinesina silenciada, quando comparadas as células apenas irradiadas. Quando

comparadas com o controle (células ndo irradiadas ou silenciadas), a irradiagdo promoveu
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uma redugao de 75+2% (p<0,001) da fracdo de sobrevida e o silenciamento, uma reducao de
60+2% (p<0,001) (Figura 9). Estes dados mostram que a associa¢do do silenciamento da
Kinesina a terapia cumulativa de RX ¢ capaz de promover a reducdo da fragdo de sobrevida
de células de carcinoma epiderméide de cabeca e pescogo, indicando que favorece a

radiosensibiliza¢do das mesmas.
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Figura 9. Analise da fracdo de sobrevida de células irradiadas ou silenciadas ou com os dois
tratamentos em associacdo. A figura mostra o resultado do ensaio clonogénico, que € sumarizado pelo
grafico de barras. As células foram silenciadas, irradiadas por trés dias e, entdo, plaqueadas em baixa
densidade. A contagem de colonias formadas apods dez dias revelou uma reducdo de 90 +£2%
(p<0,001) Os resultados sdo representativos da média = desvio padrdo de quatro experimentos
independentes.
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6 DISCUSSAO
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O cancer, em sua natureza, ¢ uma doenca caracterizada pela perda da ordem bioldgica
dos tecidos. O controle do equilibrio proliferagao/morte ¢ perdido em células neoplasicas, nas
quais estao alteradas as vias normais de sinaliza¢cdo. Mudangas nos niveis de Ca2+ promovem
grande variedade de sinais que controlam os processos celulares, como principais agentes na
decisdo de sobrevivéncia ou morte celular2.

A sinalizagio de Ca®" nuclear regula diretamente fungdes como a ativagao de cinases

] . 109,110
, 0 transporte de proteinas através do envelope nuclear = e a

111-13

, 107,108
dentro do nucleo "

transcri¢ao de determinados genes , participando da regulacdo dos fatores de transcricao
ou da regulagdo direta do promotor’’. A expressdo exdgena da proteina tamponadora de Ca®’,
parvalbumina, mostrou que o Ca" intracelular regula o crescimento celular®.

Estudos iniciais das fungdes do Ca®" nuclear na transcri¢io génica eram dependentes
da microinjec¢iio de quelantes no nucleo ou no citosol de células individuais''?, mas consiste
em uma técnica laboriosa, impraticavel em estudos bioquimicos em populacdo celular ou in
vivo. Novos protocolos foram desenvolvidos, baseados na transfec¢do das células com
proteinas tamponadoras, direcionadas, seletivamente, para o nacleo ou citosol'".
Empregando essas estratégias, pode-se investigar os efeitos da redugio de Ca®* em
compartimentos intracelulares e como esses efeitos afetam a sinalizagdo celular
principalmente em vias essenciais para a manutencdo de fungdes celulares criticas como
transcrigio génica e proliferagio. O Ca’ nuclear participa da regulagio de genes ligados ao
ciclo celular, sendo crucial para o crescimento de tumores tanto in vitro quanto in vivo''".

O carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo tem conhecido comportamento
agressivo ¢ elevadas taxas de recidiva™®. Apesar de a radioterapia ser uma estratégia
frequentemente utilizada no tratamento dessa neoplasia, os tumores recorrentes sao,
normalmente, dotados de radioresisténcia, devido, em parte, a indu¢do de mecanismos
compensatorios de sobrevivéncia e prolifera¢io apds os danos causados pela irradiagdo'"'?.
Foi demonstrado pelo nosso grupo que o tamponamento do Ca®" nuclear é capaz de reduzir a
proliferacdo e a sobrevida de carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo submetido
a radioterapia’>. Ja ¢é sabido que as radiagdes ionizantes estimulam a superexpressdo de
EGFR, porém, demonstramos que o tamponamento de Ca2+ nuclear foi capaz de, ndo
somente prevenir esse fendmeno, como também de reduzir os niveis de expressdo dessa
proteina. Ainda sdo necessarios mais estudos para esclarecer os demais mecanismos

. . . 2+
envolvidos na resposta de tecidos normais e cancerosos ao tamponamento de Ca” nuclear, no

entanto, a reducdo da proliferacao e da sobrevida alcangadas com essa metodologia indica que
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esta pode ser uma estratégia a ser utilizada para sensibilizar o carcinoma de cabeca e pescoco
a radioterapia.
. . ~ + . ~ . ~ .
A sinalizacdo de Ca®" nuclear regula diretamente fun¢des como a ativacdo de cinases
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nuclear e a transcri¢ao génica , participando da regulacdo dos fatores de transcrigdo,
da regulagdo direta do promotor e da alteracdo da estrutura da cromatina, através da interagao
com histonas™. A transcrigio de muitos genes estd correlacionada com as funcdes das
proteinas codificadas por eles, de maneira que alteragdes em sua atividade transcricional
refletem mudangas nos processos bioldgicos e no ambiente celular. A identificagdo de
alteragdes no perfil de expressdao génica permite a elucidacdo de respostas celulares que
possam estar sendo mediadas por alteragdes da concentragdo de Ca2+ nuclear, como por
exemplo, a transcricdo de genes ligados a radioresisténcia.

Nesse trabalho, utilizamos como carreador o adenovirus recombinante Ad-IP;Sponge-
NLS. Este sistema, contendo um fragmento do receptor do IP; humano da isoforma I, ¢ capaz
de se ligar ao IP; livre no nucleo, impedindo que se ligue ao seu receptor endogeno,
tamponando, dessa forma, os sinais de Ca’" nuclear *’. Os adenovirus sio uma ferramenta
correntemente utilizada para entrega de moléculas de interesse e apresentam vantagens como
a grande capacidade de insercao de genes, as eficientes taxas de infeccdo, a ndo inser¢do do
material genético no genoma da célula hospedeira, além de serem efetivos tanto em células
quiescentes quanto nas em divisdo' >''®. A utilizagdo da constru¢io adenoviral permitiu a
maximizagdo do numero de células a expressar o IP;Sponge ¢ o seu direcionamento
especificamente para o nucleo (pela sequéncia de localizagao nuclear ou NLS). Sua correta
localizagdo e a porcentagem de células infectadas foram determinadas pela expressdao do gene
reporter que codifica a RFP (proteina monomérica fluorescente vermelha). Essa metodologia
permitiu a redugdo dos niveis de Ca>" nuclear que, quando associada a irradiacdo X de células
A431, com dose cumulativa, promoveu a redugdo da proliferacdo celular, bem como da fracao
de sobrevida. Empregamos a metodologia do RaSH para investigar qual seria o papel do
decréscimo dos niveis de Ca®* nuclear na alteragio do perfil de expressio génica,
potencialmente relacionada a radiosensibilzagdo observada. Com o uso dessa metodologia,
nosso grupo demonstrou, em 2010, que a expressao do gene da Legumaina era diminuida pelo
tamponamento de Ca”" nuclear (realizado com a proteina quelante Parvalbumina, fusionada a
uma sequéncia de localiza¢do nuclear, carreada por adenovirus) e que esse gene codifica uma

proteina envolvida na proliferagdo de células SKHepl''. Apos screening da biblioteca de
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cDNA, nos identificamos pelo programa Blastn, 8 genes diferencialmente expressos apos
tamponamento do Ca>" nuclear (Tabela 4). Nos verificamos que estes genes foram regulados
positiva ou negativamente quando o Ca®" nuclear fora tamponado. Escolhemos trés entre os
genes selecionados para serem validados em nivel transcricional e fenotipico. Os resultados
obtidos por PCR em Tempo Real ¢ Western Blot confirmaram que a Calpaina (figuras 5e 7) e
a NLK (figuras 5 e 8) tiveram sua expressao aumentada, enquanto a Kinesina (figuras 5 e 6)
teve a expressdo reduzida mediante tamponamento do Ca*" nuclear.

A Calpaina é uma cisteino protease dependente de Ca®’, relacionada ao
remodelamento do citoesqueleto, apoptose e diferenciagdo celular ***°. Sua expressdo é
aumentada em cancer de mama e cancer colorretal® !, Ja foi demonstrado, em
camundongos-modelo de melanoma, que a inibi¢do da calpaina, através da superexpressio de
seu inibidor enddgeno, -calpastatina, leva a inibi¢do do crescimento tumoral e,
paradoxalmente, ao aumento da disseminacdo para os linfonodos regionais, através da
promocdo de resisténcia aos mecanismos apoptoticos e da aceleragdo dos processos
migratérios'™. Além disso, sabe-se que a calpaina promove angiogénese e aumento da

inflamacdo, uma vez que facilita a ativagdo de NF-xB e diapedesegg’105

. Por ser uma protease
dependente de Ca®" e por estar relacionada a fungdes importantes nas células, sua expressio
aumentada, mesmo sob concentra¢io nuclear de Ca*" reduzida, pode sugerir que neste tipo de
tumor o Ca”" proveniente ou do citosol ou de outros estoques intracelulares possam atuar na
modulacdo deste gene e com isso, minimizar os efeitos de uma menor concentragdo nuclear
de Ca*" na expressdo desta proteina.

A NLK ¢ uma cinase do tipo MAPK, que regula diversas vias de sinalizagdo através

da fosforilagdo de fatores de transcrigdo’

. Polimorfismos localizados em seu gene estdo
relacionados ao risco de cancer de ovario’ e sua expressio ¢ diminuida em amostras de
metastase de cancer de prostata, em relacdo a tecidos normais. Sua superexpressao resulta na
inducdo de apoptose e na inibi¢ao da transcricdo de genes envolvidos na via de sinalizacao do
receptor de androgeno’®. Nossos resultados sugerem que essa cinase é superexpressa na
associacdo entre radiagdo X e tamponamento de Ca”" nuclear talvez como um mecanismo
compensatorio na tentativa de manter a sobrevivéncia celular, especialmente por causa da
importancia dela na regulacdo da fosforilagdo de fatores de transcricdo e/ou, a despeito dos

. , . 2+
resultados encontrados para a Calpaina, seu gene também possa se utilizar de Ca” de outros

, . ~ 2+ . .
estoques dentro da célula, e com isso a redu¢do do Ca” nuclear seja menos impactante.
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A Kinesina participa da formacdo do fuso, da separagdo e alinhamento dos
cromossomos ¢ da citocinese, ha indicios de que alteracdes na sua expressdo estejam
relacionadas ao desenvolvimento de alguns tipos de tumores™. Em tumores de prostata, a
superexpressdo de Kinesina foi constatada em amostras resistentes ao tratamento'®, o que é
compativel com a sua superexpressio na condi¢io de n&o tamponamento de Ca®'.
Demonstramos que, em células A431, o silenciamento da kinesina promove a reducao da taxa
de repopulacdo do tumor apds a irradiacdo, o que ¢ indicado pela redugdo da fracdo de
sobrevida constatada com o ensaio clonogénico. S3o necessarios maiores estudos para
elucidar o mecanismo através do qual esses efeitos sdo produzidos pelo silenciamento.
Entretanto, nossos resultados mostram que o silienciamento da Kinesina promoveu efeitos
semelhantes aos encontrados pela associagio entre o tamponamento de Ca®" nuclear e
radiacdo X, indicando que a Kinesina participa de fungdes essenciais para a continuidade da
sobrevivéncia tumoral, demonstrado pelo ensaio clonogénico. Sinais de Ca*" nuclear
promovem a remo¢do de DREAM (downstream regulatory element antagonist modulator),
que tem quatro dominios de ligacdo ao ion, das sequéncias DRE (downstream regulatory
element), permitindo, assim, a transcri¢do de genes alvo'*. Sabe-se que a Kinesina participa
de processos relativos a divisdo celular, em cuja regulagio atua o Ca®" nuclear. A regulacio
de processos-chave envolve, muitas vezes, a regulacio da transcricdo génica pelo Ca’’
nuclear, o que ¢ exercido, pelo menos em parte, pelo complexo proteico DREAM. Esse
complexo se liga a sequéncias DRE presentes no DNA, bloqueando a transcri¢io; o Ca®"
nuclear, quando aumentado, se liga nos dominios EF do DREAM, reduzindo sua afinidade
pela sequéncia de nucleotideos, permitindo a transcri¢dao. J4 foi demonstrado que o gene da
KIF23, membro da familia das Kinesinas, ¢ alvo de p53, de maneira que a inducdo de p53
promove a redugdo de sua transcricdo. Durante o estimulo da p53, ha o acimulo de DREAM

12 L4 4 e . . 2+
32 Nossa hipotese é que, em niveis reduzidos de Ca*" nuclear,

no promotor do gene da KIF2
atingidos pelo tamponamento, DREAM permanece ligada ao DNA, reduzindo a expressao de
kif1B. No entanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar os elementos regulatorios da

- ~ 2+
transcricao desse gene e sua relagdo com o Ca” nuclear.

~ ’ [ A . 2+

A superexpressdo da Calpaina e da NLK na condi¢ao de auséncia de Ca” sugere que
estejam relacionadas ao fendtipo mais radiosensivel, ao passo que a Kinesina, provavelmente,
estd relacionada ao fenotipo radioresistente. Foi demonstrado que o uso de inibidor da

Kinesina promove a completa regressdo tumoral em camundongos transplantados com cancer

~ 11 e .1 e~ . . .
de pulmido humano'”. A inibicdo da Kinesina tem se mostrado eficiente no controle de
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modelos de melanoma refratdrios a inibidores de proteassoma e a agentes
imunomodulatérios'®. O silenciamento da Kinesina promove parada do ciclo celular em

121 . . . . .
. Consistentemente com esses dados, o silenciamento da Kinesina promoveu a

c¢lulas HeLa
reducdo da proliferacdo e formagdo de colonias em células A431 irradiadas, o que indica que
a redu¢do de sua expressdo esta envolvida na radiosensibilizagdo observada mediante
tamponamento de Ca®" nuclear.

A utilizagdo de alvos moleculares terapéuticos no cancer vem ganhando espago nos
ultimos anos. Os avangos na gendmica, protedmica, bioinformdtica e no entendimento dos
sistemas biologicos possibilitaram a elucidacao de diversas cascatas de sinalizagdo aberrantes
no cancer, aumentando a probabilidade de descoberta de novos alvos'***%*7°. No caso do
HNSCC, sao frequentemente observadas mutagdes e superexpressdes. A desregulacdo das
vias do EGFR, Ras, NFkB, Stat, Wnt/B-catenina, TGF- B e PI3-K/AKT/mTOR contribui para
o desenvolvimento dessa neoplasia'’. Além disso, os HNSCCs comumente apresentam a
superexpressdo dos oncogenes myc, erb-2 e do receptor do fator de crescimento epidermal, o

115,116 1v: .
. Diversas terapias

que estd relacionado, em ambos 0s casos, a um prognostico ruim
visando alvos moleculares vém sendo desenvolvidas para HNSCC. De fato, o uso de
inibidores como Cetuximab, Tratuzumab, Bevacizumab e Sorafenib, vem apresentando
propriedades antiproliferativas, tanto isoladamente quanto em associagdo com terapias
convencionais, aumentando sua eficacia'’>. O Cetuximab é um dos anticorpos monoclonais
com afinidade pelo dominio externo do EGFR, que age como radiosensibilizador’" As células
tumorais podem aproveitar a maquinaria de sinalizacdo de Ca”" para promover uma maior
proliferagao e se proteger de sinais para morte, como a apoptose, estimulando a supere-
pressdo de genes chaves para sua sobrevivéncia. O estudo dos mecanismos de modulagio da
expressdo desses genes pelo Ca*" nuclear ¢ um assunto intrigante e desafiador, no entanto, sua
elucidagdo estava além do escopo desta pesquisa, ficando a cargo de futuros trabalhos. Por
sua relevancia na bioquimica e fisiologia celulares este ion, bem como a inibi¢ao da expressao
de Kinesina, aparecem como atraentes alvos para o desenvolvimento de novas estratégias

teraputicas para o tratamento do carcinoma de células escamosas, como sugerem oS

resultados desta pesquisa.
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7 CONCLUSAO
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Esta pesquisa nos permite concluir que:

Na condigdo RX/ Ca®'r houve superexpressio dos genes que codificam Calpaina e

NLK, considerando os niveis de RNAm e proteinas.

Houve aumento de expressdo do gene que codifica a Kinesina na condi¢do RX,

considerando os niveis de RNAm e proteinas.

O silenciamento da Kinesina em células de carcinoma epidermoide de cabeca e
pescoco (A431) é capaz de reduzir a fragdo de sobrevida, relacionada a repopulacio
do tumor apo6s a irradiagdo, indicando que constitui um potencial alvo molecular para

promover a radiosensibilizacao.
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