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RESUMO

OLIVEIRA, M. A. Aspectos moleculares e destino de células tumorais humanas
submetidas a alteragdes de ploidia. 2017. total de folhas exemplo 68f. Dissertagcéo
(Mestrado em Biologia Celular e Tecidual). S&8o Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, 2017.

A instabilidade cromossémica e a aneuploidia sdo caracteristicas associadas
as células malignas. Sabe-se que essas alteracbes podem ser resultantes de erros
em eventos durante a mitose. Com o objetivo de gerar uma populacdo com ganho de
ploidia, utilizamos dois inibidores de fases distintas da mitose. Resultando no aumento
da frequéncia celular em G2/M, ou seja, células com 4 vezes o numero de
cromossomos (4C) e de células com DNA acima de 4, hipertetraploide. Quantificamos
a quantidade de nucleos e demonstramos que o tratamento, especificamente, levou a
uma NCI, e ndo a multinucleacdo. Ambas linhagens celulares submetidas ao
tratamento apresentaram alteracdes morfolégicas, como protrusées de membrana,
indicando alteracdes no citoesquelto. Nas andlises de mMRNA e da expressao proteica,
observamos alteracdes na regulacdo da actina, coincidindo com a elevacdo dos
MRNASs de YAP/TAZ, efetores co-transcricionais da via Hippo, regulada por alteragbes
no citoesqueleto de actina. Desde modo, propomos, que o tratamento utilizado € um
método eficiente para o estudo de células aneuploides e da NCI, que o citoesqueleto
de actina € modulado por esse fenétipo e requer YAP/TAZ, provavelmente para
manter a sobrevivéncia e favorecer a proliferacdo celular observada apés o

tratamento.

Palavras chaves: aneuploidia, céancer, HIPPO, instabilidade cromossémica,

citoesqueleto de actina.



ABSTRACT

OLIVEIRA, M. A. Molecular Aspects and Fate of Human Tumor Cells Undergoing
Ploidy Changes. 2017. 68 p. Masters thesis (Cell and Tissue Biology). Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, 2017.

Chromosomal instability and aneuploidy are characteristics associated with
malignant cells. It is known that these changes may be due to errors in events during
mitosis. In order to generate a population with gain of ploidy, we used two inhibitors of
distinct phases of mitosis. Resulting in increasing cell frequency in G2/M, cells with 4
times the number of chromosomes (4C) and cells with DNA above 4, hypertetraploid.
We quantified the number of nuclei and demonstrated that the treatment specifically
led to NCI, not multinucleation. Both cell lines submitted to treatment presented
morphological alterations, such as membrane protrusions, indicating changes in the
cytoskeleton. In the analysis of MRNA and protein expression, we observed alterations
in actin regulation, coinciding with the elevation of YAP / TAZ mRNAs, co-
transcriptional effectors of the Hippo signaling pathway, regulated by changes in the
actin cytoskeleton. We propose, that the treatment used is an efficient method for the
study of aneuploid cells as well NCI. Also, the actin cytoskeleton is modulated by that
phenotype which requires high YAP / TAZ, probably to maintain cell survival and
promote cell proliferation observed.

Keywords: aneuploidy, cancer, HIPPO, chromosomal instability, actin cytoskeleton.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Esquema simplificado da via de sinalizacdo Hippo............ccccvvvvvvvneennnnn. 25
Figura 2 — Imagem da linhagem celular MCF-7.............oooiiiiiiiiiiiieeeee e 30
Figura 3 — Imagem da linhagem celular A549..............uuiiiiiiii 30
Figura 4 — Esquema de tratamentO.........ceeeeiiiiieiiiiiiii e 31
Figura 5 — Esquema explicativo da técnica FUCCI............ccceooeeiiiiiiiiieeeen, 35
Figura 6 — Grafico e imagens do tratamento com Monastrol..............ccccceeeevevviniennnn. 38
Figura 7 — Ciclo celular da linhagem MCF-7...........ciiieeeeee e 39
Figura 8 — Ciclo celular da linhagem AS49...........oooiiieee e 41
Figura 9 — Imagens da citometria de fluxo AMNIS............cooevvieiiiiiiiiiiiii e 42
Figura 10 — Quantificag@o de NUCIEOS............ccooviiiiiiiiiccce e 44

Figura 11 — Imagens em tempo real da linhagem celular A549, submetida ao
LU= 1= 10 01T 0 1 (o TR TSP 45

Figura 12 — Imagens em tempo real da linhagem celular A549, n&do

L= Lo £ TR UPPTP PR a7
Figura 13 — Alteracdes morfologicas em células em cultura...........ccccceveeeiiiiieeneeenn. 48
Figura 14 — Alteracdes morfologicas em células fixadas..........ccoccveeeeeeiiiiiieeen . 50
Figura 15 — Quantificag@o de MRNAS........ccccoiiiiiiicr e 51
Figura 16 — EXPreSSA0 PrOtEICA. .. .uuuuiiiieeeeeeeeeeeeeieeeeeeeiieese e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeanaraaannes 53

Lo LU = T PP PPPUPPOUOTRR 54



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt sttt n s assas s 14
1.1 ANEUPLOIDIA ... eeeeeeeesees s ssssesase s ss s s asssansansens 14
1.2 MECANISMOS QUE INDUZEM A ANEUPLOIDIA ........ooooveerereeeeereeeeeseeseeseeneesseesseensens 17
1.3 ANEUPLOIDIA E CANCER .......oovveeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseseeseesseessseesase s sss s sessass s sassasnsens 20
1.4 VIA DE SINALIZACAO HIPPO .......oooioeeeeeeeeeeeeeeeveseeeeeeesssee s ses s 22
1.5 YAP/TAZ NO CANCER .....oooiveeeteeeeeeeteeee e 25
2 MATERIAL E METODOS ......oooieeeeeeeeeeeeeeeeeesees s ssssss s asns s ssssssssssssssessssssas s sesnsens 29
2.1 CULTURA CELULAR.......ovmieeeeeeeeeeeee e eeeeseesssessess s sssssssssssssssssssssssssssssssessssssssaesasssasssens 29
2.2 TRATAMENTO SEQUENCIAL DE MONASTROL E BLEBBISTATINA ......cccovverrerreenene. 31
2.3 ANALISES MORFOLOGICAS.......oooeoeceeeeeeeeeeeeeeveesesseesessasesesssessssssss s sssss s sesesens 31
2.4 g-PCR €M EMPO FEAI ....ocuiiteeeeecteeeee ettt ettt ettt st s b e era e besaeetesreenaeneas 32
2.5 WESTERN BLOTTING ..ottt s sss s sasssens 33
2.6 CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO ......cooomoeeeereeneeeeeeieeeeesesesessesseesseessesesen. 34
2.7 FUCCI (indicador de ciclo celular & base de ubiquitinaGao) ..........c.ccceveereiireninenineneene 34
3 RESULTADOS € DISCUSSAQ .....oooiveeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesssssesssssesssssssssssssssssssssssss s sesssens 37
3.1 TRATAMENTO COM MONASTROL .......vvureivecieeeieeeeeeeessesesessesssesssessesssesssesssssass s sesssens 37
3.2 EFEITO DO TRATAMENTO SEQUENCIAL DE MONASTROL E BLEBBISTATINA NO

CICLO CELULAR ...ttt st 40
3.3 QUANTIFICACAO DE CELULAS COM + DE 1 NUCLEO........omiueiemeeeeeeeeeeeeeeeseeereresnnes 43
3.4 DETERMINACAO DA FASE DO CICLO CELULAR (FUCCI).......ovveereeeeeereeeeeees e, 45
3.5 ALTERACOES MORFOLOGICAS ......ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesvee s sesssss s sessas s 49
3.6 QUANTIFICACAO DOS MRNAS ......oouiieeeeeeeeseeteees ettt essas s s sesses s neenes 52
3.7 EXPRESSAQ PROTEICA ...ttt 53
4 CONSIDERAGAO FINAL ..ottt teses st ssssasssssssnesnessneenes 56

REFERENCIASX ...ttt sttt sttt s s s e s 58



INTRODUCAO




14

1 INTRODUCAO

11 ANEUPLOIDIA

Os mecanismos de controle do ciclo celular trabalham a fim de chegar ao final
da mitose com células filhas com idéntico conteido de DNA da célula mae, disso
depende a homeostase do organismo. No entanto, células com ganho de ploidia
representam uma parte da populacao em diferentes tecidos. Aneuploidia é geralmente
incompativel com a vida e muitas vezes leva a interrup¢édo da gestacdo ou natimorto
em seres humanos. Somente tolerada em poucos casos, como trissomias dos
cromossomos 13, 5, 18, 21 e X, contudo, levando ao desenvolvimento de sindromes
genéticas, como Down, Turner e outras.

AlteracGes de ploidia podem ser resultado da instabilidade cromossdémica
numeéica (NCI), mecanismo caracterizado por ganho ou perda de cromossomos ou
partes de cromossomos durante a divisdo, que ocorre continuamente durante os
sucessivos ciclos celulares (LENGAUER et al., 1997). E pode ser de dois tipos: W-
NCI, perda ou ganho de cromossomos inteiros ou S-NCI, rearranjo estrutural de
cromossomos, incluindo também, falhas como translocacao, delecéo e/ou duplicacéo,
promovendo ganho ou perda de partes de cromossomos.

Erros de segregacdo cromossOmica ocorrerem naturalmente em
aproximadamente 1% das culturas celulares normais e entre 1% a 5% em tecidos de
camundongos, no entanto esse fenotipo é eliminado ao longo dos sucessivos ciclos
celulares (CIMINI et al., 1999; KNOUSE et al., 2014; REISH et al., 2011; SHELTZER
et al.,, 2011; THOMPSON et al.,, 2008; TORRES et al., 2008; ZHU et al., 2012;).
Contudo nem toda alteracdo cromossdmica constituinte de tecidos normais tendem a
ser eliminadas pelo controle do ciclo celular, em alguns casos permanecem como
caracteristica tipica em determinados sitios ou estagios de desenvolvimento
(CARBONE; CHAVEZ 2015), como é o caso do tecido nervoso e hepatico, que podem
apresentar variadas taxas de altera¢cdes cromossdmicas que ndo sdo eliminadas, uma
hipotese aceita, seria que essa heterogeneidade, resultado da aneuploidia, favoreca
as funcdes nesses tecidos (DUNCAN et al., 2012; MUOTRI et al., 2006; REHEN et al.,
2001).

Com relagéo ao cérebro, evidéncias que ha uma elevada taxa de aneuploidia

nesse tecido, ainda é bastante controversa. Estudos indicam que 10% dos neurdnios
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no cérebro saudavel sdo aneuploides (MCCONNELL et al., 2013; WESTRA et al.,
2008), uma possivel explicacdo, seria que faz parte da fisiologia normal do érgéao,
resultando em heterogeneidade neuronal e nas populacfes da glia. Outro cenario
aponta para a inadequacdo dos modelos e técnicas utilizadas nesses trabalhos
(BAKKER et al., 2015), a maioria dos estudos que trazem essa informac¢do foram
realizados em camundongos, que apresenta um cérebro com pouca similaridade com
0 cérebro humano. Analises génicas em amostras post-mortem, observou-se uma
prevaléncia de apenas 2.2% de células aneuploides. Recentemente, dados
provenientes de 1500 células cerebrais, apenas 0,7% foram qualificadas com
alteracdes cromossdmicas (VAN DEN BOS et al.,, 2016). Assim, essa questdo da
frequencia e do papel da aneuploidia no sistema nervoso central permanece em
discusséao, visto as dificuldades que permeiam os estudos nessa area e a origem das
amostras, que provem de individuos pos-mortem ou com epilepsia ou Alzheimer,
representando uma porcéo pequena do cérebro e ja afetado por doencas.

Diferentemente do cérebro, tem-se melhor estabelecido a presenca regular de
células aneuploides no figado, cerca da metade dos hepatdcitos em adultos sdo
poliploides ou aneuploides (DUNCAN et al., 2012; KNOUSE et al., 2014), estudos
sugerem que essa variedade de células traz uma contribuicdo para a adaptacdo do
figado as injurias e ao estresse cronico (DUNCAN et al., 2012).

Células tronco, € uma condicdo celular qgue vem sendo associado a
aneuploidia. As células tronco sao divididas em dois subtipos segundo seu potencial
de diferenciacao: Pluripontes, células tronco que podem dar origem aos trés tipos de
tecido embrionario e multipotentes, células jA comprometidas com o tecido de origem.
Hoje técnicas sdo capazes de desdiferenciar células trocnco e gerar IPSCs
(pluripotent stem cells), capazes de dar origem a qualquer tipo de célula somatica
(TAKAHASHI et al., 2007). Os trabalhos que vem relacionando células tronco com
aneuploidia mostram que ha uma menor incidéncia de alteragbes cromossdmicas e
aumento de genes relacionados ao reparo do DNA, o que as tornaria mais resistentes
a aneuploidia (MAYNARD et al., 2008). As células tronco se utilizam do apoptose ou
progredir para a diferenciacédo, como um dos meios de impedir a viabilidade de células
com danos no DNA (JAIN et al., 2012). Enquanto a aneuploidia parece se acumular
nas células somaticas ao longo do envelhecimento em camundongo, as células tronco
aneuploides, nos mesmos animais apresentam-se raras (BAKER et al., 2013).

Demonstrando a alta complexidade que envolve esse fendmeno e que as células
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tronco sdo mais sensiveis a danos no DNA do que as células sométicas (FOIJER et
al., 2013).

Outro fenbmeno bastante relacionado a aneuplodia, € o envelhecimento.
(JACOBS et al., 1963; PIERRE; HOAGLAND 1972). As primeiras evidéncias, que
fortaleceram essa associagdo, surgiram a partir de experimentos realizados com
camundongos com diferentes graus de expressao de BubR1, proteina que inibe o
inicio da anafase quando ha erros de ligacdes entre os cinetdcoros e os microtubulos
do fuso mitético. Nos camundongos mutantes com baixa expressdo de BubR1,
esperava-se uma propensdo ao desenvolvimento de tumores, e em vez disso,
observou-se o desenvolvimento de uma série de caracteristicas relacionadas ao
envelhecimento, como: menor tempo de vida, catarata, perda de gordura, deficiéncia
na cicatrizacdo, reducédo da espessura dérmica, entre outros (BAKER et al., 2004).

Estudos posteriores fortalecem essa associacdo (FAGGIOLI et al., 2012;
WILLIAMS et al. 2008), sugerindo que seja um mecanismo natural do envelhecimento
(BAKER et al. 2013). Somando-se a isso, ha evidéncias que esse fendtipo contribua
para mutacdes prejudiciais, que podem promover desordens degenerativas, como o
Alzheimer (IOURQV et al., 2009).

Outra caracteristica a ser considerada nos estudos de células aneuploides, é
seu potencial adaptativo (CHEN et al., 2015; DUNCAN et al., 2012; RANCATI et al.,
2008), resultando no aumento da resisténcia aos tratamentos, uma vez que a inibicédo
da proliferacdo pode selecionar e favorecer a heterogeneidade fenotipica das células
tumorais mais resistentes (CHEN et al., 2015). A perda ou o ganho de cromossomos
especificos é extremamente rara, mas ha evidéncias que mostram em determinados
casos, um padrao nao arbitrario (DUIJF et al., 2013; OZERY-FLATO et al., 2011).

A aneuploidia pode representar um papel importante na homeostase de
diversos 6rgéos e estagios de desenvolvimento, assim como favoreceu ao processo
evolutivo, representando uma ferramenta fundamental para a geracao da variabilidade
genética (OTTO; WHITTON 2000). Entretando, esta associada, intimamente, com
muitas doencgas, sobretudo o cancer, no qual ja foi considerada como principal causa
da tumorigénese, hipdtese ainda bastante discutida e sem resposta definitiva
(SHELTZER et al., 2012).
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1.2 MECANISMOS QUE INDUZEM A ANEUPLOIDIA

Erros durante o processo de divisdo celular podem dar origem a células com
a quantidade de DNA distinto da célula mae. Esses erros sdo finamente controlados
pelo checkpoint mitético, contudo eventos que ignoram 0s mecanismos de controle,
dao a célula alterada capacidade de progredir no ciclo e gerar progénies aneuploides
(MUSACCHIO; SALMON 2007).

Os pontos de checagens sdo mecanismos de feedback que monitora a
progressao do ciclo celular e inibe o inicio de eventos subsequentes até que os
processos da etapa anterior tenham sido executados com sucesso. O ponto de
checagem mit6tico monitora a ligacdo dos cromossomos aos microttbulos durante o
processo de divisao. Para a distribuicdo equitativa de DNA entreas as células filhas, é
necessario que todas as cromatides irmas estejam ligadas aos microttbulos do fuso
mitético. Um dnico cinetécoro que ndo esteja ligado adequadamente ao microtubulo
desencadeia um sinal inibitério, que atrasa a progressdo da mitose, até que haja a
correcdo dessa ligacdo. Esse sinal induz o aumento da expressao da proteina Mad2
(mitotic arrest deficient) que se associa aos cinetdcoros néo ligados ao fuso durante a
metafase. Bubl (budding uninhibited benzimidazole) interage com Mad2 e juntos
inibem o inicio da anafase. Esse atraso é causado pela ligacdo de Mad2 e Bubl ao
complexo Cdc20 que é ativado por outro complexo, o APC (complexo promotor da
anafase). Quando todos o0s cinetécoros estdo ligados adequadamente aos
microtubulos, o complexo APC ubiquitina as securinas que mantinham as separases
inativas, estas por sua vez, livres, quebram as coesinas que mantinham as cromatides
irmas unidas, permitindo a migracdo destas para os respectivos polos da célula,
finalizando com a citocinese, garantindo assim a divisdo adequada das cromatides
irmés (WEAVER; CLEVELAND 2009).

Diversas falhas nos mecanismos de controle da divisdo celular podem
promover ou favorecer a NCI e o aparecimento da aneuploidia, entre elas citamos:

A. Erros durante a montagem do fuso mitético. Embora mutagfes nos genes
responsaveis pelo checkpoint de montagem dos fusos sejam pouco frequentes em
cancer, falhas nesse mecanismo estdo associadas ao aumento da aneuploidia,
mutacdes em BUB1B sdo encontradas na Sindrome da aneuploidia variada em
mosaico (HANKS et al.,, 2004), assim como a super expressdao de proteinas

responsavel pelo ponto de checagem do fuso, como MAD2, a hiperativacdo dessa
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proteina em ratos motivou o desenvolvimento de tumores aneuploides (KATO et al.,
2011; SOTILLO et al., 2007).

B. Perda prematura ou tardia da coesao entre as cromatides irmas, causada,
por exemplo, pela superexpressdo da separasse ou securina, controladoras da
coesdo entre as cromatides, contribui para a formacdo da aneuploidia e a
transformacao celular (ZHANG et al., 2008). Embora nem toda mutagéo nesses genes
leve a NCI e consequentemente a aneuploidia. O impacto da perda da coesdo em
consequéncia de mutacdes genéticas é ainda pouco conhecido (KIM et al., 2016;
TAYLOR et al., 2013).

C. Ligagbes merotélicas: séo falhas nas ligagGes entre os cinetdcoros e 0s
microtubulos do fuso. S&o especialmente perigosas, pois sdo pouco percebidas pelo
ponto de checagens do fuso mitético (CIMINI et al., 2008), sdo consideradas uma das
principais causas da NCI (GREGAN et al.,, 2011), a incidéncia de cromossomos
atrasados durante a anafase em células cancerosas estd entre 10 e 60%
(NICHOLSON; CIMINI 2013). Quando um cinetocoro esté ligado a microtabulos de
ambos os pélos, normalmente ocorre um atraso na migracao desse cromossomo. Se
a falha nao for corrigida, ambas as crométides podem migrar para 0 mesmo polo ou
podem permanecer na zona intermediaria, neste caso, sao excluidas do nucleo e em
consequéncia gerar micronucleos, perfil bastante associado com linhagens celulares
cancerosas (CIMINI et al., 2003; ERTYCH et al., 2014).

D. Fusos Multipolares: surgem a partir principalmente da amplificacao
centrossomal. S&o prevalentes entre células com NCI. Frequentemente encontrados
em canceres humanos, como em tumores invasivos de mama, que apresentam uma
taxa crescente de aneuploidia diretamente proporcional ao grau de agressividade
tumoral (MACHADO-SANTELLI et al.,1994), sdo pouco tolerados em células néo
transformadas.Super-replicacdo dos centriolos €é um modo pelo qual as células
podem aduirir centrossomos extras, ocorre quando h& a superexpressao da proteina
Polo-like quinase (PLK4), maior reguladora da duplicacdo centrossomal, resultando
em multiplos centrossomos extras (COELHO et al., 2015; MARTIN et al., 2014), que
podem se aglomerar em dois polos, no inicio da mitose, criando um fuso
pseudobipolar, fendbmeno denominado aglomerado centrossomal, como uma
provavel forma de adaptagdo, ja que células que se submetem a anafases
multipolares, geralmente, ddo origem a progénies inviaveis (GANEM et al., 2009).

Como esse mecanismo evita uma mitose aberrante ou gera ceélulas irmas



19

aneuploides, ainda ndo estd completamente elucidado, um efeito observado é que ha
um aumento de liga¢cdes merotélicas, mecanismo que leva a perda de cromossomos
durante a anafase (MILUNOVIC-JEVTIC et al., 2016; RING et al., 1982).

E. Células tetraploides: estado geneticamente instavel que pode preceder a
aneuplodia e facilitar a tumorigénese (GANEM et al., 2007). Podem surgir por fusao
celular, a célula resultante entra no ciclo com dois centrossomos que sao
subsequentemente duplicados, depois da mitose podem surgir células irmas com
fusos bipolares que serdo estaveis ou com fusos multipolares instaveis (DEAVE;
KREIZINGER 1971). Quando ocorre por falha na citocinese, podem desencadear uma
NCI, j& que essas células sao cariotipicamente instaveis e sdo capazes de induzir a
formacéo tumoral em camundongos (FUJIWARA et al., 2005; GANEM et al., 2009).

Estudos trazem informacgdes conflitantes, como o controle do ciclo age sobre
essas células poliploides. Num trabalho verificou-se que a perda da funcdo de p53
precede a tetraploidizacdo (BARRETT et al., 1999) e em outro que a inducdo de
tetraplodizacdo ativa p53 (GANEM et al., 2014), pérem, em ambos foi demonstrado
gue as células podem continuar proliferando por diferentes mecanismos. Como se da
esse intercambio entre p53 e tetraploidizacdo ndo esté claro, provavelmente diversas
vias de sinaliza¢do estejam envolvidas nesse processo e uma ja associada, € a via de
sinalizacdo HIPPO (GANEM et al., 2014).

O destino das células tetraploides pode variar bastante, se houver a ativacéo
dos checkpoints, a célula pode parar em G1 e eventualmente seguir para a apoptose.
Se os pontos de checagens estiverem comprometidos, a célula podera progredir no
ciclo, resultando em NCI, gerando aneuploidia e/ou morte celular. Pode ocorrer
também a reducdo do conteido de DNA pela mitose, resultando na segregacédo de
células filhas diploides ao longo de vérias divisdes celulares, enquanto as células

hipodiploides seguiréo para a apoptose (PERA; RAINER 1973).
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1.3 ANEUPLOIDIA E CANCER

O céancer sempre esteve associado ao fenétipo aneuploide, porém, ndo ha um
consenso a respeito do papel da aneuplodia nos estagios do desenvolvimento
tumoral, embora seja uma caracteristica predominante em células cancerosas.
Considerando que algumas linhas de pesquisas afirmam que a aneuplodia é a forca
primaria que dirige a tumorigénese (DUESBERG et al., 1998), outras, no entanto
argumentam que é apenas um efeito decorrente da transformacéo (ZIMONJIC et al.,
2001).

Quem primeiro relacionou erros na divisdo celular ao cancer foi Boveri
(BOVERI 1914) quando observou no desenvolvimento de ouricos que divisbes
mitéticas anormais resultavam em alteracdes cromossdmicas numéricas. Tempos
mais tarde, outros autores sugeriram determinados genes como responsaveis pelo
inicio do tumor e n&o a NCI em si (DUESBERGE et al., 1998; HAHN et al., 1999). E
essencial estabelecer a ligagéo entre aneuplodia e NCI, sabe-se que ambas se afetam
mutualmente. Células humanas com trissomias tendem a taxas mais elevadas de
perda ou ganho de cromossomos que células diploides (REISH et al., 2006, 2011).

Embora seja observado que modelos de camundongos com NCI sejam mais
propensos ao desenvolvimento de tumores. Ainda nao foi possivel entender como
alteracdes no contetdo do DNA pode impactar os estagios da evolucdo tumoral
(ROBIN; DEURSEN 2013). Sabe-se, porém, que trissomias e tetrassomias, sdo
frequentemente observadas em tumores iniciais (BALABAN et al.,1986; SACOTO et
al., 2011).

Estudos in vitro ainda estédo longe de mimetizar o ambiente intratumoral, com
alta heterogeneidade celular, microambientes diferentes, altas taxas de mutacdes e
estresse proteico. Assim, estudos capazes de fornecer novas condicdes de avaliacbes
sdo necessarios, a fim de contrinuir para o desenvolvimento de técnicas mais eficazes
no estudo do papel da aneuploidia na evolucao tumoral.

Ensaio com culturas de leveduras demonstraram que a poliploidia ou
tetraploidia leva a NCI, e aumeta a taxa de sobrevivéncia celular, o estudo sugeri que
altas taxas de mutacdes sofridas nesse processo, favorece a adaptacdo, mantendo
mutacdes beneficas e promovendo sobrevivéncia em cultura. Se essa plasticidade
também pode ser observada em células de mamiferos ainda ndo se pode afirmar
(SANSREGRET et al.,2017; SELMECKI et al., 2015).
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Andlise de canceres humanos mostraram que o fenbmeno de duplicacédo
completa do DNA no inicio do desenvolvimento tumoral foi detectado em 37% dos
tumores analisados (CARTER et al.,, 2012; DEWHURST et al., 2014). Outros
experimentos com linhagens tumorais demonstraram que células tetraploides sé&o
mais tolerantes a erros de segregacdo cromossdmicas do que células diploides
(KUZNETSOVA et al., 2015). Esta bem demonstrado que células tetraploides levam
a NCI, como consequencia a uma elevacao na taxa da heterogeneidade caribtipica e
rearranjos cromossomais continuos que favorecem a formacdo de tumores em
camundongos (DAVOLI; DE LANGE 2012; DEWHURST et al., 2014). Altas taxas de
alteracbes cromossdmica implica numa sobrevivéncia mais curta de pacientes com
melanoma, analises feitas em amostras tumorais e normais demonstraram que o
aumento da aneuploidia est4 associado com a reducdo de marcadores do sistema
imune, o que também foi associado com uma menor sobrevivéncia de pacientes com
melanoma. Sabe-se que a evasao de células tumorais do sistema imune é uma das
marcas do cancer (DAVOLI et al.,, 2017). Assim, temos bem estabelecido, que a
aneuploidia esta presente na maioria dos tumores sélidos e representa um fator de
pior prognostico da doenca. (BAKHOUM et al., 2011; BIRKBAK et al., 2011;
DUESBERGE et al., 2006; MACHADO-SANTELLI et al., 1994).

A complexidade genética encontrada nas células aneuploides é um fator
determinante que dificulta a elucidacdo dos mecanismos envolvidos na formacao do
tumor. Além das alteragcdes no niumero de cromossomos, uma variedade de outros
rearranjos cromossomais pode acontecer. Ha4 decadas a aneuploidia vem sendo
associada a iniciacdo e a manutencao tumoral, mas se a aneuploidia € uma causa ou
meramente uma consequéncia secundaria, permanecemos Ssem resposta
(DUESBERG et al., 2000; MATZKE et al., 2003).
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14 VIA DE SINALIZACAO HIPPO

Como o tamanho dos 6rgdos é determinado nos organismos € uma das
questdes que ainda desafia os pesquisadores na area da biologia celular. Sabe-se
que a privacao nutricional e deficiéncias hormonais comprometem o crescimento dos
orgaos, porém, na auséncia de tais estimulos pouco se sabe como um érgéao atinge o
tamanho adequado. Mesmo em organismos complexos, o crescimento do tecido se
d& ao nivel celular, em contraste com o crescimento ao nivel do tamanho e forma, que
constitui uma propriedade coletiva de um conjunto de células (HARIHARAN et al.,
2015). Estudos em Drosophila mostraram que estruturas embrionérias transplantadas
em adultos, em ambientes heterologo, se desenvolveram de forma normal, mesmo
guando a fase larval foi ampliada (BRYANT; LEVINSON 1985; MARTIN; MORATA
2006). O crescimento normal também ocorre independentemente do numero de
células (HAYNIE; BRYANT 1977). Isso implica que a cessacao da proliferacdo néo
esta limitada pela capacidade proliferativa individual e nem pela localiza¢éo do 6rgéo.
Hoje temos indicacao de seis ou sete vias de sinalizagcédo envolvidas na regulacéo do
tamanho dos 6rgdos em Drosophila (BACH et al., 2003; LEEVERS et al., 1996;
JOHNSTON et al. 1999; PROBER; EDGAR 2000; SAUCEDO et al. 2003), e a via de
sinalizacdo HIPPO é uma delas (JUSTICE et al., 1995; XU et al., 1995).

Diferencas de tamanho entre os animais se refletem no tamanho e no nimero
de células. Numero de células dependem de proliferacdo e apoptose que precisam
ser cuidadosamente controladas para formar 6rgdos com numero apropriado de
células durante o desenvolvimento do tecido, e evitar o crescimento de tumores.
Estudos baseados em técnicas de recombinacéo genica permitiram a identificacéo de
genes que impactam o desenvolvimento de diversos tecidos da Drosophila
melanogaster, incluindo o tamanho do 6rgdo (CONLON; RAFF 1999; PAN 2007).

Um dos primeiros genes isolado em Drosophila melanogaster, associado ao
controle do tamanho do 6rgéo foi o warts (wts, também chamado de lats), que codifica
uma quinase da familia Dbf2(NDR) nuclear. Descrito posteriormente como um
supressor tumoral, perda de warts levou a um supercrescimento de 6rgaos, como:
asas, pernas e olhos, além de uma hipertrofia celular, porém sem afetar a
determinacao do destino da célula no desenvolvimento da Drosophila (JUSTICE et al.,
1995; PAN 2007).
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Por muitos anos, Wts permaneceu sem um regulador a montante ou um um
efetor a jusante, esse estado isolado foi alterado pela identificacdo do gene salvador
(sav; também chamado shar-pei) que codifica uma proteina contendo um dominio
WW. Mutantes de sav apresentam um fendtipo similares ao de warts (TAPON et al.,
2002). Além do aumento da proliferacdo, perda de warts e sav diminuem a apoptose
e aumentam os niveis de reguladores do ciclo celular como a ciclina E e de inibidores
de morte como o Diapl (TAPON et al., 2002).

O maior avanco na elucidacdo da via Hippo foi a identificacdo de Hpo, um
gene supressor tumoral (PANTALACCI et al., 2003; UDAN et al., 2003; WU et al.,
2003) que codifica uma proteina quinase da familia Ste-20, cuja perda reflete efeitos
similares ao de warts e sav (WU et al., 2003).

O estudo de Wu et al. (2003), identificou os principais genes que compdem a
cascata de sinalizacdo que conhecemos hoje, onde Hpo fosforila e ativa Wts, Sav
potencializa essa fosforilacdo e controla os niveis transcricional de Diapl e ndo pés-
transcricional como havia postulado Tapon et al. (2002) e Pantalacci et al. (2003),
representando a primeira explicacao do funcionamento da via.

Assim, se a cascata de quinases era capaz de regular a transcricao de genes,
deveria existir reguladores transcricionais desempenhando esse papel na cascata.
Huang et al. (2005) identificaram o gene do coativador transcricional Yorki (yki), como
fosforilado e inativado por wts. Superexpressdo de yki levou ao aumento da
proliferacdo celular, enquanto a perda de yki levou a uma atrofia do tecido,
completando, assim a cascata proposta por Wu et al. (2003).

O ndcleo central de quinases da via de sinalizacdo Hippo possuem
componentes altamente conservados durante a evolucdo e de diversas outras
proteinas, ja conhecidas, regulando ou sendo reguladas pelos componentes da
cascata (JOHNSON; HALDER 2014). A denominacdo hippo vem do fendtipo
resultante da perda da funcdo de componentes da via, responsaveis pelo controle
negativo da proliferacdo celular, gerando um crescimento excessivo que lembra um
“hipopdtamo”.

A primeira funcédo descrita da via hippo foi a de controlar negativamente o
crescimento dos 6rgaos, contudo, hoje temos evidéncias que a associam com outros
processos, como sobrevivéncia, diferenciacdo, manutencao de células tronco e outros
(JOHNSON; HALDER 2014; PICCOLO et al., 2014).
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A cascada central inicia-se pelas ja descritas como supressoras tumorais, as
serine/treoninas quinases MST1/2 (homdélogo em D. melanogaster, Hpo), Lats1/2
(homélogo em D. melanogaster, Warts) e Salvador (homologo em D. melanogaster,
Sav), uma proteina adaptadora, que interage com MST1/2 e outra adaptadora
MOBIA/B (homodlogo em D. melanogaster, Mats) quem aciona Lats1/2. Lats1/2 por
sua vez fosforila os efetores da cascata, os co-ativadores transcricionais YAP/TAZ
(homoélogo em D. melanogaster, Yki), que s&o retidos ou degradados por
proteossomos no citoplasma, impedidos de translocarem-se para o ndcleo e em
complexo com TEADs, desencadearem a transcricdo de genes alvos. Os TEADs se
nao estiverem ligados a YAP/TAZ, formam complexos com o cofator transcricional
vestigial-like protein 4 (VGLA) que reprimi a expressao de genes que seriam alvos de
YAP/TAZ (JOHNSON; HALDER 2014).

Portanto, a via é considerada ativa quando MST1/2 e Lats1/2 estdo exercendo
sua funcdo quinase e a atividade de YAP/TAZ é inibida (figura 1). Por outro lado,
guando a via € inativada, YAP/TAZ acumulam-se no ndcleo, onde desencadeiam a
expressao de genes, como para a proliferacao, diferenciacdo e sobrevivéncia celular
(figura 1), através da ligacdo com os fatores transcricionais TEADs (GOULEV et al.,
2008; OTA; SASAKI 2008; YU et al., 2015).

Estimulos mecanicos também tém sido associados com a via, como adeséo
celular, adeséao célula-matriz, tenséo contratil e o citoesqueleto de actina, que emerge
como um regulador fundamental da via, intermediando forcas externas através de
proteinas associadas a cascata intracelular (DUPONT et al., 2011; GANEM et al.,
2014).

Muitas evidéncias apontam que a perda da sinalizacdo e/ou a desregulacéo
da via Hippo esta presente em muitos canceres humanos (CORDENONSI et al., 2011;
HARVEY et al., 2013; STEINHARDT et al., 2008). Estudos realizados em canceres
indicam que 0s componentes mais upstream da via Hippo agem como supressores
tumorais, enquanto o efetor mais downstream teria um papel predominantemente
oncogenico. Supressora ou oncogenica, é indiscutivel o importante papel da via nos
mecanismos envolvidos com o surgimento e o desenvolvimento tumoral (YU et al.,
2015).
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HIPPO PERTURBAGAO HIPPO

*FT: fatores

transcricionais 1 DIFERENCIAGAO  APOPTOSE PROLIFERAGAO SOBREVIVENCIA PLURIPOTENCIA

Figura 1 — Esquema simplificado da Via de Sinalizacéo Hippo, baseado na literatura.

15 YAP/TAZ NO CANCER

YAP/TAZ é o efetor final da via de sinalizacdo Hippo, responséavel por
promover a transcricdo de genes que vao favorecer a proliferacdo, a manutencéo de
células tronco e modular a diferenciacdo (JOHNSON; HALDER 2014). A acumulacéo
nuclear de YAP é determinante para a sua funcdo, porém nao depende apenas da
fosforilagdo por Lats, pois YAP fosforilado também pode ser visto no nacleo. Dados
sugerem que a fosforilacdo é uma das vias de exclusdo nuclear de YAP/TAZ nao
necessariamente o primeiro evento, possivelmente dependa de multiplos fenbmenos
sua saida do nucleo (WADA et al., 2011)

Diversos estimulos estdo sendo associados com a translocacéo de YAP/TAZ
ndcleo/citoplasma. Tratamentos com compostos que interferem na polimerizacdo da
actina F (Citocalasina ou latrunculina) que reduzem as fibras de estresse, provocam

a acumulacédo nuclear de YAP. O mesmo foi observado com inibidores da miosina Il
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(blebbistatina). Sugerindo que a conformacgéo das fibras de estresse, através da
modificacdo da estrutura da actina-F regula a atividade de YAP (MANA-CAPELLI et
al., 2014; WADA et al., 2011).

Outras evidéncias apontam que células tetraploides, originadas de falha na
citocinese, ativam a via hippo, fazendo com que Lats fosforile YAP/TAZ, obrigando-o
a sair do nucleo e interrompendo a proliferacdo celular. Nesse mesmo cenario celular,
outro trabalho recente, mostrou que a ativacdo de YAP, aumenta a poliploidia,
decorrente de falhas na citocinese, isso se deu pelo incremento de p27, regulador
desse mecanismo. Em Ambos os casos temos YAP e/ou TAZ envolvidos em
mecanismos de inducdo ou de resposta na formacdo de células tetraploides, no
primeiro caso, foi suficiente a restauracdo de um antagonista de Lats para as células
retomarem a proliferacdo, no segundo, os ensaios foram realizados em hepatécitos
ndo tumorais, comumente poliploides, estado que favorece a fisiologia do figado.
Esses dados levam a cré que a via esta intimamente vinculada no desenvolvimento e
manutencao do estado tetraploide, restando estabelecer por quais mecanismos essa
atuacao ocorre e como é modulado (GANEM et al., 2014; NAKAYAMA et al., 2004,
ZHANG et al., 2017).

Muitas evidéncias apontam que a tetraploidia favorece a iniciacdo da NCI,
esta por sua vez, intermedeia a formacédo de células aneuploides e o desenvolvimento
tumoral. Assim como, encontramos YAP/TAZ associado tanto na manutenc¢éo tumoral
como na tumorigénese. A influéncia de YAP e/ou TAZ nesses processos nao pode ser
justificada por mutacdes nos genes que codificam os componentes da via de
sinalizacdo Hippo, com excec¢do de NF2 (codifica Merlin), mutacdes soméaticas nos
componentes principais da via sao raras (HARVEY et al., 2013; PICCOLO et al.,
2014).

Dados clinicos mostram que altos niveis da expresséo de TAZ implicam numa
menor sobrevida do paciente e numa maior resisténcia a quimioterapia (BARTUCCI
et al.,, 2015). Em amostras de mama, a expressdo de TAZ foi mais elevada nos
tumores mais agressivos, e que seu aumento em cultura celular realgca a formacgao de
mamoesferas, cujo injetado promoveu o crescimento tumoral in vivo. Esses dados
ressaltam que TAZ pode ser um possivel candidato a fator de prognostico e um futuro
alvo terapéutico (CORDENONSI et al., 2011). Recentemente outro estudo associou

YAP com AMOTL1 em cancer de mama. Estimulado por YAP, AMOTL1 promove a
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migracao e o crescimento tumoral, sugerindo com isso que a via Hippo pode também
influenciar o grau de invasividade tumoral (COUDERC et al., 2016).

No entanto, muitas excecdes tém sido descritas. YAP €& frequentemente
deletado em canceres hematopoiéticos, e sua restauracao leva a morte celular tanto
in vivo como in vitro (COTTINI et al., 2014). Bem como em linhagens tumorais de
mama, onde o knockdown de YAP resultou em sobrevivéncia, aumento na migracao
e invasao celular (YUAN et al., 2008). Enquanto, outro componente mais upstream da
via, mostrou-se favorecer o crescimento de tumores prostaticos (STAUFFER et al.,
2016), contradizendo o modelo proposto inicialmente, que 0s componentes mais a
montante seriam supressores tumorais e o efetor final da via, YAP, teria um papel
oncogenico. Muitos eventos podem estar relacionados com o carater desempenhado
pela via, tipo de tecido, microambiente, estagio de desenvolvimento, muitos estimulos
podem influenciar o papel representado pela via, bem como outras vias de sinalizacao
podem modular componentes especificos de forma ndo canbnica e favorecer uma
resposta ou acdo ndo ainda ndo esperada, em razdo da complexidade de funcdes, ja
descritas, que a via pode atuar.

Diante dessa diversidade de mecanismos que envolvem a via de sinalizacao
Hippo, podemos pressupor que a continuidade dos estudos trara novas contribuicdes
para o desenvolvimento de terapias menos invasivas aos pacientes, diagndsticos mais
eficientes e ainda mais precoces, e sobretudo informacBes que promovam o

progresso do conhecimento na area da biologia celular.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 CULTURA CELULAR

Neste trabalho foram utilizadas a linhagem MCF-7 (figura 2), proveniente de
adenocarcinoma mamario, estabelecida por Soule et al., 1973 e a linhagem A549
(figura 3), estabelecida por D.J. Giard et al, em 1972, ambas obtida atraves da ATCC
(American type culture collection cell line and hybridomas, EUA). As células foram
mantidas em DMEM — F12 (Dulbecco,s Modified Eagle’s Minimum Essential Medium,
Sigma, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil), em
atmosfera controlada com 95% de ar e 5% de CO2 a 37 °C. As subculturas serédo
realizadas a cada 2 ou 3 dias por meio de digestdo enzimética contendo solucao de
tripsina a 0,2% e EDTA a 0,02%.
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ATCC Number: HTB-22
Designation: ~ MCF-7

Low Density Scale Bar=100um  High Density ~ Scale Bar = 100pm

Figura 2 - Imagem da linhagem celular MCF-7, retirada do site da ATCC, fornecedora da linhagem.

ATCC Number: CCL-185
Designation:  A-549

Low Denity Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100pm

Figura 3 - Imagem da linhagem celular A549, retirada do site da ATCC, fornecedora da linhagem.
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2.2 TRATAMENTO SEQUENCIAL DE MONASTROL E BLEBBISTATINA

Para a amplificacéo da populacao celular com ganho de ploidia, utilizamos um
tratamento, consistindo na administracdo de Monastrol por 15 horas, que inibe a
atividade da proteina Eg5, envolvida na movimentacao dos centrossomos e formacao
do fuso bipolar (KAPOOR et al., 2000; MALIGA et al., 2002). Seguido por Blebbistatina
que interage com a miosina Il, ndo muscular, responsavel, juntamente com a actina
pela formacdo do anel contréatil durante a citocinese (KOVACS et al., 2004). Como
resultado do tratamento observamos o aumento da frequéncia de células com ganho
de ploidia, representadas nas fases G2/M do ciclo celular e da hipertetraploide, com
>AC (figura 7 e 8). O tratamento foi estabelecido anteriormente por nosso grupo
(ROSA et al., 2011).

1° PONTO DE ANALISE 2° PONTO DE ANALISE 3° PONTO DE ANALISE

48 horas de —

plaqueamento

Figura 4 - Esquema do tratamento seqiiencial de Monastrol e Blebistatina em células MCF-7 e A549.

2.3 ANALISES MORFOLOGICAS

As células foram semeadas na densidade de 1X10* em placas de petri de 35
milimetros, com laminulas previamente esterilizadas, depois de submetidas ao
tratamento sequencial, vide figura 4, foram lavadas 3 vezes com PBSA estéreo e
aguecido a 37 ° C, fixadas com paraformaldeido a 3,7% por 20 minutos, novamente
as células foram submetidas a 3 lavagens sucessivas com PBSA. Para interromper o

efeito do fixador, foram deixadas em BSA por 10 minutos. Ao término do processo de
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fixacdo as células foram armazenadas a 4° C. As imagens foram adquiridas em
microscopio de contraste de fase. Nas imagens de fluorescéncia foi utilizado lodeto

de Propideo para marcacdo do DNA.
2.4 g-PCR em tempo real

A extracao de RNA foi realizada usando ChargeSwitch Total de Kits de RNA.
O RNA foi quantificado usando um Espectrofotdmetro NanoDrop ND1000. Os niveis
de expressdo foram determinados por analise q-PCR em tempo real (Corbett
Research - Rotor Gene 6000 em tempo real de ciclista). As condi¢gdes de g-PCR foram
Da seguinte forma: 45 °C durante 10 minutos, 95 °C durante 15 minutos e 40 Ciclos
95 °C por 15 segundos; Tm °C por 20 segundos; 72 °C para 30 segundos. Apés a

derretimento. A normalizacao foi feita contra ARN total. Os iniciadores utilizados foram

0s Seguinte:
gAURKA_Right gAURKA _Left TGGAATATGCACCACTTGGA
GACCACCCAAAATCTGC (Tm55 °C)
gCICLINB1_Right gCICLINB1_Left CGGGAAGTCACTGGAAACAT

AAACATGGCAGTGACACCAA (Tmb55 °C)

BACTIN_Right BACTIN_Left ATGACCCAGATCATGTTTGAG
CATGAGGTAGTCAGTCAGGT (Tm53 °C)

ghYAP_Right ghYAP_Left CACAGCTCAGCATCTTCGAC
TATTCTGCTGCACTGGTGGA  (Tm56 °C)

ghTAZ_Right ghTAZ_Left TCCAATCACCAGTCCTGCAT (Tm
CCCCTCATTCTCTGCTTGGA 56 °C)

gLATS Right gLATS Left CACTGCATCCTCAACCTTGG (Tm
GAGGCTGAGGTGGGGATATA 56 °C)
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2.5 WESTERN BLOTTING

As células foram semeadas em placas de Petri de 60 milimetros de diametro
a uma densidade inicial de 5x10° células por placa. Nos dias de interesse, as células
foram homogeneizadas em tampdo RIPA (NaCl 150 mM, NP-40 1,0%, &cido
deoxicolato de sédio 0,5% em Tris 50 mM-HCI, pH=7,5) contendo inibidores de
protease (mix da Sigma- Aldrich). Apés centrifugacdo (12000 g) por 5 minutos a 4 °C,
0 sobrenadante foi coletado e apds quantificadas, através do método BCA. A leitura
da absorbancia foi realizada por leitor de ELISA utilizando filtro de 595 nanémetros
(nm). O fracionamento das proteinas foi realizado em mini-gel de poliacrilamida 12%
com SDS (2 horas e 120 V) em tampao de corrida (Tris 0,25 M, Glicina 1,92 M, 2% de
SDS - em agua miliQ em pH: 8,3). Para tal as amostras foram diluidas em tampéao de
amostra 4x (Tris 0,5 M — pH= 6,8, glicerol, SDS 10%, bromofenol blue 1% e
betamercaptoetanol 1% em agua milliQ) e fervidas por 5 minutos a 100 °C. Em cada
poco foram carregados 60 ug de proteina total. O padréo de peso molecular utilizado
foi o Precision Plus Protein Standards — Dual core Bio-Rad.

A transferéncia para membrana de PVDF (Amersham Pharmacia) foi
realizada por 2 horas a 200 mA em tampéo de transferéncia (Tris 0,025 M, glicina
0,192 M e metanol 20% em agua destilada). A eficiéncia da transferéncia foi avaliada
corando-se a membrana em solugédo de Ponceau 0,5% por 3 minutos. Em seguida, a
membrana foi lavada em TBS 0,02 M por 3 vezes de 10 minutos cada. O bloqueio foi
realizado com TBS 0,02M contendo 1% de albumina e Tween 20 (Pharmacia) 0,05%
por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo. Apés o bloqueio os anticorpos
primarios de interesse foram diluidos em TBS 0,02 M e 1% de albumina, incubados
overnight a 4 °C sob agitacdo. ApOs as sucessivas lavagens com TBS e TTBS, a
membrana foi incubada com o anticorpo secundario (1:1000) (Kit ECL, Amersham
Pharmacia) e revelada por quimioluminescéncia (ECL, Amersham Pharmacia),
utilizando-se o sistema ChemiDoc™ XRS+ imaging, disponibilizado pelo Prof. Dr. Luis
Mario Janini (UNIFESP), conforme especifica¢cdes do fabricante, os resultados foram
registrados em imagens. Para o controle da concentracédo de proteinas carregadas
por poco foi utilizada GAPDH (1:1000, Sigma — Aldrich) e aTubulina (1:1000, Sigma —
Aldrich).
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2.6 CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

A andlise do ciclo celular foi realizada através da detec¢do do conteudo de
DNA das células apos coloracao por iodeto de propidio. Para tanto as células foram
destacadas por tripsina, centrifugadas a 1200 rpm por 8 minutos, lavadas com 1
mililitro de PBSA e novamente centrifugadas. Ao final fixadas em metanol gelado
diluido em PSBA (3:1) por 1 hora, lavadas com PBS e centrifugadas, ressuspendidas
em uma mistura de 200 uL de PBS + 20 pL de RNAse (10mg/mL) + 20 pL de lodeto
de Propideo. Apds 1 hora as amostras foram adquiridas através do sistema Guava
(GE), onde foram analisados 5.000 eventos a cada leitura em trés experimentos
independentes.

2.7 FUCCI (indicador de ciclo celular a base de ubiquitinacéo)

As células foram transfectadas utilizando o kit Premo™ FUCCI Cell Cycle
Sensor Works (Life Technology), que consiste em um sistema baseado em proteinas
fluorescentes (vermelho—RFP e verde-GFP) fundidas com cdtl e geminina,
respectivamente (SAKAUE-SAWANO et al., 2008). Dois substratos diretos dos
complexos APCCd1 e SCFSkP2, Geminin e Cdtl, estdo envolvidos na regulacdo do
complexo pré-replicativo (NISHITANI et al., 2000), a protedlise e a inibicdo mediada
pela Geminina de Cdtl s&o essenciais para prevenir a replicacdo. Devido a
ubiquitinacdo dependente do ciclo celular, os niveis da proteina Geminin e Cdtl
oscilam inversamente. Os niveis de Cdtl sdo mais elevados durante a fase G1,
enquanto os niveis de Geminina sdo mais altos durante as fases S, G2 e M
(NISHITANI et al., 2004). A ubiquitinacéo de Cdtl expressa a fluorescéncia vermelha,
indicando a fase G1 do ciclo celular. Geminina, indicadora da fase G2/M, sera
expressa em verde. A fase S serd possivel verificar pela sobreposicdo de ambas

fluorescéncias, expressa em amarelo (figura 5).
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Figura 5 — Esquema explicativo da técnica FUCCI, utilizando-se o Kit™ FUCCI Cell Cycle Sensor
Works (Life Technology) (MECHALI; LUTZMANN 2008).
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3 RESULTADOS e DISCUSSAO

3.1 TRATAMENTO COM MONASTROL

Aneuploidia é uma condicdo celular intrigante, encontra-se presente o0
desenvolvimento normal e a saude do organimo, mas intrinsicamente associada a
condicBes patoldgicas. Diante da dificuldade da manutencéo de células com perda de
DNA em cultura, a maioria dos estudos concentram-se no ganho de material genético.
No entanto, um estudo recente demonstrou que ambas condi¢Ges, ganho ou perda,
leva a efeitos bastantes similares (BEACH et al., 2017). Tendo em vista a hecessidade
do estudo de células aneuploides, propomos neste trabalho um esquema de
tratamento capaz de produzir populagdes celulares nessas condi¢cdes. O primeiro
composto utilizado foi o monastrol, que tem como alvo a proteina motora Eg5,
responsavel pela separacdo dos centrossomos na formacdo do fuso mitético. O
monastrol ndo interfere na replicacdo dos centriolos, nem na organizacao
centrossomal, no entando, pode levar a formacao de ligacdes sintélicas (KAPOOR et
al., 2000), nas quais ambas crométides irmas apresentam-se ligadas a microtubulos
do mesmo polo. A inibicdo da separacéo dos centrossomos na mitose leva a formacao
de fusos mitoticos monopolares e consequentemente pode acarretar numa populacao
com ganho ou perda de material genético, durante a migracdo dos cromossomos,
como observado na citometria de fluxo realizada neste trabalho (figura 6A).

Determinamos o periodo de 48 horas ap6s o plagueamento para iniciarmos o
procedimento (figura 6), no qual obtivemos maior aumento da populacdo G2/M,
aproximadamente 20%. A quantidade do composto e o tempo de exposicdo ja havia
sido definido anteriormente por nosso grupo (ROSA et al., 2011).

O tratamento com monastrol resultou em formacdes semelhantes as células
em mitose (figura 7B). Estas figuras mitéticas foram confirmadas em preparacfes
coradas por iodeto de propideo e observadas ao microscopio de fluorescéncia. E
interessante observar que eram raras as figuras de anafase e tel6fase nestas culturas,
ao contrario dos controles (figura 7D). Estruturas em forma de “roseta” (figura 7D, E)
foram mais frequentes em relacdo aos controles (figura 7C), formacgdo tipica

observada ap0s o tratamento com monastrol (KAPOOR et al., 2000).
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Figura 6 — Gréfico e imagens do tratamento com Monastrol. (A) gréafico da distribuigdo celular segundo
a quantidade de DNA, corado com iodeto de propideo.
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Figura 7 — Fotomicrografia em microscopia da linhagem celular A549, (A) Controle (objetiva de 20X);
escala: 200 uM. (B) Populacéo tratada com monastrol por 15 horas (objetiva de 20X); escala: 200 uM.
(C, D, E) Fluorescéncia da linhagem celular A549 submetidas ao tratamento com Monastrol, obtidas
por microscopia fluorescente, evidenciando nucleo em vermelho. (C) controle; (D) tratada com
monastrol; (E) detalhe: cromossomos distribuidos em formatos de “rosetas”.
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3.2 EFEITO DO TRATAMENTO SEQUENCIAL DE MONASTROL E
BLEBBISTATINA NO CICLO CELULAR

Uma vez que os efeitos com monastrol foram confirmados, amento da
frequéncia de células em G2/M. Iniciamos as avaliacGes por citometria de fluxo do
procedimento completo, ja estabelecido anteriormente pelo nosso grupo (ROSA et al.
2011). Primeiramente as populagdes celulares foram tratadas com o monastrol por 15
horas, seguido por blebbistatina por 4 horas. A blebbistatina tem como alvo a inibigao
da miosina Il, impedindo a formacao do anel contratil e consequentemente o bloqueio
da citocinese, favorecendo assim, a formacao de células com duplicacdo do DNA. Na
linhagem MCF-7, observamos nos histogramas de citometria de fluxo (figura 8C), a
ampliacdo da populacdo em G2/M, que representa a populacdo com duplicacdo de
DNA, de aproximadamente 13%, em relacéo ao controle e a fase G1(figura 8A), ndo
foi observada alteracbes significativas nas populacdes recuperadas por 48 horas
(figura 8A).

Adotamos outra linhagem A549, em raz&o da impossibilidade de transfectar a
linhagem MCF-7 com a técnica FUCCI. Ampliamos o tempo de recuperacédo para 72
horas (figura 9A) e acrescentamos mais um ponto para a analise (figura 9A, C). Ao
final do tratamento sequencial, com ambos 0s compostos, observamos um incremento
de aproximadamente 6% na populacdo G2/M (figura 9A, D) e na populacéo
recuperada de 10%, em relacdo ao controle (figura 9A, E). Na populacdo
hipertetraploide, obtivemos 0s seguintes resultados: tratamento com o monastrol e
blebbistatina de 10% e na populacao recuperada 26% (figura 9A), em relacdo aos
respectivos controles. Assim, o tratamento se mostrou eficaz na expanséo de células
com ganho de DNA em ambas as linhagens, sobretudo, na populagdo submetida a
maior tempo de recuperacdo, sugerindo que o tratamento utilizado, promova a
iniciacdo e o estabelecimento de uma NCI nas populacdes tratadas, condicao
observada na exposicdo ao maior tempo de recuperacédo (figura 9D). Esses dados
confirmam a literatura, relacionando a NCI, ou de outro modo, o continuo ganho ou
perda de material genético, na promocédo de células aneuploides ao longo das
sucessivas divisbes celulares (GANEM et al., 2007; SHENK; GANEM 2017).
Indicando, assim, que o tratamento pode ser um mecanismo eficiente no estudo da

NCI por tempo prolongado em cultura.
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Figura 8 - Ciclo celular da linhagem MCF-7. A: distribuicdo celular segundo a quantidade de DNA,
corado com iodeto de propideo, analise realizada no Microsoft Excel. B: populacdo controle. C:
Populacao tratada com monastrol 100 uM por 15 horas, seguida por blebbistatina 20 uM por 4 horas.
D: populagéo recuperada por 48 horas. Histogramas obtidos a partir de  amostras analisadas e
adquiridas em citometria de fluxo AMNIS.
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Figura 9 — Ciclo celular da linhagem A549. A: gréfico da distribuicdo celular segundo a quantidade de
DNA, corado com iodeto de propideo, analise realizada no Microsoft Excel. B: controle. C: tratamento
com monastrol 100uM por 15 horas. D: tratamento com monastrol 100uM, seguido por blebbistatina
20uM 4 horas. G: populacao recuperada por 72 horas, graficos obtidos a partir de amostras adquiridas
em citometria de fluxo GUAVA.
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3.3 QUANTIFICACAO DE CELULAS COM + DE 1 NUCLEO

Afim de qualificar a populacdo com aumento de ploidia, realizamos a
quantificacdo das células com + de 1 nucleo, especificamente das fases de interesse
G2/M e hipertetraploide, ambas com aumento nos ensaios de ciclo celular em relacao
ao controle (figura 8, 9). Para determinarmos se as populacbes em G2/M e
hipertetraploide, representavam popula¢cdes com aumento no nimero de nucleos ou
com ganho de material genético, quantificamos os nudcleos nas imagens produzidas
na citometria de fluxo AMNIS (figura 10). Nesses ensaios foram adquiridos 5000
eventos de cada amostra, a partir das imagens de cada evento, as células foram
separadas em monucleadas e com + de 1 de nucleo (figura 10). Observamos na
quantificacdo, que o tratamento utilizado ndo amplia a quantidade de nucleos e sim o
ganho de material genético, provavelmente de cromatides inteiras, decorrentes das
ligacdes sintélicas (figura 10, 11), decorrente do tratamento com monastrol, assim o
sistema se mostrou especifico para o estudo da instabilidade genética in vitro, sem a
necessidade de promover a formacao inicial de células tetraploides binucleadas
(GANEM et al., 2007; SHENK et al., 2016).
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Figura 10 - Imagens de citometria de fluxo Amnis. A: populagdo controle, pico G2/M. B: populacéo
tratada com monastrol 15 horas e blebbistatina 4 horas, pico G2/M; C: populacdo recuperada por 48
horas, pico G2/M. D: populagéo controle, pico aneuploide. E: populacéo tratada com monastrol 15
horas e blebbistatina 4 horas pico aneuploide. F: populagéo recuperada por 48 horas, pico aneuploide.
Imagens obtidas a partir de amostras analisadas e adquiridas uma a uma em citometria de fluxo AMNIS,

das quais foram quantificadas as células.
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Figura 11 — Quantificacdo de nucleos. A: quantificacdo de células com + de 1 nucleo em G2/M e
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3.4 DETERMINACAO DA FASE DO CICLO CELULAR (FUCCI)

A fase do ciclo celular foi avaliada apés o tratamento sequencial. Utilizamos a
técnica (FUCCI), indicador de ciclo celular por ubiquitinacdo fluorescente, na qual
proteinas especificas de fases distintas do ciclo expressam uma cor correspondente,
vermelho ou verde, a medida que sao ubiquitinadas. A Cdtl(fluorescéncia em
vermelho), esta associada a montagem do complexo pré-replicativo, indicativa da fase
G1, e a proteina geminina (fluorescéncia em verde), indicativa da fase G2/M. As
populacdes celulares foram plaqueadas, transfectadas, segundo especificagcdes do kit
Premo™ FUCCI Cell Cycle Sensor Works, e submetidas ao tratamento sequencial.
Ao término do tratamento, o meio foi substituido por meio livre de drogas. As
populacdes foram mantidas sob condi¢cdes de cultura no equipamento INCELL
(CEFAP-multiusuario) e acompanhandas por 48 horas, as imagens foram adquiridas
a cada uma hora. Nas primeiras horas de recuperagcdo, ndo observamos indicacao
fluorescente, sugerindo que as células submetidas ao tratamento sequencial

estivessem em GO, ou que a expressao da fluorescéncia ainda fosse baixa para ser
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detectada. ApGs 12 horas de recuperacédo, vé-se que a fluorescéncia em vermelho
comeca a ser visivel (figura 12). Acompanhando a sequéncia de imagens,
observamos que a populacdo transfectada progride no ciclo, as 23 horas de
recuperacédo, observamos a maior expressao da fluorescéncia verde, indicando que a
maioria das células, que efetivamente foram transfectadas, estejam em G2/M, neste
momento, aparentemente sincronizadas (figura 12). Na imagem seguinte, vemos
células em distintas fases do ciclo. Em vermelho, indicacdo de G1, amarelo onde
ambas fluorescéncias se sobrepdem, indicando a fase S e em verde, em G2/M (figura
12). Como s6 foi possivel observarmos fluorescéncia apds 12 horas de recuperacao,
ndo temos dados suficientes para afirmar a fase do ciclo celular logo ap6s o término
no tratamento, sugerimos GO, por ndo haver fluorescéncia visivel, indicando que o
tratamento geraria uma parada no ciclo, que foi retomado apés a interrupcao por meio
de cultura sem os compostos. O ensaio aqui realizado exigiria uma maior
disponibilidade do equipamento, situacdo complicada num equipamento multiusuario.
Seria interessante acompanhar as popula¢des celulares do inicio ao final do
tratamento, para determinarmos em qual momento o tratamento efetivamente
interferiu no destino celular e induziu a parada em G0O. Como seria mais dispendioso,
optamos por acompanhar somente o periodo de recuperacdo de 48 horas. Com
relagdo a populacao controle, observamos a fluorescéncia em verde, fase G2/M, apos
12 horas de recuperacdo aumentando nas imagens subsequentes (figura 13),
sugerindo que o tratamento interfere no destino celular e a continua exposi¢cdo aos
compostos, poderia levar a morte celular, situacdo observada quando expusemos as
células por 24 horas sob o tratamento com monastrol (dados ndo mostrados). Sabe-
se que a morfologia, decorrente da alteracdo da densidade in vitro, pode afetar a
sinalizacdo que determina o destino da célula, de progredir ou ndo no ciclo
(MAMMOTO; INGBER 2009), no entanto, o estimulo gerado pelos compostos
influenciou de algum modo essa sinalizagdo. Notamos que mesmo em baixa
densidade, a populacéo tratada encontra-se parada em GO, contudo, com a supressao
do tratamento, as células foram estimuladas a voltar e a progredirem no ciclo,
conforme vemos na figura 12, fluorescéncia verde, apds 23 horas de recuperacao,
indicando que as interferéncias nos eventos mitéticos ndo foram suficientes para
desencadear a morte celular e que as alteragdes de ploidia ndao afetaram a

proliferagao (figura 12).
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Figura 12 — Imagens em tempo real, populacdo submetida ao tratamento sequencial e recuperada por
48 horas. Células transfectadas com a técnica FUCCI. (A1, B1, C1, D1) imagens de contraste de fase.
(A2, B2, C2, D2), imagens fluorescentes. Linha A: recuperacao 12 horas. Linha (B): recuperagédo 23
horas. Linha C: recuperacéo 37 horas. Linha D: recuperacdo 46 horas. Imagens adquiridas no sistema
InCell Analyzer 2200 GE. Escala: 200 uM.
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Figura 13 — Imagens em tempo real, populagdo controle, recuperada por 48 horas. Células
transfectadas com a técnica FUCCI. (A1, B1, C1, D1) imagens de contraste de fase. (A2, B2, C2, D2),
imagens fluorescentes. Linha A: recuperacdo 12 horas. Linha (B): recuperacdo 23 horas. Linha C:
recuperacdo 37 horas. Linha D: recuperacao 46 horas. Imagens adquiridas no sistema InCell Analyzer
2200 GE. Escala: 200 uM.



49

3.5  ALTERACOES MORFOLOGICAS

As avaliac6es morfoldgicas foram realizadas em microscopia de contraste de
fase. O tratamento com blebbistatina levou a expressivas modificacées na morfologia
celular, como protrusdes de membrana, afuniladas e mais alongadas que o corpo
celular (figura 14). Inibicdo da miosina Il gera alteragbes nas fibras de estresse e
consequentemente afeta a conformagcdo do citoesqueleto (AYALA et al.,, 2017),
resultando nas alteracbes morfolégicas observadas (figura 14, 15). Essas
modificacdes foram recuperadas apdés a retirada do tratamento, demonstrando que o

tratamento efetivamente induziu as alteragdes (figura 14).
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Figura 14 - Altera¢cdes morfologicas. Fotomicrografia em microscopia de contraste de fase (IVOS),
mostrando o aspecto morfoldgico. (A) A549, controle, (B) A549, tratada com monastrol 100um E
blebbistatina 20um, (C), A549, recuperagdo 72 horas. (D) MCF-7, controle, (E) MCF-7, tratada com
monastrol 100um E blebbistatina 20um, (F), MCF-7, recuperacdo 48 horas. Linhagens em cultura.
Escala: 200 puM.
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e

Figura 15 - Altera¢des morfologicas. Fotomicrografia em microscopia de contraste de fase, mostrando
0 aspecto morfolégico das linhagens A549 e MCF-7. (A) A549, controle, (B) A549, tratamento com
monastrol 100uM e blebbistatina 20uM. (C) MCF-7, controle, (D) MCF-7, tratamento com monastrol
100uM e blebbistatina 20uM Escala: 200 pM.
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3.6 QUANTIFICACAO DOS mRNAS

O tratamento realizado teve como alvos eventos distintos do ciclo celular,
desta maneira, selecionamos genes relacionados com a formacéo e maturagéo do
fuso mitético, como a Aurora A, e com eventos iniciais da mitose, como a Ciclina B.
Na busca por um gene normalizador para os ensaios, identificamos que o mMRNA da
actina sofria significantes alteracdes ao longo do tratamento. Desta maneira, optamos
por avaliar o citoesqueleto de actina. Os ensaios monstraram que as populagdes
submetidas ao tratamento ndo se encaminharam para apoptose (figura 8, 9), e sim a
proliferacdo, apos a supressdo do mesmo, desde modo optamos por avaliar dois
componentes da Via de Sinalizacdo Hippo, Lats e YAP/TAZ. A superexpressao e
ativacao de Lats, inativaria a proliferacdo, enquanto a superexpresséao de YAP/TAZ e
sua localizagdo no nucleo, a promoveria (GANEM et al., 2014). A quantificacao foi
realizada por g-PCR. No primeiro ponto de andlise, apds o tratamento com monastrol,
observamos expressivo aumento na expressao dos genes da Aurora A, Ciclina B
(figura 16), indicando que as células estavam, neste momento, prontas para iniciar a
mitose. No segundo ponto de analise, ao final do tratamento sequencial, tivemos um
maior aumento na expressdo do mRNA da actina e YAP/TAZ (figura 16). YAP/TAZ é
descrito como sensor para estimulos mecanicos, incluindo rigidez do substrato,
densidade celular e alteracdes morfologicas (DUPONT et al., 2011). Também estdo
relacionados na promocéao de genes envolvidos no remodelamento do citoesqueleto
e na ligacdo entre a actina e a matriz extracelular (MORIKAWA ET AL. 2015).
Blebbistatina ao inibir a miosina Il, interfere na formacdo das fibras de estresse,
estimulando a localizacdo nuclear de YAP (WADA et al., 2011), esse aumento da
expressdo do mRNA de YAP pode estar se refletindo na expressao proteica (dados
sugestivos de Western Blotting ndo mostrados), que com Lats pouco expresso (figura
16), teriamos o favorececimento da sobrevivéncia celular e posterior proliferacao, o
gue realmente ocorreu apos a supressao do tratamento. O mRNA da actina sofreu
maior aumento, assim como YAP/TAZ, apds o tratamento com a blebbistatina (figura
16), que afetou a formacao das fibras de estresse (AYALA et al., 2017), tanto nas
células em mitose, como nas células em interfase. Efeito, provavelmente, seria o
responsavel pelo aumento da degradacdo da actina nas fibras de estresse, e
consequentemente a diminuicdo da expressao proteica, como observado neste ponto
(figura 17).
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Figura 16 - Quantificacdo de mRNAs, das popula¢cdes submetidas ao tratamento sequencial e da
populacdo controle. Sistema g-PCR, linhagem A549. Gréafico de massa total de mRNAS, produzido no
Microsoft Excel.

3.7 EXPRESSAO PROTEICA

Nos ensaios de Western Blotting, encontramos a maior expressao da actina
posterior ao tratamento com monastrol (figura 17). Sugerimos que esse dado, seja
decorrente da condicdo celular, na qual teria material e estrutura equivalente para
duas células filhas, ou da duplicacdo dos centrossomos, gerados pela inibicdo da
separacédo do fuso mitético, que podem ser os responsaveis pelo aumento expressivo
da proteina actina, visto terem sido descritos como centros nucleadores de novos
filamentos para a formacao do citoesqueleto (FARINA et al., 2016; WORDERMAN;
DECARREAU 2016). Para obtermos outros dados que indicasse esse fenébmeno, de
nucleacdo dos filamentos de actina pelos centrossomos, teriamos que analisar o
momento inicial, onde se deu a parada da populagcdo em condigcbes de mitose e

compararmos com o final do tratamento, se a expressao proteica da actina
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aumentasse nesse intervalo, poderia ser um indicativo a mais do papel dos
centrossomos na formagéo de novos filamentos no mecanismo estudado aqui.

A maior expressdo de mRNA da actina, ocorreu posterior ao tratamento com
blebbistatina, o que nado se refletindo na expressdo proteica. Esse efeito €,
provavelmente, decorrente da perturbagéo gerada nas fibras de estresse, pela inibicao
da miosina Il, que induziria maior degradacédo dos filamentos, refletida na baixa
expressao proteica neste ponto (figura 17), e a alta na taxa transcricional, seria uma
tentativa de recompor o citoesqueleto degradado das células interfasicas afetadas

pelo tratamento.
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Figura 17 - Expressdo proteica. Densitometria da expressdo proteica, a partir do tratamento com
Monastrol 15 horas, monastrol 15 horas e blebbistatina 4 horas e recuperacéo por 72 horas da linhagem
celular A549. A: quantificacdo da densitometria da actina, grafico por Microsoft Excel. B: expressao
proteica. 1: controle do tratamento com monastrol. 2: tratamento com monastrol por 15 horas. 3:
controle do tratamento com monastrol 15 horas e blebbistatina 4 horas. 4: tratamento com monastrol
15 horas e blebbistatina 4 horas. 5: controle da recuperacdo. 6: recuperacdo. Quantificacdo da
densitometria realizada no software IMAGE;.
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4 CONSIDERACAO FINAL

A aneuplodia esta associada a diferentes condicfes celulares, favorecendo a
sobrevivéncia, seja para a manutencdo e o desenvolvimento saudavel do organismo
ou como iniciadora e apoiando processos patoldgicos diversos. E fato, que essa
caracteristica leva a uma sele¢éo, dentro da populacéo celular, condicao que favorece
a resisténcia aos tratamentos, em casos patoldgicos, e a sobrevivéncia em ambos os
casos, patologicos ou ndo. No cancer, esta presente em tumores mais agressivos e
envolvida na menor sobrevida dos pacientes.

O trabalho apresentado aqui, demonstrou um método eficiente para o estudo
de células aneuploides, com ganho de DNA, in vitro. Sugerindo, também, que os
mecanismos bloqueados com o tratamento, ja descritos como meios de formacéo de
células com instabilidade cromoss6mica, podem influenciar eventos moleculares
envolvidos com a sobrevivéncia celular. O mecanismo completo envolvido nesses
eventos ainda é desconhecido, porém, podemos supor, considerando os resultados
alcancados aqui, que a inativacdo da via de sinalizacdo Hippo seja um dos modos
responsaveis por fornecer as células os meios necessarios para a sobrevivéncia,
como o remodelamento do citoesqueleto de actina, a fim de adequar a célula ao
aumento do material genético e para compensar a provavel degradacdo da actina,

decorrente da desestruturacao das fibras de estresse pela inibicdo da miosina Il.
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