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RESUMO

MATSUMOTO, C.S. Potenciais mecanismos de regulacdo da fosfatase PTEN pelas
proteinas SET e PP2A e seu envolvimento na predisposi¢cdo ao carcinoma bucal. 2016.
115f. Tese (Doutorado) Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2016.

O cancer € a segunda doenca com maior indice de mortalidade no Brasil e ainda é responsavel
por um elevado nimero de 6bitos em todo o mundo. Durante a tumorigénese ocorrem diversas
alteracdes no genoma, transcriptoma, proteoma, e interatoma que permitem o desenvolvimento
da célula maligna. Alteracfes descritas na via de sinalizacdo PI3K-Akt, tais como ganho de
funcdo da quinase PI3K ou perda de funcdo da fosfatase PTEN, levam ao aumento de PIP3 com
ativacéo constitutiva dos alvos downstream, como da quinase Akt. A regulacio negativa da Akt
pode ser realizada pela fosfatase PP2A, que é inibida pela proteina SET (ou inibidor 2 da PP2A).
Existem diversos mecanismos que podem contribuir para a desregulacdo da sinalizacédo celular
e 0 aumento na quantidade de uma Unica proteina pode levar ao desequilibrio no processo.
Recentemente, nosso grupo identificou o aumento da proteina SET em diversas amostras de
pacientes com carcinoma bucal, que foi associado a ativacdo da Akt. Sendo assim, o objetivo
geral deste trabalho foi caracterizar os potenciais mecanismos de regulacéo da fosfatase PTEN
pelas proteinas SET e PP2A e o papel de PTEN na predisposicdo ao carcinoma bucal. Para isso,
através de vetores de expressdo foi identificada dentre outras, a subunidade B56A da PP2A
capaz de reduzir os niveis de PTEN fosforilado no residuo de S380; a interacdo das proteinas
PTEN e PP2A foi confirmada por co-imunoprecipitacdo (co-IP) e imunofluorescéncia; a
atividade de PP2A e PTEN foram avaliadas frente a expressdo de SET e regiGes da SET na
presenca ou ndo de mutagdes sitio-especificas; e os niveis de expressdo de PTEN foram
relacionados ao actimulo ou silenciamento (SiRNA e shRNA) de SET em CECPs e no
tratamento com agente hiperacetilante (TSA) e desmetilante (5aza-deoxicitidina). Também foi
avaliado o papel de PTEN na expressdo de BMALL in vitro e in vivo, utilizando animais
geneticamente modificados com delecdo de PTEN tecido-condicional ao epitélio. Os resultados
obtidos sugerem a participacdo da SET em mecanismos de controle da expressdo génica de
PTEN e a participacdo de PTEN no controle da expressédo de BMAL.

Palavras-chave: 1. PTEN. 2. PP2A. 3. I:,PP2A. 4. Céncer. 5. Sinalizagdo Celular. 6.

Fosforilacao.



ABSTRACT

MATSUMOTO, C.S. Potential regulation of PTEN phosphatase by PP2A and SET
proteins and its role in oral cancer predisposition. 2016. 115f. Thesis (Doctorate Degree)
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, 2016.

Cancer is the second cause of death in Brazil and the oral cancer is among the most predominant
cancers worldwide. During tumorigenesis several changes occur in the genome, transcriptome,
proteome and interatoma leading to malignant cells development. Some of the more important
modifications occur in the PI3K-Akt pathway, such as the loss of PTEN phosphatase function,
which increase PIP3 and results in the constitutive activation of downstream targets, including
the kinase Akt. PP2A is responsible for the negative regulation of Akt and is inhibited by SET
(or Inhibitor 2 of PP2A). Many mechanisms can lead to deregulation of these signaling
pathways and the increase in one protein can result in pathway loss of balance. Recently
Leopoldino et.al. (2009) identified SET levels increased in oral cancer tissue samples, associate
to Akt activation. The main objective of this project is evaluating how PP2A and SET regulate
PTEN and its relation to cancer predisposition. For this, expression vectors were used to
identify, among others, B56A subunit of PP2A reducing levels of p-PTEN S380; the interaction
between PP2A and PTEN was confirmed by co-immunoprecipitation (co-IP) and
immunofluorescence; PP2A and PTEN activity were evaluated against expression of SET and
SET regions in the presence or not of site-specific mutations; and PTEN expression levels were
related to the accumulation or silencing (siRNA and shRNA) of SET in CECPs and the
treatment with agents for hyperacetylation (TSA) and demethylation (5-aza-deoxycytidine).
The role of PTEN on BMALL expression was evaluated in vitro and in vivo, using transgenic
animals with tissue-specific deletion of PTEN for epithelium. The results suggest the
involvement of SET in control of PTEN gene expression and participation of PTEN in the
control of BMAL expression.

Keywords: 1. PTEN. 2. PP2A. 3. I.PP2A. 4. Cancer. 5. Cellular Signaling. 6. Phosphorylation.



RESUMEM

MATSUMOTO, C.S. Potenciales mecanismos de regulacion de la fosfatasa PTEN por las
proteinas SET y PP2A: Sus implicaciones en la predisposicion al carcinoma bucal. 2016.
115f. Tesis (Doctorado). Facultad de Ciencias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-
Universidad de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

El cancer constituye en la actualidad un problema de salud mundial por su elevada tasa de
morbi/mortalidad. Basado en estos criterios en Brasil ocupa el segundo lugar basado en estos
criterios. Durante la tumorigénesis ocurren diversas alteraciones a nivel del genoma,
transcriptoma, proteoma e interactoma que desencadenan en la aparicion de células malignas.
Alteraciones descritas en la via de sefializacion PI3K-Akt, tales como el incremento en la
actividad de la quinasa PI3K o la pérdida de la funcion de la fosfatasa PTEN, conllevan al
aumento de PIP3 asociada a la activacion constitutiva de receptores (downstrean) y de la kinasa
Akt. La regulacion negativa de la Akt puede ser realizada por la fosfatasa PP2A, la cual es
inhibida por la proteina SET (2do inhibidor de PP2A). Existen diversos mecanismos que
favorecen la desregulacion de la sefializacion celular y el aumento de los niveles de una Unica
proteina pueden conducir a un desequilibrio del proceso. Recientemente nuestro grupo
identifico el incremento en los niveles de SET asociado a la induccion de actividad Akt en
varias muestras de pacientes con carcinoma oral. En este sentido, el objetivo del presente
estudio fue caracterizar los posibles mecanismos de regulacion de la fosfatasa PTEN por las
proteinas SET y PP2A, asi como el rol de PTEN en la predisposicion al carcinoma oral.

Para este fin, através de vectores de expresion ha sido identificado, la subunidad de PP2A B56A
puede reducir los niveles de p-PTEN S380; la interaccion de PP2A y PTEN fue confirmada por
co-inmunoprecipitacion (co-IP) e inmunofluorescencia; la actividad de PP2A y PTEN se
evaluaron contra la expresion de SET y regiones del SET con o sin mutaciones sitio-especificas;
y los niveles de expresion de PTEN se relacionaron con la acumulacién o el silenciamiento del
SET (siRNA y shRNA) en CECPs y de tratamiento hiperacetilante (TSA) y desmetilante (5-
aza-desoxicitidina). También se evalud el papel de PTEN en la expresion de BMALL in vitro e
in vivo, usando animal transgénico con deleccion sitio-especifica de PTEN en epitelio.

Palabras clave: 1. PTEN. 2. PP2A. 3. I12PP2A. 4. Céancer. 5. Sefalizacion Celular. 6.

Fosforilacion.
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1. Introdugéo

1.1. Carcinoma Bucal

Segundo a Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC/OMS), o cancer € a
maior causa de morte no mundo. No ano de 2012, foram estimados 14,1 milhdes de novos casos
e 8,2 milhdes de mortes em decorréncia ao cancer (World Cancer Report 2014, 2014). No
Brasil, o cancer é a segunda doenca com maior indice de mortalidade, sendo superada apenas
pelas doencas arteriais e cardiacas. As estimativas do Instituto Nacional de Cancer
(INCA/Ministério da Saude) para o ano de 2016 foram de 596.000 casos novos, sendo 295.200
em homens e 300.800 em mulheres (Estimativa: Incidéncia de Cancer no Brasil, 2016).

Os carcinomas de cabeca e pescogo relacionam-se a tumores de cavidade oral, seios
paranasais, faringe e laringe. Anualmente, ocorrem aproximadamente 686.000 novos casos de
cancer de cabeca e pesco¢o no mundo (World Cancer Report 2014, 2014). O carcinoma de
cabeca e pescoco se origina no epitélio também conhecido como epitélio estratificado, o qual
apresenta alta expressdo de proteinas chamadas citoqueratinas que fazem parte dos filamentos
intermediarios. Embora o consumo de alcool e tabaco seja apontada como principal causa desse
tipo de cancer, responséavel pelo desenvolvimento de 88% dos casos de cancer de cabeca e
pescoco no mundo, nas Ultimas décadas o HPV vem se destacando com crescente participacdo
entre os fatores de predisposicdo ao desenvolvimento de canceres de orofaringe e base de
lingua (World Cancer Report 2014, 2014).

Os diferentes Carcinomas Espinocelulares de Cabeca e Pesco¢o (CECPS) apresentam
em comum o caminho de progressdo de células hiperplasicas para células displésicas que
podem progredir para o desenvolvimento do carcinoma in situ e, caso haja aumento de seu
potencial metastatico, se tornar um carcinoma invasivo (Figura 1). Esse caminho de progressao
¢ caracterizado pelo acumulo de alteracBes genéticas e epigenética em oncogenes, proto-
oncogenes e supressores tumorais responsaveis por alteracbes de vias de sinalizacdo
relacionadas a maior malignidade da doenga (World Cancer Report 2014, 2014).

Os tumores de CECPs podem ser classificados também como HPV positivos ou
negativos. Nos tumores positivos para HPV a perda de supressores tumorais (p53) resulta do
efeito das proteinas E6 e E7 do virus. Os tumores negativos para HPV se caracterizam pelo
aumento da instabilidade cromossdmica e consequente acumulo de alteragdes genéticas e
mutacdes em supressores tumorais e oncogenes. A perda dos supressores tumorais e 0 acimulo

de oncogenes determina o surgimento de uma célula transformada com maior potencial
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proliferativo e, conforme se acumulem as alteragdes, crescimento anormal dessa célula alterada
até que esta tenha tomado todo um campo do tecido e o desenvolvimento do tumor (Leemans
etal., 2011). Desse modo, o acumulo de alteragdes cromossomicas e mutacoes resulta em perda

de controle de crescimento e/ou ganho de fatores de crescimento (Figura 1).
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Figura 1.Caminho de proliferagdo do cancer em CECPs. Os canceres de CECP podem ser
classificados como HPV positivo (HPV*), onde as proteinas E6 e E7 sdo as principais efetoras da perda
de genes supressores tumorais e que resultaram no desenvolvimento do tumor, ou HPV negativo (HPV-
), caracterizados por um aumento na instabilidade cromossémica. O acumulo de alteracdes
cromossdmicas e mutacdes com perda de supressores tumorais e aumento de oncogenes resulta em perda
de controle de crescimento e/ou ganho de fatores de crescimento, e determina o surgimento de uma
célula alterada com capacidade proliferativa maior que das células normais até o surgimento do tumor
(modificado de Leemans et al., 2011).

Trabalhos recentes empregando técnicas de sequenciamento em larga escala para
mapear 0 genoma de CECPs, identificaram os genes TP53, NOTCH, PTEN e PIK3CA alterados
na maioria dos tumores analisados (Stransky et al., 2011), reforcando dados anteriores que
relacionavam alteragdes nesses genes ao desenvolvimento de CECPs (Cully et al., 2006; Klein
e Grandis, 2010).

Os avancgos na compreensao da biologia molecular do cancer de cabeca e pescogo tém
aberto novas direcbes na ciéncia. O aumento das pesquisas foi direcionado para o
desenvolvimento de terapias contra alvos moleculares especificos ou a predi¢ao de tratamentos
baseadas nas caracteristicas dos tumores apos analise de marcadores moleculares e sele¢do de

pacientes para terapias moleculares especificas (Ang et al., 2002). Ainda, a maioria das
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alteracOes genéticas que ocorrem durante este processo ainda ndo é conhecida ou nao estéo
totalmente compreendidas (Awada e Lalami, 2005).

Estes dados evidenciam a alta incidéncia de cancer na populacdo e fortalece a
necessidade de pesquisas direcionadas para 0 melhor entendimento da tumorigénese, bem como
do estabelecimento de diagnosticos para escolha de tratamentos, prognésticos, e
acompanhamento dos pacientes. Nosso grupo de pesquisa identificou e validou o aumento da
proteina 12PP2A/SET (Inhibitor 2 of PP2A) em amostras de CECP (Leopoldino, Squarize,
Garcia, Almeida, Pestana, Sobral, et al., 2012).

1.2. PTEN-PI3K

O sistema fosfoinositideo de sinalizacdo celular € uma rede de enzimas e mensageiros
fosfolipides, responsavel pela regulacdo da maioria dos processos celulares.

As proteinas PI3K (Phosphoinositide Kinase-3) e PTEN (Phosphatase and Tensin
Homolog Deleted on Chromosome 10) sdo responsaveis pela regulacdo dos niveis de
Fosfatidilinositol 3,4,5-Trifosfato (PtdIns(3,4,5)P ou PIP3), e frequentemente estas proteinas
sdo encontradas mutadas no cancer (Eng, 2003; Pedrero et al., 2005; Cully et al., 2006; Jiang e
Liu, 2009; Ohgaki e Kleihues, 2009; Bunney e Katan, 2010; Morris et al., 2010).

O Fosfatidilinositol é um fosfolipidio de membrana que pode ter as posicGes 3, 4 e 5 do
anel inositol alternadamente fosforiladas, resultando em sete diferentes fosfoinositideos. Estes
fosfoinositideos podem ser usados como substrato para a formacdo de varios segundos
mensageiros e seu anel inositol fosforilado pode se ligar e regular a atividade de varias
proteinas. Alteracdes no metabolismo de PIP3 estdo relacionadas a processos inflamatorios,
diabetes e cancer (Jiang e Liu, 2009; Bunney e Katan, 2010).

Como o PIP3 participa ativamente dos processos regulatorios de sobrevivéncia,
proliferacdo e crescimento celular, a perda de controle na sinalizacdo de PIP3 e sua consequente
exacerbacdo podem levar ao desenvolvimento de cancer (Bunney e Katan, 2010).

O gene PTEN foi identificado como supressor tumoral em 1997 por Li et al. e, em
trabalho independente, por Steck et al. (1997) e, desde entéo, tem sido relacionado a diversos
tipos de canceres, inclusive os de cabeca e pescogo (Squarize et al., 2002; Pedrero et al., 2005).
O gene PTEN se localiza no cromossomo 10g23.3 e codifica uma proteina de 403 residuos com
atividade fosfatase, também conhecida como MMAC (Mutated in Multiple Advanced Cancers)

ou TEP1(Transforming growth factor-g-regulated and Epithelial-cell Enriched Phosphatase
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1), capaz de hidrolisar o grupamento fosfato da posicdo 3 em PIP3, para formagéo de PIP2, e
regular negativamente a via de sinalizacdo PIP3 (Maehama e Dixon, 1998).

O principal alvo de PIP3 para regulacdo da viabilidade, proliferacdo e crescimento
celular ¢é a proteina Akt (Stambolic et al., 1998) (Figura 2). O produto da quinase PI3K, PIP3,
ao se ligar a Akt provoca o seu recrutamento para a membrana e a0 mesmo tempo sua ligagéo

a PDK1, que é responsavel pela fosforilacdo de Akt em seu dominio quinase (T308).

Adaptadode The Cell: A
Molecular Approach.
COOPER, 2nd Ed., 2000. | proliferagdo/apoptose |

Figura 2. Esquema de sinalizacdo de PIP3. PTEN é responsavel pela desfosforilacdo de PIP3 em
PIP2, enquanto, PI3K realiza a fosforilagdo de PIP2 em PIP3. Quando fosforilado, PIP3 ativa a proteina
Akt que controla a proliferagdo e apoptose celular (adaptado de The Cell: A molecular Approach,
COOPER, 2nd Ed., 2000).

Diversos estudos frequentemente mostraram PTEN mutado ou perdido em diversos
tipos de canceres, principalmente, gliomas, de prostata, endometrial, pulmonar, de célon e de
mama (Li et al., 1997; Eng, 2003; Ohgaki e Kleihues, 2009). Atualmente, mutacdes no gene
PTEN séo consideradas o segundo tipo de mutacdo mais frequente em genes supressores
tumorais, sendo ultrapassadas apenas pelas mutagdes em TP53 (Keniry e Parsons, 2008). A
perda de PTEN leva ao acumulo de PIP3 promovendo o recrutamento de PDK1 e Akt (Bononi
etal., 2011).

A metilacdo do promotor de PTEN tem sido descrita em varios tipos de tumores (Baeza
et al., 2003), inclusive em carcinoma epidermdide oral (Kurasawa et al., 2008). Existem claras

evidencias genéticas do papel de PI3K e PTEN na tumorigénese: mutagdes somaticas em cancer
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que alteram PTEN (Eng, 2003) e a subunidade catalitica alpha de PI3K (PIK3CA) (Ligresti et
al., 2009) provocam o aumento da atividade da via de sinalizacdo PIP3. O aumento da atividade
das proteinas PI3K mutantes resulta em atividade oncogénica. A reducdo na atividade de PTEN
leva a0 acumulo de PIP3 nas células e ativacdo irrestrita dos seus alvos secundarios
(downstream). Além disso, a perda de funcdo de PTEN tem sido associada as Sindromes de
Predisposicdo ao Cancer Hereditario como a Sindrome de Cowden, a Doenca de Lhermitte-
Duclos assim como a ocorréncia de canceres esporadicos (Eng, 2003; Cully et al., 2006).

Outro mecanismo proposto por Vazquez et al. (2000) refere-se a fosforilagdo dos
residuos S380, T382 e T383, presentes na cauda C-terminal da proteina, resultando numa
conformacao mais estavel, porém menos ativa, por outro lado a desfosforilagdo desses residuos
resulta numa maior atividade e menor estabilidade da proteina, que é degrada pelo sistema
ubiquitina-proteassomo (Trotman, et.al., 2007; Wang, et.al., 2007; Fouladkou, et.al., 2008;
Ahmed et.al., 2012).

Recentemente, estudos com Ressonancia Magnética Nuclear (RNM) demonstraram que
a fosforilacdo dos residuos da cauda C-terminal ocorre em dois eventos em cascata
independentes. Em um deles, a proteina Caseina Quinase 2 (CK2) fosforila os residuos de S385,
S380, T381 e T382. No segundo cluster, a proteina CK2 fosforila o residuo de S370, em
seguida, a quinase Glicogénio Sintase 3 Beta (GSK3p) fosforila os residuos de T366 e S362, e
ao final, a proteina CK2 fosforila S361 e T363. Outras quinases, como a Polo-like Quinase 3
(Xu et al.), Serina/Treonina Quinase 11 (STK11) (Mehenni et al., 2005) e Caseina Quinase 1
(CK1) (Vazquez et al., 2000b), tém sido relacionadas a fosforilacdo de PTEN, mas ainda ndo
se conhece de que maneira atuam sobre a fosfatase (Cordier et al., 2012).

Diversos estudos relacionaram modificacdes pos-transcricionais de PTEN com sua
sublocalizacdo celular.

Destes, varios estudos tém corroborado a teoria de que a calda N-terminal se liga
especificamente a PIP2 presente na membrana celular e determina alteracbes na conformacao
de PTEN, resultando na ativacdo alostérica e, juntamente, com a fosfatidilserina induz
alteracdes na estrutura e a sua ligacdo ao substrato PIP3 (Leslie et al., 2008).

Apesar de ser uma proteina de membrana, PTEN também €é encontrada no nucleo (Liu
et al., 2005; Shen et al., 2007; Fouladkou et al., 2008; Planchon et al., 2008; Jacob et al., 2009;
Song et al., 2011; Horita et al., 2016) onde mantém seu potencial de suppressor tumoral.
Trotman et al. (2007) mostraram que o residuo de Lisina 289 é essencial para a migracdo de

PTEN para o nucleo celular, esse residuo pode ser monoubiquitinado e direcionar a
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internalizacdo de PTEN no ndcleo, ou poliubiquitinado, e nesse caso sera direcionado para a
degradacéo via proteassomo (Trotman et al., 2007).

Os residuos de Serina 380 e Treonina 382, 383 determinam, além da atividade de PTEN,
sua ligacdo a membrana plasmatica. Das et al. (2003), mostraram que quando estes residuos
sdo desfosforilados, ocorre a ligacdo de PTEN a membrana e ao serem desfosforilados se
tornam disponiveis no citoplasma. Segundo Odriozola et al. (2007), a desfosforilagdo dos
residuos de S380A e S385A determinam maior ligacdo de PTEN a membrana, mas a
fosforilacdo de S380E mostrou menor ligacdo de PTEN a membrana quando comparada com a
fosforilagdo do residuo de S385E.

Na presenca de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS), ocorre rompimento da ponte
de enxofre formada na regido catalitico da fosfatase PTEN e perda da estrutura terciaria da
proteina, essa modificacdo na estrutura do sitio catalitico leva a inativacdo da fosfatase (Figura
3).

Fosfatase C2 C-Terminal
L S--S—I

|

ROS

Figura 3.Mecanismo de Inativacdo de PTEN pelo estresse oxidativo. Na presenca de (EROS), a
ligacdo de uma ponte de enxofre presente na regido catalitica da fosfatase é rompida e a perda da
estrutura terciaria leva a perda de atividade.

Além desses mecanismos de controle bioquimico, pode ocorrer, ainda, acetilacdo do
sitio catalitico e da calda C-terminal (Figura 4).



Introducao |8

PIP3 4 PIP3
Ub
A

membrana

PDZ-BD —
CKII ~
o [ GSK3-B Fosforilagao |
\%04 n PIk3
& CHail
- = =]
Acetilagédo \ 0,NO
—

00“'\ TXN

s
v / \C2 loop
NEDD4-1}| HAUSP Oxidagao/
S-Nitrosilagao

nucleo

Adaptadode Sing e Shan,
Curr. Cancer Drug Targets,
‘ Poliubiquitinagio ‘ Monoubiquitinagio v.11, 2011.

Figura 4. Representacdo esquematica da regulacdo bioquimica de PTEN através de modificacdes
pos-transcricionais. A proteina PP2A pode ter sua atividade regulada pela fosforilagdo da sua calda C-
terminal ou por oxidagdo ou S-nitrosilacéo de sua regido catalitica na presenca de estresse oxidativo; ser
translocado para o nucleo através de monoubiquitinacdo ou degradado ap6s poliubiquitiinagdo; e sofrer
acetilacdo em sua regido catalitica e/ou calda C-terminal.(modificado de Singh e Chan, 2011).

Embora diversos processos de regulacdo de expressdo génica, eventos pos-
transcricionais e pds-traducionais tenham sido descritos, o completo entendimento da regulacédo

de PTEN ainda nao foi elucidado.

1.3. Proteina PP2A
A proteina fosfatase 2A (PP2A), uma serina/treonina fosfatase, foi descoberta por Chernoff et
al. (1983). Posteriormente, a PP2A foi identificada como uma holoenzima formada por diversas
subunidades regulatorias (Figura 5), as quais determinam diferentes especificidades pelos
substratos e diferentes atividades (Janssens e Goris, 2001). A holoenzima é constituida por uma
subunidade catalitica (subunidade C, 36 kDa) comum a todas as fosfatases desse grupo, uma
subunidade regulatoria (subunidade B, de 50 a 130 kDa) e uma terceira subunidade estrutural
variavel (subunidade Aa ou AB) que permite a formacdo da holoenzima heterotrimérica devido

a sua capacidade de ligacdo as diferentes subunidades regulatorias (Mumby, 2007). As
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diferentes subunidades B sdo expressas diferencialmente de acordo com o tipo de tecido e em
determinado estagio durante a diferenciagdo e o desenvolvimento celular (Bononi et al., 2011).
Até 0o momento, foram descritas 3 familias para as subunidades regulatorias (B, PR72 e

B56) e a familia B56 possui 8 isoformas descritas (Mumby, et. al., 2007) (Figura 5).

Subunidade
Catalitica

(C)

Subunidades

‘. Regulatodrias
= & (B’

_ >23 isoformas

Subunidade Heterodimero . ;

Estrutural
(A) Divididas em 3 familias:
2 isoformas B, PR72e B56

Modificado de MUMBY, Cell,v. 130, 2007. BS6 - 8 isoformas

Figura 5. Representacdo esquematica para a formagédo da holoenzima de PP2A. O heterodimero
formado pela interagdo entre as subunidades catalitica (C) e estrutural (A) ird determinar qual
subunidade regulatoria se ligara para a formacdo da holoenzima (modificado de Mumby et.al., 2007).

Devido a variedade de substratos que a PP2A pode desfosforilar, um grande nimero de
fosfoproteinas e vias de sinalizacdo podem ser afetadas pela PP2A (tais como Akt, c-Myc,
RalA). Algumas subunidades regulatdrias de PP2A tiveram sua atividade relacionada a uma
determinada via de sinalizac¢do: a subunidade B56a foi associada a Bcl2 (Ruvolo et al., 2002)
e a regulacdo de c-Myc e B-catenina (Arnold e Sears, 2008); B56 parece participar da
degradacdo de Pim-1 (Ma et al., 2007); B56y parece atuar na regulagdo de p53, paxilina,
mdm2/Hdm2 e p300; B56A teve sua atividade descrita na regulacdo de Cdc25C, HANDL1 e
DARP-32 (Arnold e Sears, 2008). A PP2A formada pela subunidade B55a teve sua atividade
relacionada a desfosforilacdo dos residuos T308 e S473 de Akt (Kuo et al., 2008b). A
subunidade B56A teve sua atividade relacionada ao controle do ciclo celular através da inibicéo
de Cdc25C (Forester et al., 2007), assim como a ativagdo de GSK3B(Yu et al., 2014). Apesar
desses dados, existem diversas funcdes da proteina PP2A que ainda ndo foram relacionadas a

uma subunidade regulatéria.
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Alguns estudos tém relacionado a atividade de PTEN e PP2A (Mistafa et al., 2010; Nho
e Kahm, 2010; Bononi et al., 2011; Xu et al., 2011), em estudo de protedmica desenvolvido
por Crockett et al. (2005) os unicos grupos de fosfatases identificadas como ligantes a PTEN
foram as Fosfatases Transmembrana com Homologia a Tensina (TPTE) e a familia B56 da
subunidade regulatoria de PP2A. Contudo, o mecanismo de interagdo destas permanece
desconhecido.

1.4. Proteina SET

O gene humano SET foi originalmente identificado a partir de estudos em Leucemia
Indiferenciada Aguda por Von Lindern et al. (1992). A proteina SET (TAF-I beta ou 12PP2A),
um potente e altamente seletivo inibidor de PP2A (Li et al., 1996), foi identificada em altos
niveis no cancer de cabeca e pescoco (Leopoldino, Squarize, Garcia, Almeida, Pestana, Sobral,
et al.,, 2012), cancer de préstata (Hu et al., 2015), de mama (Janghorban et al., 2014),
pancredtico (Farrell et al., 2014) e em tumor de Wilm’s (Carlson et al., 1998).

Recentemente, alguns trabalhos apresentaram a regulacdo negativa de SET como
alternativa terapéutica para diversos tipos de canceres através do aumento de atividade de PP2A
e inducdo de degradacdo de c-MYC (Mukhopadhyay et al., 2013; Farrell et al., 2014;
Janghorban et al., 2014).

Segundo os estudos desenvolvidos, a SET aumenta a atividade de p53 através da
fosforilacdo do residuo S46 via p38 MAPK (Liu et al., 2012). Como Akt apresenta funcédo
oposta a p53 (promove aumento da sobrevivéncia celular) a ativacdo simultanea da Akt pela
SET pode conter a apoptose induzida por p53 hiperativado. Este mecanismo de regulagdo pode
explicar a neurodegeneracdo cronica observada nos neurdnios afetados pela Doenca de
Alzheimer (Liu et al., 2012).

Tanimukai et al. (2005) mostraram que a proteina SET que apresenta peso molecular
aparente de 39 kDa, pode ser clivada em um fragmento de 20 kDa (NAP) e é translocada do
nucleo para o citosol de células cerebrais de pacientes com Alzheimer. O fragmento identificado
nesse trabalho apresentou perda da calda C-terminal (Acida). Uma vez no citoplasma, ambos
os fragmentos NAP e Acido interagem com PP2A e inibem sua atividade (Arnaud et al., 2011).

De acordo com Ten Klooster et al. (2007), quando a SET esta localizada na membrana
plasmatica ela estimula a migracdo celular de maneira dependente de Racl, pois Rho GTPase
Racl controla a adeséo e a mobilidade celular, e a regido C-teminal de Racl liga ao oncogene

nuclear SET/I2PP2A translocando-o para membrana plasmatica e assim induzindo a metastase
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celular. Nesse trabalho foram descritos 2 importantes dominios para a proteina SET, dominio
NAP, que apresenta homologia com a familia NAP (Nucleosome Assembly Protein) e o
dominio C-terminal 4cido (Acido). O dominio NAP se mostrou essencial para a intera¢io com
Racl.

Nosso grupo de pesquisa encontrou a fosforilagcdo da proteina PTEN aumentada em
células superexpressando a proteina SET (Leopoldino et al., 2011). Tendo em vista esse dado
e as informac6es previamente descritas sobre os mecanismos de regulacdo das proteinas PTEN
e SET, o estudo e a caracterizacao da possivel interacdo entre as proteinas PTEN e PP2A com
participagdo da SET pode ser um novo caminho para o entendimento dos processos de

tumorigénese com alteragédo na via de sinalizagdo PI3K/Akt (Figura 6).
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Modificado de BONONI, et.al., Enzyme Res, V2011, 2011.

Figura 6. Esquema de inibi¢do da via de PP2 Apela SET. De acordo com dados previamente,
desenvolvemos a hip6tese de que ao inibir a atividade de fosfatase de PP2A, a proteina SET promove
aumento nos niveis de PTEN fosforilado (modificado de Bononi, et.al., 2011).

15. PTEN e BMAL
A IARC qualifica disturbios no ciclo circadiano como carcindgeno de Grupo2A e varios
estudos epidemioldgicos demostraram que distirbios no ciclo circadiano podem estar
relacionados ao aumento na predisposicao a cancer de mama, colon, préstata, pulmé&o, ovarios
e cancer hepatico (Hansen, 2001; Schernhammer et al., 2001; Conlon et al., 2007; Baan et al.,
2009).
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As oscilages caracteristicas do ciclo circadiano sdo oriundas de loops transcricionais e
pos-transcricionais autorregulatorios. O loop positivo é formado pelos fatores de transcri¢do
BMALL (Brain and muscle Arnt-like protein-1), CLOCK e NPAS2. Os complexos BMAL1-
CLOCK ou BMAL1-NPAS2 formam heterodimeros com genes membros do loop negativo,
tais como os genes Cryptochromo (CRY) e Period (PER), aumentando os niveis de expressao
desses genes. O acumulo de CRY e PER permite a formacéo dos complexos responsaveis pela
regulacdo negativa de BMAL1-CLOCK ou BMALL/NPAS2 e portando autorregulando
negativamente os niveis de CRY e PER. Quando os niveis de CRY e PER reduzem o suficiente,
um novo ciclo de CRY e PER se inicia (Lee et al., 2001) (Figura 7).

Citoplasma

BMAL1

Pr= i
(CRY)

Modificado de MASRI & CORSI,
Nature Neuroscience, v.13, 2010.

PER c@ BMAL1
"I&

Nucleo

Figura 7. Esquema representativo do loop autoregulatério de CLOCK/BMALL e PER/CRY. No
nacleo, o complexo CLOCK/BMALL1 induz a transcricdo de PER e CRY que ao atingirem niveis
elevados no citoplasmas podem inibir a atividade de BMAL e CLOCK no ntcleo celular. Os complexos
PER/CRY e CLOCK/BMAL1 podem ser regulados também por quinases que ainda ndo sdo
completamente conhecidas (modificado de Masri e Sassone-Corsi, 2010).

PER2 foi proposto como supressor tumoral por Fu et al., 2002) e teve sua diminui¢ao
relacionada a diversos canceres (Chen et al., 2005; Gery et al., 2005; Xia et al., 2010).
Perturbacbes no funcionamento do ciclo circadiano podem ser provocadas por fatores
ambientais (como o transtorno do ciclo vigilia-sono) ou por mutacdes genéticas. Por exemplo,

a inativacdo de Per2 induz a tumorigénese em camundongos (Fu et al., 2002).
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Camundongos com delecdo de BMAL1 apresentam envelhecimento acelerado e
reducdo do tempo de vida desses animais, assim como aumento nos niveis de espécies reativas
de oxigénio produzidas (Kondratov et al., 2006). Entretanto, ao serem tratados com rapamicina,
um inibidor do complexo mTOR (Proteina Alvo da Rapamicina), apresentaram aumento da
expectativa de vida, uma vez que a delecdo de BMAL1 induz a ativagdo de mTOR e aumento
no metabolismo que acelera o envelhecimento desses animais (Khapre et al., 2014).

MTOR é um complexo de 6 (MTORC1) ou sete (MTORC?2) proteinas que formam uma
Serina/Treonina Quinase que pode ser ativada por varios componentes da via PI3K, entre elas
por Akt (Laplante e Sabatini, 2012), na reducdo dos niveis de PTEN mTOR é altamente ativado
(Xu et al., 2014).

Camundongos com delecdo de PTEN no tecido epitelial apresentam inimeras lesdes e
o desenvolvimento de tumores na derme (K14Cre Pten™F) assim como tumores nas mamas e
tiredide, os quais regridem com o controle da ativacgdo de mTOR pelo tratamento com

rapamicina (Squarize et al., 2008).
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2. Concluséo

Os mecanismos de regulacdo de PTEN estudados neste trabalho sugerem que a proteina
SET e a PP2A estdo envolvidas na regulacdo de PTEN, mas para determinar os mecanismos
moleculares mais estudados precisam ser realizados.

Os resultados obtidos sugerem que a perda de funcdo de PTEN (oxidagdo) assim como
a sua delecdo (siRNA e camundongos com delecdo de PTEN) resulta no aumento de expresséo
de BMALL1 e que este efeito pdde ser revertido pelo tratamento com rapamicina em animais
com knockout para PTEN e PER2. Além disso, a reducdo dos complexos mTOR-Raptor e
mTOR-Rictor resultou na reducdo de BMALL. Esses resultados sugerem que a regulacéo de
BMALL1 pela via de PI3K/mTOR ocorre downstream as proteinas PTEN e mTOR.
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