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RESUMO

Bisi-Alves, Renata, Efeito da inibicdo de TBX2 em carcinoma de células nao
pequenas de pulmao cultivadas em modelos bi- e tridimensionais. [Dissertacao
(Mestrado em Biologia Celular e Tecidual)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias

Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2021.

O fator de transcricdo T-box2 (TBX2) é altamente expresso em tecidos fetais humanos
pulmonares e possui um papel importante na organogénese dos pulmdes. A
superexpressao de TBX2 foi observada em diferentes tipos de cancer, promovendo
proliferacao, resisténcia a quimioterapicos, migragdo e invaséo de células tumorais. O
papel de TBX2 no cancer de pulméo, entretanto, ainda ndo é bem compreendido.
Nesse estudo foi investigado o efeito do knockdown de TBX2 na proliferacao,
morfologia e formacdo de esferoides, da linhagem A549 de adenocarcinoma. O
knockdown de TBX2 foi feito usando um plasmideo de expressdo shRNA alvo-
especifico. A proliferacdo das células com o knockdown e controles foi avaliada
através dos ensaios de viabilidade celular, ciclo celular e indice mitético. A formacéo
de culturas 3D foi avaliada usando microscopia de luz, de contraste de fase, de
fluorescéncia e eletronica. Os resultados do ensaio de viabilidade celular, ciclo celular
e indice mitético ndo mostraram diferencas relevantes entre A549shTBX2 e os
controles (A549 e A549shControl). Ocorreu um discreto aumento de “células viaveis
(2%), de células na fase S (5%) e do indice mitético (3%) das células de A549shTBX2
em relacdo aos controles. Quanto a formacdo de esferoides, as micrografias de
contraste de fase evidenciaram a incapacidade das células com knockdown de TBX2
de formar esferoides em relagéo aos controles, exibindo agregados celulares pouco
compactos que se desagregaram ja no 7°dia em cultura. Foi feito ensaio de ciclo
celular dos esferoides que mostrou um aumento notavel do percentual de células em
SubGO de A549shTBX2 (26,02%) em relacdo aos controles, A549 (4,69%) e
A549shControl (6,41%), ocorrendo concomitantemente diminuicdo do percentual de
células nas fases S, G1 e G2/M do ciclo. Esses resultados foram confirmados pelas
imagens de microscopia eletrbnica, as quais mostraram a presenca de células
apoptoticas, necroptoticas, completa auséncia de interacdes intracelulares e células
com estresse do reticulo endoplasmatico. Indicando que o knockdown de TBX2
diminui a resisténcia a anoikis, provavelmente a causa do aumento da expresséo de
E-caderina, cujo gene € um alvo de repressao transcricional bem conhecido de TBX2.

Palavras-chave: Esferoides. Andikis. Cancer de pulmao. Estresse do reticulo
endoplasmatico.



ABSTRACT

Bisi-Alves, Renata, Effects of TBX2 ihibition in non-small cell lung carcinoma
cultivated in bi- and tridimentional models. [Dissertation (Master Thesis in
Tissue and Cellular Biology)]. S&o Paulo: Institute of Biomedical Science, Séo
Paulo University; 2021.

T-box2 transcriptional factor (TBX2) is highly express in fetal lung tissue and
has an importante role in lung organogenesis. Overexpression of TBX2 was
observed in different types of cancer, promoting proliferation, chemotherapy
resistence, migration and invasion of tumor cells. However, the role of TBX2 in
lung cancer is still unclear. In this study the effect of TBX2 negative regulation,
in proliferation, morphology and spheroid formation, in A549 adenocarcinoma
cells was investigated.The knockdown of TBX2 was obtain using a shRNA
expression plasmid targeting TBX2 transcripts. Proliferation of knockdown cells
and controls was evaluated trough celular viability, cell cycle and mitotic index
assay. Spheroid formation was assessed by light, phase contrast, fluorescence
and trasnmission electron microscopy. Cellular viability, cell cycle and mitotic
index assay didn’t show significant diferences amongst A549shTBX2 and
controls. A459shTBX2 cells presented a slight increase in viable cells (2%),
cells in S phase (5%) and mitotic index (3%) compared to controls. Phase
contrast images showed cell aggregates formation that did not displayed a
condensed organization, and on the 7" day the aggregates dissociated
completly. Cell cycle analysis of spheroids (controls) and aggregates revealed
a substantial increase in SubGO cell population (26.02%) in A549shTBX2
aggregates, compared to controls, A549 (4.69%) e A549shControl (6,41%),
with decrease of S, G1, G2/M cell population. These results were confirm by
TEM images, that revealed apoptotic and necroptotic cells, abscence of
intercellular interactions and cells with endoplasmic reticulum stress.
Suggesting that knockdown of TBX2 decreased anoikis resistance in NSCLC
cells, probably due to the increased E-cadherin expression., a well known TBX2
transcriptional repression target.

Keywords: Spheroids. Anoikis. Lung cancer. Endoplasmic reticulum stress.
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O cancer de pulméao é o tipo de cancer com maior incidéncia e mortalidade
no mundo, sendo que as estimativas para o ano de 2018 foram de 2,1 milhdes
de novos casos e 1,8 milhdo de mortes (Bray et al., 2018). No Brasil a estimativa
é de 17.760 novos casos de pulméo entre homens e 12.440 nas mulheres, ao
ano, no triénio 2020-2022 (INCA, 2020). O prognadstico para o cancer de pulméo
€ muito desfavoravel, com cerca de 10% de sobrevida em 5 anos na maioria dos
paises (Stewart e Wild, 2014). Os altos indices de letalidade do cancer de
pulmao sdo em parte causados pelo diagndéstico tardio, o qual geralmente ocorre
guando os pacientes ja se encontram em estadio avancado da doenca,

apresentando metastases distantes e resisténcia a quimioterapia (IARC, 2014).

O cancer de pulmao, a algumas décadas atras, podia ser classificado
como carcinoma de células ndo pequenas de pulmdo (Non-Small Cell Lung
Carcinoma, NSCLC) ou como carcinoma de células pequenas de pulméao (Small
Cell Lung Cancer, SCLC), sendo o carcinoma de células ndo pequenas de
pulm&o o subtipo mais frequente (80-85% dos casos) (Spence et al., 2017). Essa
classificacdo era, em parte, devido as limitadas opc¢des de tratamento.

Nos estadios iniciais (estadiamento | e Il) a abordagem terapéutica mais
utilizada para o tratamento de NSCLC € a resseccao cirdrgica, entretanto cerca
de 60% dos pacientes diagnosticados com cancer de pulméo se encontram em
um estadio avancado (estadiamento Il e 1V), cuja abordagem classica consiste
em quimio e radioterapia. Novas estratégias terapéuticas como o0 uso combinado
de agentes a base de platina e/ou taxano, alvos moleculares ou imunoterapia ja
estdo sendo adotadas e obtiveram bons resultados, aumentando a sobrevida
dos pacientes tratados (Reck et al., 2013). Nao obstante o melhoramento
alcancado com novas estratégias terapéuticas, a resisténcia a certos
guimioterapicos, a toxicidade de certos tratamentos e auséncia de marcadores
moleculares em uma por¢do dos pacientes com cancer ainda séo fatores

limitantes (Spence et al., 2017).

Em varios paises o diagnostico feito por meio de alteracdes génicas
(EGFR, KRAS e BRAF) e rearranjos génicos (ALK e ROS1), seguido por terapias
alvo-especificas ja estdo sendo adotados e usados nas diretivas padrdo no
tratamento de cancer de pulmao, resultando no melhoramento do quadro clinico

dos pacientes. Contudo, a taxa de sobrevivéncia continua sendo de 5 anos,
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sendo menor que 20% e a descoberta de novos marcadores moleculares e
potenciais alvos terapéuticos ajudaria a melhorar a eficacia das abordagens

terapéuticas atualmente adotadas (Osmani et al., 2018; Pennel et al., 2019).

Os genes da familia T-box codificam proteinas que regulam a expressao
génica em varias fases da embriogénese, participando na determinacédo do
destino celular nas fases embrionarias iniciais, na organogénese de diferentes
orgdos e na regulagdo do desenvolvimento de estruturas extraembriondrias
(Naiche et al., 2005). A descoberta do primeiro gene da familia T-box, o gene
Brachyury, ou T, foi feita em um estudo que investigava camundongos
portadores de uma mutacao, cujo fenétipo heterozigoto manifestava uma cauda
curta e o homozigoto causava letalidade embrionaria (Showell et al., 2004).

Em humanos, a importancia dos genes da familia T-box no
desenvolvimento pode ser observada através da manifestacdo de algumas
sindromes. A sindrome ulnar-mamaria, por exemplo, € causada por mutacdes
no TBX3 e seus portadores manifestam hipoplasia, nos membros superiores,
nas mamas e genitais, anomalias dentarias, retardo no crescimento e da
puberdade (em meninos). Mutacbes no gene TBX5 sdo responsaveis pela
sindrome de Holt-Oram, caracterizada por malformac&o de membros superiores
e cardiopatia congénita. Por fim, a sindrome de DiGeorge € causada por
delecbes ou translocacdes do 22gll, onde esta localizado o gene TBX1, e
manifesta um conjunto de fendtipos diferentes que podem incluir fenda labial e
palatina, anomalias cardiacas e imunoldgicas, hipoparatireoidismo, distarbios de

aprendizagem e esquizofrenia (Ghosh et al., 2017; Packham e Brook, 2003).

Os fatores de transcricdo da familia T-box s&@o caracterizados por um
dominio de ligagdo ao DNA, o dominio T-box, o qual se liga a uma sequéncia de
nucleotideos parcialmente palindrémica conhecida como elemento-T ou
elemento de ligagdo T-box (Papaioannou, 2014). Analises filogenéticas indicam
que a familia de genes T-box € muito antiga e provavelmente surgiu em um
ancestral comum dos metazoarios e, apdés um evento de duplicacdo gendmica
no inicio da evolucéo dos vertebrados, ocorreu irradiacdo da familia T-box ao
longo das linhagens evolutivas individuais por meio de duplicagbes génicas
(Papaioannou, 2001). A familia T-box é dividida em 5 subfamilias (T, Tbx1, Thx2,
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Thx6 e Tbrl) e sua classificacdo € embasada na homologia do dominio T-box

entre seus membros (Wilson e Conlon, 2002).

O fator de transcricdo T-box 2 (TBX2) € membro da subfamilia Tbx2 e
durante o desenvolvimento participa no desenvolvimento de pulmdes, coracao,
membros, glandulas mamarias e estruturas craniofaciais (Abrahams et al., 2010;
Law et al., 1995). E, por meio da ativacdo ou repressao transcricional de seus
genes alvos, TBX2 modula alguns processos necessarios para o0
desenvolvimento, como diferenciagcdo de células progenitoras, proliferacdo e
migracao celular. Além disso, medeia varias vias de sinalizacdo celular, como
BMP4, FGF2, Wnt/B-catenina e TGF-B1 (Cheng et al., 2008; Cho et al., 2006; Li
et al., 2013; Li et al., 2014; Liu et al., 2013; Willmer et al., 2017).

Além da significativa contribuicdo de TBX2 no desenvolvimento, nos
altimos anos varios estudos tém relatado seu envolvimento no cancer. A
superexpressdo de TBX2 foi observada em melanoma (Vance et al., 2005),
glioblastoma (Yi et al., 2017), rabdomiosarcoma (Mohamad et al., 2018; Zhu et
al., 2016), cancer de mama (Crawford et al., 2019; D’Costa et al., 2014; Redmond
et al., 2010), prostata (Du et al., 2017), cancer gastrico (Liu et al., 2018),
nasofaringe (Lv et al., 2017), laringe (Huang et al., 2014) e neuroblastoma
(Decaesteker et al., 2018). O papel de TBX2 no cancer envolve varios aspectos
importantes que caracterizam a oncogénese como, por exemplo, proliferacao,
migracao, invasao, evasao da apoptose, senescéncia e anoikis e resisténcia a
quimioterapicos (Lu et al., 2010; Wansleben et al., 2014). Isso ocorre mediante
a repressao transcricional de supressores tumorais (D’Costa et al., 2014; Du et
al., 2017; Redmond et al., 2010).

N&o obstante muitos estudos tenham sido feitos demostrando o papel de
TBX2 em varios tipos de cancer, sua relevancia no cancer de pulméo ainda néo
esta clara. Os escassos estudos encontrados sdo bem contraditorios, mostrando
que TBX2 atua ora na promoc¢ao ora na repressao do cancer de pulméo (Khalil
etal., 2017; Nehme et al., 2019; Yu et al., 2020; Zhang e Guo, 2014). O presente
estudo se prop0de de investigar o efeito da modulacdo da expressao de TBX2 em
linhagens de carcinoma de células ndo pequenas de pulméo avaliando alguns
aspectos que caracterizam a biologia tumoral, como proliferagcdo, morfologia e

formacao de esferoides.
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1.1 CARACTERIZACAQ DE TBX2

O TBX2 pertence a subfamilia Tbx2, a qual pertencem também o TBX3,
TBX4 e TBX5. E, acredita-se que essa subfamilia teve inicio a partir de um Unico
gene primordial, o qual primeiro deu origem a dois grupos de genes por
crossover desigual, Tbx2/Tbx3 e Thx4/Tbx5, que em seguida foram duplicados,
resultando em quatro genes, Thx2, Thx3, Thx4 e Tbx5 (Agulnik et al., 1996). Os
genes TBX2 e TBX3 séo aqueles filogeneticamente mais proximos um do outro,
apresentando homologia de 95% na regido de ligacdo ao DNA, embora TBX2
esteja localizado no cromossomo 17 (g23) junto com o TBX4, e o TBX3 no 12
(g24) junto com TBX5 (Law et al., 1995).

A regido de ligacdo ao DNA, o dominio T-box, do TBX2 esta situada entre
0s aminoacidos 106 e 289, sendo que uma mutacdo no aminoacido 122
(Argl22Ala) causa a perda total da capacidade de ligacdo ao DNA (Sinha et al.,
2000). E ao contrario da maioria dos membros da familia T-box, o TBX2 pode
agir como um potente repressor transcricional. De fato, TBX2 possui dois
dominios de repressao da transcricao (repression domains, RD), um localizado
na regido amino-terminal, entre 0os aminoacidos 1 e 53, e o outro localizado na
regido carboxi-terminal, entre os aminoacidos 529 e 573 (Figura 1). Todavia, o
dominio repressor localizado na regido carboxi-terminal € considerado como
aguele dominante, pois sua delecédo causa uma drastica reducéo da repressao
enguanto a delecdo do RD amino-terminal causa uma reducdo menos acentuada
(Paxton et al., 2002).

1 33 106 289 529 573 712

DR - Dominio T-box

Figura 1: Representac@o esquemética da proteina TBX2. Em vermelho: Dominio Repressor
(DR) localizada na regido N-terminal, posi¢do 1-53 e Dominio repressor localizado na regido C-
terminal da proteina, que se estende do aminoacido 529 ao 573. Em azul: Dominio de liga¢&@o
ao DNA, T-box, que se estende do aminoacido 106 ao 289. Em verde: Regides de aminoacidos
conservadas em diferentes espécies (C), cuja funcéo é desconhecida (Law et al, 1995; Paxton
et al., 2002; Sinha et al., 2000).
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Durante o desenvolvimento de camundongos Thx2 inibe a expressao de
Cdknla (p21) e Cdknlb (p27), dois inibidores de ciclinas dependentes de
quinase (Cyclin Dependent Kinase, CDK), permitindo o crescimento e 0
desenvolvimento de pulmdes. Em um estudo feito por Lidtke e colaboradores
(2013), camundongos com Thx2 nocauteado (Tbx2 /) apresentaram pulmdes
hipoplasicos, exibindo ramificacdes reduzidas. E ainda, tanto no compartimento
epitelial quanto no mesenquimal ocorreu uma drastica diminui¢éo da proliferagéo
celular e a diferenciacdo celular mesenquimal ocorreu prematuramente. Além
disso, a expressdo de p21 e p27 no mesénquima dos camundongos nocaute
aumentou consideravelmente, enquanto a delecdo de Cdknla e Cdknlb fez com
que a deficiéncia no crescimento e no desenvolvimento dos pulmdes fosse
abolida. Esses resultados demonstram que a funcéo de repressor transcricional
€ extremamente importante no desenvolvimento. Em humanos, TBX2 esta
envolvido no desenvolvimento de varios tecidos e érgédos, como rins, membros,
pulmdes, glandulas mamarias, coragdo e estruturas craniofaciais, sendo
expressos ainda em alguns tecidos adultos (Abrahams et al., 2010; Law et al.,
1995).

Enquanto a expressdo de Tbx2 em camundongos inibe p2l e p27,
permitindo o desenvolvimento dos pulmdes, em mioblastos primarios de
camundongos a expressdao de Thbx2 é inicialmente elevada e diminui
gradualmente conforme as células vao se diferenciando, sendo que a expressao
ectdpica de Thx2 em mioblastos de murino imortalizados inibiu a diferenciacéo
atraves da regulagéo negativa de TNNI2, ACTAL e p21(Zhu et al., 2014).

Em melandcitos o fator de transcricdo PAX3 (Paired box homeotic gene
3) exerce fungbes importantes no desenvolvimento e na maturacao
(pigmentacéo) por meio da modulacdo transcricional de diferentes genes. Em
um estudo, realizado por Liu e colaboradores (2013) foi observado que TBX2 é
positivamente regulado por PAX3 em melandcitos humanos primarios, e ainda,
gue essa regulacao ocorre por ligacao direta de PAX3 ao promotor de TBX2 (-
781 a -777) que, além disso, pode ser induzida pelo fator de crescimento de
fibroblastos 2 (FGF2, Fibroblast Growth Factor 2) (Liu et al., 2014). Esses

estudos indicam que o TBX2 esta envolvido no desenvolvimento de varios
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tecidos e que as vias de sinalizacao através das quais ele age podem variar

dependendo do contexto celular.

1.2 O PAPEL DE TBX2 NO CANCER DE PULMAO

Em alguns tipos de cancer, como melanoma e cancer de mama, o
envolvimento de TBX2 na proliferacéo, resisténcia a quimioterapicos e formacéo
de metéstases foi extensivamente investigado tanto através de estudos
correlacionais quanto estudos in silico, in vitro e in vivo (Abrahams et al., 2007;
Abrahams et al., 2010; Chang et al., 2016; Douglas, Papaioannu, 2013; Peres et
al., 2010; Rowley, Grothey, Couch, 2004; Vance et al., 2005; Wang et al., 2017).
E, o quadro delineado por essas investigagcdes mostra que o fator de transcricdo
TBX2 contribui de forma critica no cancer, através dos mesmos mecanismos
regulatorios observados adotados durante a embriogénese (Papaioannu, 2014;
Wilson, Conlon, 2002). Especificamente, repressao transcricional de inibidores
do ciclo celular (Jacobs et al., 2000; Lingbeek et al., 2002; Vance et al., 2010),
de genes envolvidos na diferenciacao celular, integridade tecidual e transicéo
epitélio-mesenquimal (Du et al., 2017; Liu et al., 2013; Mohamad et al., 2018;
Nadana ey al.,, 2017; Zhu et al.,, 2014). E, embora existam variacdes nos
mecanismos de regulacéo da expresséo de TBX2 (amplificacéo génica, TGF-j,
PKC), nos cofatores (Rb1l, EGR1, PML-IV, HDAC1) e alvos transcricionais
(PTEN, e-caderina, pl4ARF, p21, p27, CST6), seu papel no cancer parece
inequivoco (Abrahams et al., 2007; D’Costa et al., 2014; Douglas, Papaioannu,
2013; Jacobs et al., 2000; Li et al, 2014; Martin et al., 2012; Mohamad et al.,
2018; Redmond et al., 2010; Sinclair et al., 2002; Teng et al., 2009; Vance et al.,
2005; Vance et al., 2010; Zhu et al., 2014).

No cancer de pulméo o papel de TBX2 se apresenta ambiguo, nao
obstante sua contribuicdo no desenvolvimento dos pulmdes esteja bem
estabelecida (Fujino et al.,, 2017; Law et al., 1995; Li et al., 2004; Ludtke et
al.,2013; Ludtke et al., 2016). Os primeiros, dos ainda poucos, estudos sobre o

envolvimento de TBX2 no cancer de pulméo foram estudos correlacionais que



analisam a expressao de TBX2 (mMRNA e proteinas) em amostras de tumores de
pacientes acometidos por cancer de pulmao que atribuem a alta expresséao de

TBX2 um valor prognéstico negativo (Hu et al., 2014; Zhang, Guo, 2014).

Estudos mais recentes, ndo independentes, avaliaram a expressao de
transcritos de TBX2 em amostras de tecidos normais de pulméo, através de
analises in silico (GTEXx (Genotype tissue expression) datasets), comparando-as
com a expressdo de TBX2, usando RNAseq, em amostras de lesbes pré-
malignas e de adenocarcinoma, concluindo que a baixa expressao de TBX2
possui um valor prognoéstico negativo. Estudos in vitro, realizados pelo mesmo
grupo de pesquisadores, avaliaram o efeito da expresséao ectopica de TBX2 em
linhagens de NSCLC nas quais TBX2 é epigeneticamente supresso, observando
reducdo na proliferacdo e viabilidade celular (Khalil et al., 2017; Khalil et al.,
2018; Nehme et al., 2019).

No ultimo ano, Yu e colaboradores (2020) avaliaram o efeito do
knockdown de TBX2 em linhagens celulares de NSCLC, observando diminuigdo
da proliferacéo, invasao e migracéo e parada do ciclo celular. E, estudos in silico
realizados no mesmo estudo, concluiram que a alta expresséo génica de TBX2
poderia ser usada como marcador prognoéstico negativo em NSCLC,
contradizendo completamente os resultados observados por Khalil e
colaboradores (2018). Assim, muito ainda precisa ser investigado sobre o papel
de TBX2 no cancer de pulméo, a fim de elucidar as contradicdes até agora

reportadas, agregando conhecimento na busca de novas terapias.
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2 Metodologia
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2.1 CULTURA DE CELULAS EM MONOCAMADA
E ESFEROIDES

As linhagens celulares A549 (carcinoma de células ndo pequenas de
pulméo) e BEAS-2B (células epiteliais de brénquios humanos imortalizadas)
foram obtidas pela ATCC (American Type Culture Collection), enquanto a
linhagem LC-HK2 foi estabelecida no laboratério (BONALDO et al., 1991). As
culturas em monocamada foram cultivadas em meio DMEM-F12, suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB). As células foram mantidas a 37°C em
atmosfera contendo 5% de CO2. Para a formacdo dos esferoides, as células
foram cultivadas em placas com o fundo recoberto de agarose (1%) e mantidas
nas condicdes das células em monocamada. A maioria dos experimentos com
os esferoides foram feitos apds 7 dias de cultura, com excec¢do da curva de
crescimento e imunofluorescéncia, nos quais os esferoides foram mantidos em
cultura por 1l4dias. O indculo inicial de células plagueadas para a formacéo de
esferoides em placas de 60mm foi de 4x10° células/placa. Para formacédo de
esferoides em placas de 96 pocos foi utilizado um inéculo inicial de 1x104

células/pocgo.

2.2 TRANSFECCAO E SELECAO DAS CELULAS
TRANSFECTADAS

O knockdown de TBX2 nas linhagens A549 e LC-HKZ2, foi feito com o vetor
de expressdo shRNA, pSuper.neo/GFP (Oligoengine), contendo sequéncias
alvo-especificas para os transcritos de TBX2. O controle expressa uma
sequéncia de nucleotideos nao especifica. Os plasmideos foram fornecidos pela
Dra. Sharon Prince do Departamento de Biologia Humana da Universidade de
Cape Town (PERES et al., 2010). As células de A549 e LC-HK2 forma
plaqueadas em placa de 35mm com uma densidade de 3x10% e 4x10*
células/mL, respectivamente. Apds 48horas as células foram incubadas por

4horas com meio Opti-MEM (Gibco) sem soro, contendo uma mistura de DNA
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plasmidial (3-5ug) e Lipofectamina 2000 (Invitrogen®) na proporcdo de 1:3
(DNA:Lipofectamina). ApGs 48horas as células transfectadas foram transferidas
para placas de 60mm e foram tratadas por cerca de 10-12 dias com G418
(Sigma®) para selecédo das células transfectadas. Os clones foram coletados

com anel de clonagem.

2.3 AVALIACAO DA EXPRESSAO PROTEICA DE
TBX2 NAS LINHAGENS ESTUDADAS

A expressdo proteica de TBX2 nas linhagens estudadas e nas células
transfectadas foi avaliada por meio de Western Blot. As proteinas totais foram
extraidas usando o tampéao RIPA (NaCl 150 mM, NP-40 1,0%, &cido deoxicolato
de sédio 0,5% em Tris 50 mM-HCI, pH=7,5), contendo uma mistura com
inibidores de proteases e fosfatases (NaF e ortavanadato) (Sigma-Aldrich). As
proteinas foram quantificadas com o método de BCA (Pierce Inc Rockford, IL,
USA). A leitura da absorbancia foi realizada por espectrofotémetro utilizando o
filtro de 595 nm. Seguidamente, foram diluidas em tamp&o de amostra contendo
3% de dodecil sulfato de sodio (SDS), 150 mM Tris pH 6.8, 15% de
mercaptoetanol, 30% de glicerol e 0,01% de azul de bromofenol e incubadas por
5 minutos a 95°C. Foram carregados 30 ug de proteina por poco de um gel de
poliacrilamida 12% (preparado com 1,5M Tris-HCI, 10% SDS, 30% bis-
acrilamida, 10% de persulfato de aménia e TEMED). A eletroforese foi feita
seguindo o método SDS-PAGE. O padrao de peso molecular utilizado foi o
Precision Plus Protein Kaleidoscope Bio-Rad. Apdés a separacdo, as proteinas

foram transferidas para membrana de PVDF (Amersham Bioscience).

ApoOs a transferéncia as membranas foram bloqueadas com 5% de leite
em TBS-tween (TTBS) por 1 hora. As membranas foram incubadas por 16 horas
a 4°C em agitagdo com os anticorpos, anti-TBX2 (rabbit polyclonal) da
Proteintech (1:500) e anti-B-actina (mouse monoclonal) Abcam (1:10000), usada
para a normalizacdo. As membranas foram entdo incubadas com os anticorpos
secundarios, Goat Anti-Rabbit IgG (HRP) e Goat Anti-mouse IgG (HRP), Abcam,
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com diluicio de 1:2000. As membranas foram reveladas por
quimioluminescéncia com o kit Pierce ECL Plus, ThermoFisher, conforme as
recomendagOes do fabricante. As bandas foram quantificadas usando o
programa UN-SCAN-IT gel6.1.

2.4 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular das células com o knockdown de TBX2 e os controles
foi avaliada usando Trypan blue. As células foram plagueadas em placas de
35mm com um in6culo inicial de 3x10%células (1,5x10* células/mL) e as células
viaveis e ndo viaveis foram quantificadas no 4° e 6° dias de cultivo na camara de
Neubauer. O meio foi trocado a cada 2 dias. A quantificacdo foi feita em

triplicatas e os experimentos foram repetidos 3 vezes.

A avaliacdo da distribuicdo das populacdes de células nas diferentes
fases do Ciclo Celular foi feita por meio do ensaio de Ciclo Celular e
determinacao do indice mitético. Para o ensaio de Ciclo Celular, as células foram
plaqueadas em placas de 35mm com uma densidade inicial de 3x10* células. No
4° dia de cultivo as células foram fixadas em metanol (75%) por 1 hora a 4°C e
incubadas por 24horas a 4°C em uma solug¢do contendo iodeto de propideo
(30pg/mL) e RNAase (3mg/mL). As amostras foram analisadas no citdmetro de
fluxo Guava EasyCycle mini (Millipore Biosciences Tessicula, CA, Estados
Unidos da América). A avaliacdo do Ciclo Celular dos esferoides foi feita no 7°
dia de cultivo. Os esferoides foram tripsinizados por 10 min antes da fixacéo e

coloracdo com iodeto de propideo.

A determinacédo do indice mitotico foi feita com a marcac¢do do nucleo e
dos microfilamentos de actina como descrito na avaliagdo da morfologia. As
células foram plagqueadas sobre laminulas em placas de Petri de 35mm com uma
densidade inicial de 3x10* células e no 4° dia em cultura foram fixadas e
marcadas. As células mitéticas (em profase, anafase, metéafase, teldfase e

citocinese) foram quantificadas com o auxilio do microscopio de fluorescéncia e



do programa ImageJ, contando-se um minimo de 1000 células (interfasicas e

mitoticas).

2.5 AVALIACAO DA MORFOLOGIA DA
MONOCAMADA E DOS ESFEROIDES

As células foram plaqueadas sobre laminulas em placas de Petri de 35mm
com um indculo inicial de 3x10* células e forma mantidas em cultura por 4 dias.
As células foram entéo fixadas com uma solugéo de formaldeido (3,7%) e PBSA
por 30 min. As células foram entdo foram lavadas 3x com tampdo PBSA e
permeabilizadas com Triton X-100 (0,5%) por 15min. Apés a lavagem com
PBSA, as células foram incubadas camera Umida, a temperatura ambiente, por
16horas com os anticorpos primarios, anti-a- e anti-p-tubulina (mouse), Cell
Signaling, com a diluicdo de 1:50. As células foram novamente lavadas e
incubadas por 2 horas em camera Umida e escura com anticorpo secundario
(1:200), Goat anti-mouse IgG Alexa Fluor 555 (1:200), Cell Signaling. As células
foram lavadas e incubadas por 15 minutos em camera escura com DAPI
(1pg/mL). Apbés a lavagem as laminulas foram montadas sobre laminas
histolégicas com 10uL de solucdo protetora de fluorescéncia (anti-fading-
Vectashield Burlingame, CA, Estados Unidos da América). As imagens foram
adquiridas no microscopio de fluorescéncia LionHeart FX Automated Microscope
(BioTek). Para a deteccdo dos microfilamentos de actina, as células foram
incubadas por 2horas em camera escura e Umida com Alexa Fluor™ 633
Phalloidin, (1:50), ThermoFisher.

Para a imunomarcacdo dos esferoides, as células de Ab549,
A549shControl e A549shTBX2 foram plaqueadas em placas de 60mm, nas
condicdes descritas em culturas de células. Os esferoides foram mantidos em
cultura por 7 e 14 dias, depois foram coletados das placas, lavados com PBSA
e fixados por lhora sob agitacdo (45rpm) com solucéo de formaldeido (3,7%).
Apés 3 lavagens com PBSA, os esferoides foram permeabilizados com solucéo
de Triton X-100 (0,5%) por lhora sob agitacao (45rpm) e lavados. Em seguida,

os esferoides foram incubados com o0os mesmos anticorpos primarios da



monocamada, por 16horas sob agitacdo a temperatura ambiente. Depois da
lavagem, os esferoides foram incubados com o anticorpo secundario por 4 horas,
sob agitacdo (45rpm) no escuro, e novamente lavados. Os esferoides foram
entdo incubados por 30 min com DAPI (1ug/mL) sob agitacdo e novamente
lavados. Os esferoides foram entdo transferidos para laminas histolégicas com
10uL de solucédo protetora e montados com laminulas. A deteccdo dos
microfilamentos de actina foi feita usando o0 mesmo reagente da monocamada,

incubando os esferoides por 4 horas em ambiente escuro sob agitacao.

2.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE
TRANSMISSAO DOS ESFEROIDES

Os esferoides foram plaqueados em placas de Petri de 60mm e mantidos
em cultura por 7 dias. Os esferoides foram entéo lavados com PBSA e fixados
com a solucado de glutaraldeido 2,5% com formaldeido 2% por 2 horas a
temperatura ambiente. Apds a fixacdo os esferoides foram submetidos a 3
banhos de 5 minutos em tampao cacodilato de sédio. Em seguida, foi feita a pos-
fixacdo com uma solucéo de tetréxido de ésmio (1%) em tampédo cacodilato de
sodio. Os esferoides foram lavados em agua destilada e seguiram para uma
gradual desidratacao etilica (50, 70, 80, 90 e 2 x 100% etanol).

Posteriormente, o material ficou imerso em 6xido de propileno durante 10
minutos (2 banhos de 5 minutos), seguindo para um banho de uma mistura de
resina mais 6xido de propileno (1:1) por 5 horas. A mistura foi substituida por
resina pura por mais 5 horas. A inclusdo das células foi feita em formas de
silicone preenchidas com a mesma resina, sendo esta polimerizada apos 72

horas em estufa a 65 °C.

Apos o desgaste dos blocos de resina, foram feitos cortes em
ultramicrétomo com espessura de 7 um, sendo estes montados em lamina de
vidro, corados com azul de toluidina e visualizados ao microscopio de luz. Uma
vez escolhida a regido de interesse no bloco, foram feitos cortes na espessura

de 70 a 90 nm, sendo posteriormente colocados em telas de cobre (200 mesh).
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O material foi contrastado em uma solucdo de acetato de uranila (4%),
posteriormente lavados em agua e colocados em uma solucdo de citrato de
chumbo (10%). ApGs serem novamente lavados, as telas de cobre foram
acondicionadas em um porta-telas e mantidas em ambiente resfriado. O material
foi fotografado utilizando o microscoépio eletrénico de transmissdo Techai FEI
G220 (FEI Company™).

2.7 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas dos dados obtidos foram efetuadas usando o
programa Graphpad Prism 7. Os testes para determinar as diferencas entre 0os
grupos amostrais transfectados e tratados e seus respectivos controles usados
foram: one-way ANOVA, two-way ANOVA (multiple comparisons by Tukey) e
Test t de Student. As diferencas entre os grupos amostrais foram consideradas

significantes a p < 0,05.



3 Resultados
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3.1 CURVA DE CRESCIMENTO DAS LINHAGENS
A549 E LC-HK2

Foi feita a curva de crescimento das linhagens A549 e LC-HK2 (Figura 2)
com o propoésito de padronizar as condicdes de crescimento de ambas as
linhagens celulares nos experimentos subsequentes. As células das duas
linhagens foram plagueadas em placas de Petri de 35mm com uma densidade
inicial de 3x10* células por placa e cultivadas nas condicdes descritas na
metodologia, sendo que o meio de todas as placas foi trocado a cada dois dias.
As células foram entéo tripsinizadas e quantificadas na camara de Neubauer no
1°, 4° e 6° dias de cultivo em triplicatas. Os valores meédios das triplicatas estao
indicados no grafico da figura 1. As células da linhagem A549 apresentaram
maior proliferagdo do que as da linhagem LC-HK2, alcangando a fase log entre
0 4° e 0 6° dia. Por sua vez, as células da linhagem LC- HK2 apresentaram
menor proliferacdo, indicando provavelmente a necessidade de uma
concentracdo de células maior no inéculo inicial para promover o crescimento,

isto €, maior dependéncia de interacdo célula-célula.

Curva de crescimento LC-HK2 e A549
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Figura 2: Gréfico das curvas de crescimento das linhagens A549 e LC-HK2 no 1°, 4° e 6° dia
apo6s o plaqueamento (dia 0) com uma densidade inicial de 3x10* células por placa. Valores
indicados no grafico sédo as médias das triplicatas.
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3.2 EXPRESSAO PROTEICA DE TBX2 NAS CELULAS
DAS LINHAGENS DE NSCLC

A expressao proteica de TBX2 nas linhagens de NSCLC, A549 e LC-HK2,
e na linhagem de pulméo imortalizada e nédo tumoral BEAS-2B foi avaliada por
Western Blot. A quantificacdo da expresséao proteica de TBX2 foi feita usando o
software UN-SCAN-IT(gel 6.1), sendo que a expressdo da [-actina de cada
linhagem foi usada para a normalizacéo. O Western Blot foi repetido trés vezes
de forma independente. As células da linhagem A549 apresentaram os maiores
niveis de expressao proteica de TBX2, duas vezes maior que LC-HK2. As
células da linhagem néo tumoral, BEAS-2B, apresentaram 0s menores niveis de
expressdo de TBX2 (Figuras 3A e 3B). A andlise estatistica da variancia (One
way ANOVA) mostrou diferenca significativa entre A549 e LC-HK2 (p<0,0001) e
A549 e BEAS-2B (p<0,0001). Além disso, foi observada diferenca significativa
(p<0,05) entre os niveis de expressao de LC-HK2 e BEAS-2B (Figura 3A e 3B).

A549 LC-HK2 BEAS-2B
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Figura 3: A: Expressao proteica de TBX2 nas linhagens A549, LC-HK2 e BEAS-2B. A B-actina
foi usada como controle para a normalizagdo. B: Expresséo proteica de TBX2 nas linhagens
A549, LC-HK2 e BEAS-2B. Os valores apresentados no gréfico sdo as médias das triplicatas.
Barras acima das colunas representam o desvio padréo. ***p<0,0001; ** p<0,05.
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3.3 KNOCKDOWN DE TBX2 EM CELULAS DA
LINHAGEM A549

Antes de efetuar a transfeccdo e eventual selecdo das células
transfectadas, foi feita uma curva de titulacdo com geneticina, G418 (Sigma®),
em ambas as linhagens, com o propdsito de determinar a concentracdo mais
adequada para cada linhagem. O G418 (geneticina) € um antibiético de amplo
espectro que inibe a sintese de polipeptidios e proteinas interferindo na atividade
da subunidade ribossomal 80S (em eucariotos). Os plasmideos de expresséo
shRNA usados na transfeccdo possuem um gene de resisténcia a neomicina,
entretanto, a geneticina € um antibiético analogo a neomicina, permitindo a

selecdo das células transfectadas.

As concentracdes usadas na curva de titulacdo da linhagem A549 séo
proximas aquelas indicadas pelo fabricante de G418, enquanto as
concentracfes usadas para a linhagem LC-HK2 sdo proximas aquelas ja
utilizadas no laboratorio (Cortez et al., 2016). As células da linhagem A549 foram
cultivadas em placas de 96 pocos, com uma densidade inicial de 1,5 x 102 células
por poco, e tratadas apos 24 horas com as concentracfes de 500, 600, 700 e
800 pg/mL, como indicadas na figura 4. O meio contendo G418 foi trocado a
cada 2 dias. As células foram tripsinizadas e quantificadas no sétimo (ndo
mostrado no grafico) e no décimo dia de tratamento. A avaliacdo da viabilidade
celular foi feita usando Trypan blue, que permitiu a identificacdo das células nédo
viaveis (representadas em laranja no grafico). No décimo dia de tratamento a
diferenca na viabilidade das células tratadas com as quatro concentracfes de
G428 apresentou-se mais evidente, por conseguinte foram estabelecidos 10 dias
de tratamento como limite minimo para a selecao de células transfectadas, na

concentracéo de 700ug/mL (Figuras 4 e 5).

As células da linhagem LC-HK2 foram plaqueadas com densidade inicial
de 2x1032 células por poco nas mesmas condicdes das células da linhagem A549
e a viabilidade celular foi avaliada da mesma forma. As concentragdes de G418
usadas, porém, foram de 300, 350, 400, 450 pg/mL (Figura 5). A concentracéo
estabelecida para a selecéo de células transfectadas dessa linhagem foi de 450
pg/mL (Figuras 6 e 7).
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Figura 4: Grafico da viabilidade celular da linhagem A549 no 10° dia de tratamento com 4
concentracdes distintas de G418 e o controle negativo (0 pg/mL).

Figura 5: Micrografias de Contraste de fase de células da linhagem A549 no 10° dia de
tratamento com G418. Acima de cada micrografia estdo indicadas 4 concentragfes usadas.
Barras: 400um.
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Figura 6: Grafico da viabilidade celular da linhagem LC-HK2 no 10° dia de tratamento com 4
concentracdes distintas de G418 e o controle negativo (0 pg/mL).

Figura 7: Micrografias de Contraste de fase de células da linhagem LC-HK2 no 10° dia de
tratamento com G418. Acima de cada micrografia estédo indicadas as concentra¢des usadas.
Barras: 400pm



As linhagens LC-HK2 e A549 foram transfectadas como reportado na
metodologia. A linhagem LC-HK2 apresentou baixa eficiéncia de transfeccéo,
dificultando o estabelecimento de células transfectadas (Figura 8). Apos 15 dias
de selecdo nenhuma das células transfectadas proliferou o suficiente em cultura
para alcancar a confluéncia adequada para a coleta com o anel de clonagem
(Figura 9), mesmo depois de varias tentativas. A transfeccéo da linhagem A549
apresentou maior eficiéncia e clones de células transfectadas com ambos os
plasmideos foram coletadas com o anel de clonagem apdés cerca de 12-13 dias
de selecao (Figuras 10 e 11).

ApOs a selecdo dos clones de A549shTBX2 e A549shControl, as células
foram plagueadas em garrafas de 25cm? e ap0s 4, 5 e 7 passagens, foi feita a
extracdo de proteinas totais e, em seguida, 0 ensaio de Western Blot (12A). A
quantificacdo da expressao proteica de TBX2 foi feita usando o software UN-
SCAN-IT (gel 6.1). A expresséo da B-actina de cada linhagem foi usada para a
normalizacdo. Como mostrado na figura 9A, a expressao proteica relativa das
células submetidas ao knockdown de TBX2 apresentou-se menor do que 0s
controles. Por sua vez, os controles (A549 e A549shControl) ndo apresentaram
diferengas relevantes entre si. A analise estatistica da variancia (One way
ANOVA) da média das triplicadas mostrou que esss diferenca foi significativa
(p<0,0001) (Figura 12B).
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Figura 8: Micrografias de contraste de fase e fluorescéncia (A e C) e fluorescéncia (B e D) de
células da linhagem LC-HK2 transfectadas com os plasmideos shControl-GFP. A e B:
micrografias das células transfectadas com shControl-GFP apés 48h da transfec¢éo. C e D: apos
12 dias de sele¢do com G418. Barras: 1000um.
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Figura 9: Micrografias de contraste de fase e fluorescéncia (A e C) e fluorescéncia (B e D) de
células da linhagem LC-HK?2 transfectadas com o plasmideo shTBX2-GFP. A e B: micrografias
das células transfectadas com shTBX2-GFP ap6s 48h da transfeccdo. B e C: células
transfectadas apds 12 dias de selegdo com G418. Barras: 1000um.
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Figura 10: Micrografias de contraste de fase e fluorescéncia (A e C) e fluorescéncia (B e D) de
células da linhagem A549 transfectadas com o plasmideos shControl-GFP. A e B: micrografias
das células transfectadas com shControl-GFP apés 48h da transfeccdo. C e D: micrografias das
células transfectadas apos 12 dias de selecdo com G418. Barras: 200 e 1000um.
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1000 pm

Figura 11: Micrografias de contraste de fase e fluorescéncia (A e C) e fluorescéncia (B e D) de
células da linhagem A549 transfectadas com o plasmideos shTBX2-GFP. A e B: micrografias
das células transfectadas com shTBX2-GFP apés 48h da transfeccdo. C e D: células
transfectadas apés 12 dias de selegdo com G418. Barras: 200 e 1000um.
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Figura 12: A: Expresséo proteica de TBX2 nas linhagens A549, A549shControl e A549shTBX2.
A B-actina foi usada como controle para a normalizacdo. B: Expresséo proteica de TBX2 nas
linhagens A549, A549shControl e A549shTBX2. Os valores apresentados no gréfico sdo as
médias das triplicatas. Barras acima das colunas representam o desvio padrdo. *** p<0,0001.

3.4 EFEITO DO KNOCKDOWN DE TBX2 NA
VIABILIDADE, CICLO CELULAR E INDICE
MITOTICO

O efeito do knockdown de TBX2 na linhagem A549 foi avaliado por meio
do ensaio de viabilidade celular, do ciclo celular e indice mitotico. No ensaio de
viabilidade celular as células foram coradas com Trypan blue e as células viaveis
e ndo viaveis foram contadas na camara de Neubauer no 1°, 4° e 6°dia de
cultivos (Figura 13). Cada experimento foi realizado em triplicata de forma
independente. Os valores reportados no gréafico é o resultado da equacédo: (N°
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de células viaveis + N° total de células) x 100 = % de células viaveis. Como é
possivel observar no grafico da figura 13, as células A549shTBX2 néo
apresentaram diferencas relevante no percentual de células viaveis, cerca de 2%
tanto no 4° quanto no 6° dia de cultivo.

Viabilidade Celular
100 . . . .

®- A549
‘B A549shControl
A~ A549shTBX2

Viabilidade (%)

90 T T T T

Figura 13: Gréfico do ensaio de viabilidade celular de A549, A549shControl e A549shTBX2
efetuado no 1°, 4° e 6° dias de cultivo, a partir de uma densidade inicial de 3x10* células por
placa (Dia 0).

As fases do ciclo celular nas células com o knockdown de TBX2 e nos
controles (A549 e A549shControl) foram avaliadas como descrito na
metodologia, por citometria de fluxo. A andlise do ciclo celular mostrou um
aumento do percentual da populacdo de células na fase S de cerca 5% em
relacéo aos controles (Tabela 1 e figura 14). As diferencas observadas entre as
células com knockdown de TBX2 e controles foram modestas, ndo apresentando

algum valor significativo.
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Tabela 1: Analise do ciclo celular das células da linhagem A549 nao transfectadas, das células

transfectadas com o plasmideo de controle e das células transfectadas com shTBX2.

A549 A549shControl A549shTBX2
G0/G1 58,56% 58,14% 53%
S 26,45% 27,44% 31,7%
G2/M 15% 14,42% 15,3%
° Plot2: Gated by: Gate 1
A549 “
8
0 2500 5000 75|00 1000C
Red Huorescence (RED-HLin)
. Plot2: Gated by: Gate 1
A549shControl °
&
8
0 2500 5000 75|00 1000C

Red Huorescence (RED-HLin)
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Figura 14: Perfil do ciclo celular de A549, A549shControl e A549shTBX2. M1(vermelho):
hiplodiploides; M2(azul): G1; M3(rosa):S; M4(verde):G2/M; M4(verde coral):hipertetrapldides.

A avaliacao do indice mit6tico foi feita no 4° dia de cultivo (fase log) apds
o plagueamento com densidade inicial de 3x10* células por placa. As células
foram fixadas e coradas com DAPI e Faloidina Alexa flior-633. Sucessivamente,
as células foram visualizadas no microscopio de fluorescéncia e fotografadas
(Figuras 15-17). As células mitéticas e interfasicas foram contadas com o
programa ImageJ. Para calcular o indice mitético foram contadas um minimo de
1000 células. Os resultados evidenciaram que a diferenca do indice mitético
entre A549shTBX2 e controles (A549 e A549shControl) foi menor de 3% (Tabela
2).

Os resultados da viabilidade celular, do ciclo celular e indice mitético

juntos nao revelaram diferencas significativas entre A549shTBX2 e controles.
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A549

Figura 15: Imagens obtidas no microscépio de fluorescéncia Lion Heart de células da linhagem
A549. Em A é possivel observar os nucleos das células corados com DAPI. Em B pode ser
observado o citoesqueleto de actina das células marcado com Faloidina Alexa Fluor-633. Na
imagem C citoesqueleto de actina e nicleo podem ser observados juntos. Quadros no canto
inferior a esquerda de cada imagem esta em destaque uma célula mitética. As setas indicam
algumas células em mitoses das imagens destacadas nos quadros. Barras: 200um.
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A549shControl

Figura 16: Imagens obtidas no microscépio de fluorescéncia Lion Heart de células da linhagem
A549shControl. Em A é possivel observar os nucleos das células corados com DAPI. Em B pode
ser observado o citoesqueleto de actina das células marcado com Faloidina Alexa Fluor-633. Na
imagem C citoesqueleto de actina e nlcleo podem ser observados juntos. Quadros no canto
inferior a esquerda de cada imagem esta em destaque uma célula mitética. As setas indicam
algumas células em mitoses das imagens destacadas nos quadros. Barras: 200um.
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A549shTBX2

Figura 17: Imagens obtidas no microscépio de fluorescéncia Lion Heart de células da linhagem
A549shTBX2. Em A é possivel observar os ndcleos das células corados com DAPI. Em B pode
ser observado o citoesqueleto de actina das células marcado com Faloidina Alexa Fluor-633. Na
imagem C citoesqueleto de actina e nlcleo podem ser observados juntos. Quadros no canto
inferior a esquerda de cada imagem esta em destaque uma célula mitética. As setas indicam
algumas células em mitoses das imagens destacadas nos quadros. Barras: 200um.
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Tabela 2: Analise do indice mit6tico das células da linhagem A549 néo transfectadas, das células
transfectadas com o plasmideo de controle (shControl) e das células transfectadas com shTBX2.

Células Células Total indice Mitético

Interfasicas mitéticas
A549 1495 69 1564 0,0441 (4,41%)
A549shControl 1091 51 1142 0,0446 (4,46%)
A549shTBX2 177 91 1268 0,0717 (7.17%)

3.5 EFEITO DO KNOCKDOWN DE TBX2 NA
MORFOLOGIA DE A549 EM MONOCAMADA

Com o proposito de investigar se o nocaute de TBX2 poderia influenciar
na morfologia das células estudadas, foi feito ensaio de imunofluorescéncia e
coloracdo como reportado na metodologia, focando no citoesqueleto de actina,
nos microtdbulos e no nucleo. As células foram imunomarcadas e coradas e
fotografadas no microscépio de fluorescéncia. As micrografias de fluorescéncia
ndo mostraram diferencas morfolégicas no citoesqueleto de actina e
microtubulos entre as células avaliadas (knockdown e os controles). Entretanto,
foi observado nas células A549shTBX2 um aumento do numero de células
binucleadas (Figuras 18-23).
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A549

Figura 18: Imagens obtidas no microscépio de fluorescéncia Lion Heart de células da linhagem
A549. Em A sdo mostrados os nlcleos das células corados com DAPI. Em B podem ser
observados os microtdbulos. Para a imunomarcacdo dos microtibulos foram usados os
anticorpos primarios anti-a e p-tubulina (mouse) e secundario, anti-mouse-Alexa Fluor- 555. Na
imagem C os microtubulos e nucleo podem ser observados juntos. Barras: 100um.
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A549shControl

Figura 19: Imagens obtidas no microscépio de fluorescéncia Lion Heart de células da linhagem
A549shControl. Em A s&o mostrados os ndcleos das células corados com DAPI. Em B podem
ser observados os microtdbulos. Para a imunomarcacao dos microtibulos foram usados os
anticorpos primarios anti-a e p-tubulina (mouse) e secundario, anti-mouse-Alexa Fluor- 555. Na
imagem C os microtubulos e nlcleo podem ser observados juntos. Barras: 100um.
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A549shTBX2

Figura 20: Imagens obtidas no microscépio de fluorescéncia Lion Heart de células da linhagem
A549shTBX2. Em A sdo mostrados os nucleos das células corados com DAPI. Em B podem ser
observados os microtibulos. Para a imunomarcagcdo dos microtibulos foram usados os
anticorpos primarios anti-a e p-tubulina (mouse) e secundario anti-mouse-Alexa Fluor- 555. Na
imagem C os microtubulos e nucleo podem ser observados juntos. Barras: 100um.
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A549

100 pm

Figura 21: Imagens obtidas no microscépio de fluorescéncia Lion Heart de células da linhagem
A549. Em A é possivel observar os nlcleos das células corados com DAPI. Em B pode ser
observado o citoesqueleto de actina das células marcado com Faloidina Alexa Fluor-633. Na
imagem C citoesqueleto de actina e nicleo podem ser observados juntos. Barras: 100um.
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A549shControl

100 pm

Figura 22: Imagens obtidas no microscépio de fluorescéncia Lion Heart de células da linhagem
A549shControl. Em A é possivel observar os nicleos das células corados com DAPI. Em B pode
ser observado o citoesqueleto de actina das células marcado com Faloidina Alexa Fluor-633. Na
imagem C citoesqueleto de actina e nicleo podem ser observados juntos. Barras: 100um.
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A549shTBX2

Figura 23: Imagens obtidas no microscépio de fluorescéncia Lion Heart de células da linhagem
A549shTBX2. Em A é possivel observar os nicleos das células corados com DAPI. Em B pode
ser observado o citoesqueleto de actina das células marcado com Faloidina Alexa Fluor-633. Na
imagem C citoesqueleto de actina e nlcleo podem ser observados juntos. Barras: 100um.
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3.6 AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO DOS
ESFEROIDES DAS LINHAGENS A549 E LC-HK2

As linhagens HK2 e A549 foram plaqueadas em placas de 96 po¢cos com
o fundo de agarose (1%), com densidade inicial de 1x10* por poco. As culturas
foram mantidas por 14 dias, os esferoides foram fotografados com microscopio
de luz invertido (Figuras 24 e 26) e os diametros dos esferoides foram medidos
no 3°, 7°, 10°, 14° dia de cultivo, usando o software ImageJ. Foram medidos 20
esferoides de cada linhagem nos dias preestabelecidos.

ApoOs o terceiro dia em cultura os esferoides da linhagem LC-HK2
apresentaram uma pronunciada reducdo de seus diametros. Com um leve
recupero no sétimo dia, a partir do qual o didmetro dos esferoides se manteve
relativamente estavel, com discretas oscila¢des até o décimo quarto dia (Figuras
26 e 27).

Por outro lado, a reducéo do diametro dos esferoides da linhagem A549
apresentou-se continua a partir do terceiro dia (Figuras 24 e 25) e apds o décimo
dia muitos esferoides comecaram a se desfazer. A partir da curva de crescimento
dos esferoides foi estabelecido que o0s experimentos seguintes com o0s
esferoides seriam feitos no sétimo dia de cultivo, o qual representaria um tempo
de cultivo intermediério entre a formacéao e a dissolucéo dos esferoides de ambas

as linhagens.
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A549

Figura 24: Micrografias de contraste de fase de esferoides da linhagem A549 com 3, 7,10 e 14
dias de cultivo. Barras: 400um.
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Figura 25: Gréafico da média do didmetro dos esferoides da linhagem A549 nos dias 3, 7, 10 e
14 de cultivo. Os valores médios foram obtidos medindo 20 esferoides para cada dia indicado no
gréfico. Barras verticais representam o desvio padréo.



Figura 26: Micrografias de contraste de fase dos esferoides de LC-HK2 com 3, 7, 10 e 14 dias
de cultivo. Barras: 400um.
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Figura 27: Gréfico da média do didmetro dos esferoides da linhagem LC-HK2 nos dias 3, 7, 10
e 14 de cultivo. Os valores médios foram obtidos medindo 20 esferoides para cada dia indicado
no grafico. Barras verticais representam o desvio padrao.



3.7 O KNOCKDOWN DE TBX2 INIBE A
FORMACAQO DE ESFEROIDES

As células da linhagem A549 transfectadas foram plagueadas em placas
de 96 pocos usando a mesma metodologia aplicada na curva de crescimento
das linhagens A549, nado transfectada, e LC-HK2. As micrografias da figura 28
mostram que os esferoides formados a partir das células da linhagem A549
transfectadas com o plasmideo de controle apresentaram, como esperado,
morfologia e diametro semelhantes as células ndo transfectadas (Figura 24). Por
outro lado, as células com o knockdown de TBX2 formaram agregados celulares

no 3°dia de cultivo e ja no 7°dia de cultivo as células de dissociaram (Figura 29).

A549shControl

Figura 28: Micrografias de contraste de fase dos esferoides de A549shControl com 3, 7, 10 e 14
dias de cultivo. Barras: 400um.
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Figura 29: Micrografias de contraste de fase dos esferoides de A549shTBX2 com 3,7, 10 e 14
dias de cultivo. Barras: 400pum.

No 10° dia de cultura as células de A549shTBX2 e os esferoides de
A549shControl de alguns poc¢os foram incubados por cerca de 1hora com iodeto
de propideo (10ug/mL) e Hoechst (20ug/mL) e visualizados no microscopio de
fluorescéncia, Lion Heart. O Hoechst pode ser usado para identificar as células
vivas em cultura, enquanto o iodeto de propideo marca as células néo viaveis,
cujas membranas se tornaram permedveis ao iodeto. As micrografias da figura
30 mostram que a maioria das células dos esferoides do controle sdo viaveis,
com uma concentracéo de células ndo viaveis nas camadas mais internas dos
esferoides. Contudo, as células com o knockdown de TBX2 apresentaram um
padrdo distinto de distribuicdo, isto é, a maioria das células viaveis estavam
localizadas na parte central daquilo que teria permanecido dos esferoides e as
nao viaveis apresentaram um padréo de distribuicdo aleatério (Figura 31).
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1000 ym

Figura 30: Micrografias de Fluorescéncia e Coniraste de Fase dos esferoides de A549shControl.
A e B: Hoechst; C e D: lodeto de Propideo; E e F: Hoechst e lodeto de propideo; G e H:
Micrografias de Contraste de fase e fluorescéncia unidas. Barras:1000 e 200um.
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Figura 31: Micrografias de Fluorescéncia e Contraste de Fase dos esferoides de A549shTBX2.
A e B: Hoechst; C e D: lodeto de Propideo; E e F: Hoechst e lodeto de propideo; G e H:
Micrografias de Contraste de fase e fluorescéncia. Barras:1000 e 200pm.
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As células com o knockdown de TBX2 foram entédo plaqueadas em placas
de 60mm de diametro, cobertas com agarose (1%) com uma densidade inicial
de 8x10* células/mL (4x10° células/placa) com o intento de avaliar se os
esferoides poderiam se formar em condi¢cdes experimentais diferentes. Os
esferoides cultivados em placas de 60mm geralmente apresentam maior
variabilidade em seus diametros, como exemplificado nas micrografias dos
esferoides de A549 mostrados na figura 32. Além disso, os esferoides cultivados
em placas de 96 pocos, devido ao espaco limitado, estdo submetidos a
condi¢cbes fisico-quimicas ambientais potencialmente estressantes para as
células, como tensao superficial do meio, aumento da osmolaridade e diminuicéo
do pH. Consequentemente, outras variaveis, de maior relevancia, poderiam estar
agindo em conjunto com o knockdown de TBX2, impedindo a formagdo de

esferoides.

As células de A549shControl e A549shTBX2 foram cultivadas em
suspensao por um periodo de 14 dias. Os esferoides das células A549shControl
apresentaram-se semelhantes aos esferoides das células da linhagem A549 néo
transfectadas (Figuras 32 e 33). Entretanto, as células A549shTBX2 néo
formaram esferoides e permaneceram em condicdo de agregados pouco

compactos, de varios tamanhos, por 14 dias (Figura 34).
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A549

Figura 32: Micrografias de contraste de fase dos esferoides de A549 cultivadas em placas de
60mm no 3°, 7°, 10° e 14° dias de cultura. Barras: 400pm.
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A549shControl

Figura 33: Micrografias de contraste de fase dos esferoides de A549shControl cultivadas em
placas de 60mm no 3°, 7°, 10° e 14° dias de cultura. Barras: 400pum.
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A549shTBX2

Figura 34: Micrografias de contraste de fase dos agregados de A549shTBX2 cultivadas em
placas de 60mm no 3°, 7°, 10° e 14° dias de cultura. Barras: 400pum.

Os esferoides de A549, A549shControl e os agregados de A549shTBX2
foram coletados no 14° dia e submetidos a coloracdo com Faloidina Alexa Fluor-
633 e 0 nucleo com DAPI a fim de investigar possiveis diferencas entre essas
estruturas. Os esferoides foram visualizados no microscopio de fluorescéncia e
fotografados. As imagens de microscopia de fluorescéncia apresentadas nas
figuras 35, 36 e 37 ndo revelaram nenhuma diferenca consideravel entre as
células controle e as células com baixa expressdo de TBX2 cultivadas em
suspensdao. Nao foram observados aumento de células apoptéticas ou
anomalias na organizacdo do citoesqueleto de actina. A Unica caracteristica
distintiva constatada entre as culturas tridimensionais dos controles e de
A549shTBX2 foi o arranjo menos compacto das células nocauteadas. Visto que
muitos dos agregados possuiam diametro pequeno e baixa densidade, muito
material foi perdido no decorrer dos experimentos. Por conseguinte, 0s
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agregados observados nas imagens talvez nao representem fielmente a
resposta das células nocauteadas na auséncia de adesdo a um substrato.

A populagdo de células dos esferoides dos controles (A549 e
A549shControl) e de A549shTBX2 foram analisadas por meio do ensaio de Ciclo
Celular. As células foram plagueadas em placas de 60mm e no 7°dia de cultura,
foram fixadas e coradas com iodeto de propideo, como descrito na metodologia.
Os experimentos foram repetidos trés vezes de forma independente. Os
resultados da andlise do Ciclo Celular sdo mostrados na tabela 3. A distribuicdo
das populacdes de células de A549 e A549shControl nas fases do ciclo celular
nao diferiram muito. Como esperado em esferoides, mais de trés quartos das
células dos controles se encontravam em G1 (79,12% de A549 e 79,24% de
A549shControl). Por outro lado, foi observada uma reducdo no percentual de
células nas S e G2/M (Tabela 3) e um aumento discreto aumento da populacdo
de células hipodiploides (SubG0). As células de A549shTBX2, todavia,
apresentaram um acréscimo percentual consideravel da populacdo hipodiploide
de 26,1%, e, consequentemente, um decréscimo do percentual da populacéo de
células nas outras fases do ciclo (Tabela 3 e Figura 38). Esse aumento da
populacdo de células em SubGO indica que o knockdown de TBX2 reduziu a
resisténcia das células da linhagem A549 a anoikis, que resultou no aumento de
morte celular das células cultivadas em suspensao e, por conseguinte, inibindo

a formacéao de esferoides.
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A549

100 pm

Figura 35: Imagens obtidas no microscopio de fluorescéncia Lion Heart de esferoides da
linhagem A549. Em A é possivel observar os nicleos das células corados com DAPI. Em B pode
ser observado o citoesqueleto de actina das células marcado com Faloidina Alexa Fluor-633. Na
imagem C citoesqueleto de actina e nacleo podem ser observados juntos. Barras: 100um.
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A549shControl

A

100 pm

Figura 36: Imagens obtidas no microscopio de fluorescéncia Lion Heart de esferoides de
A549shControl. Em A é possivel observar os nicleos das células corados com DAPI. Em B pode
ser observado o citoesqueleto de actina das células marcado com Faloidina Alexa Fluor-633. Na
imagem C citoesqueleto de actina e nacleo podem ser observados juntos. Barras: 100um.
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A549shTBX2

100 pm

Figura 37: Imagens obtidas no microscépio de fluorescéncia Lion Heart de agregados de
A549shTBX2. Em A é possivel observar os ndcleos das células corados com DAPI. Em B pode
ser observado o citoesqueleto de actina das células marcado com Faloidina Alexa Fluor-633. Na
imagem C citoesqueleto de actina e nicleo podem ser observados juntos. Barras: 100um.
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Tabela 3: Andlise do ciclo celular das células dos esferoides de A549 nao transfectadas, das
células transfectadas com o plasmideo de controle e das células transfectadas com shTBX2.

A549 A549shControl A549shTBX2
SUBGO 4,62% 6.42% 26,1%
G0/G1 79.12% 79.24% 63,5%
S 6,4% 6,04% 4,2%
G2/M 6,14% 5.1% 3.3%
Hipertetrapldides 3.72% 3.2% 2,9%
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Figura 38: Perfil do ciclo celular dos esferdides de A549 e A549shControl e dos agregados de
A549shTBX2. M1l(vermelho):

hiplodipléides; M2(azul): G1; M3(rosa):S; M4(verde):G2/M;
M4(verde coral):hipertetrapléides.



3.8 O KNOCKDOWN DE TBX2 PROMOVE STRESS
DO RETICULO ENDOPLASMATICO E MORTE EM
ESFEROIDES DE A549

Os esferoides de A549, A549shControl e A549shTBX2 foram plaqueadas
em placas de 60mm de diametro, cobertas com agarose (1%), cultivados por 7
dias e fixados com uma solucdo glutaraldeido e formaldeido e foram
processados para microscopia eletronica de transmissao, como descrito em
materiais e métodos. As micrografias das figuras 39 - 41 mostram que 0s
esferoides de A549 apresentam uma certa heterogeneidade, com regides onde
as células estdo em grande atividade de sintese e regides, mais internas, €
possivel observar a presenca de células necroticas, provavelmente devido a falta
de nutrientes, oxigénio e diminuicdo do pH (Amaral, Machado-Santelli, 2011;
Costa et al., 2016). Nas células em atividade de sintese podem ser observados
ndcleos grandes com nucléolos proeminentes, abundancia de eucromatina e
vesiculas de secrecdo, as quais provavelmente secretam surfactantes,
considerando o tipo celular pulmonar. Nas regides necroticas podem ser
observados restos celulares e células em estado mais ou menos avancado de
morte celular. As imagens também mostram locais de interacao entre as células
dos esferoides, onde podem ser encontradas jungdes intercelulares.

As micrografias dos esferoides de A549shControl (Figuras 42 - 44)
revelam um padrdo semelhante de heterogeneidade, com regibes onde as
células estdo em atividade de sintese e regifes necroticas, assim como locais
onde ocorrem interacdes entre as células.

Os agregados de A549shTBX2, contudo, ndo apresentam o0 mesmo
padrdo de distribuicdo (Figuras 45-48). Regibes onde ocorrem células em fase
de sintese e células que ndo sdo mais viaveis (necrdticas, apoptéticas ou
necroptoticas) apresentam distribuicdo aleatéria. Nas células viaveis o reticulo
endoplasmatico se apresenta como longas estruturas membranosas lineares,
onduladas ou espiraladas que estao difundidas por todo o citoplasma, sugerindo
stress do reticulo. O stress do reticulo pode também ser observado nas
micrografias de contraste de fase dos cortes semi-finos como varias estruturas

esféricas semelhantes a vacuolos (Figuras 45C-F). Por fim, foi possivel constatar
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a total auséncia de locais de interacédo intercelulares nas células dos agregados

de A549shTBX2, indicando que as jun¢des intercelulares ndo estdo presentes.

Figura 39: Imagens de microscopia de luz de cortes semi-finos corados com azul de toluidina
(A, B, C e D) dos esferoides de A549 com 7 dias em cultura. RN (regido necroética); Nu (nucléolo);
Ve (vesiculas de secrecdo, cinza). Aumento da objetiva: 40x.
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Figura 40: Imagens de microscopia eletronica de transmissao (A e B) dos esferoides de A549
com 7 dias em cultura. A: Ve (vesiculas de secrecao); Nu (nucléolo); Eu (eucromatina). B: RN
(regido necrética). Aumento das imagens de microscopia eletrénica: x1700. Barras: 5um.
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Figura 41: Imagens de microscopia eletrdnica de transmisséo dos esferoides de A549 com 7
dias em cultura, mostrando em detalhes compartimentos celulares e regides de contato entre as
células. A: N (nucleo), M (mitocdndria); B: Ve (vesicula de secre¢do), M (mitocdndria). As setas
indicam locais onde ocorrem junc¢des intercelulares. Aumento das imagens de microscopia
eletrbnica 14500x. Barras: 500nm.
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A549shControl

Figura 42: Imagens de microscopia de luz de cortes semi-finos corados com azul de toluidina
(A, B, C e D) dos esferoides de A549shControl com 7 dias em cultura. As micrografias mostram
2 cortes semi-finos dos mesmos esferoides (A e B; C e D) em diferentes se¢cdes. Em Be D é
possivel observar as camadas mais superficiais, enquanto em A e C é possivel observar as
camadas mais internas. Aumento da objetiva: 20x.
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Figura 43: Imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo (A e B) dos esferoides de
A549shControl com 7 dias em cultura. A: Ve (vesiculas de secrecdo); Nu (nucléolo); Eu
(eucromatina); RE (reticulo endoplasmaético). B: RN (regido necrética). Aumento das imagens de
microscopia eletrénica: x1700. Barras: 5um.
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Figura 44: Imagens de microscopia eletrénica de transmisséo dos esferoides de A549shControl
com 7 dias em cultura, mostrando em detalhes compartimentos celulares e regifes de contato
entre as células. A: N (nucleo), Nu (nucléolo), Ve (vesicula de secre¢do); B: M (mitocondria). As
setas indicam locais de interacao intercelulares. Aumento das imagens de microscopia eletronica
3500x e 19000x. Barras: 2um e 500nm.
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Figura 45: Imagens de microscopia de luz de cortes semi-finos corados com azul de toluidina
(A, B, C e D) dos agregados de A549shTBX2 com 7 dias em cultura. As setas em A e C mostram
stress do reticulo. Em B e D as setas com tracos mostram células ndo-vidveis. Aumento da
objetiva: 20x.
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Figura 46: Imagens de microscopia eletrbnica de transmissdo (A e B) dos agregados de
A549shTBX2 com 7 dias em cultura. A: RN (regiéo necrotica); B: Ne (necroptose), setas em A e
B, mostram stress do reticulo. Aumento das imagens de microscopia eletrénica: x1700. Barras:

5um.
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Figura 47: Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo dos esferoides de A549shTBX2
com 7 dias em cultura, mostrando uma célula com stress do reticulo. A, B e C: CG (complexo de
Golgi); SR (stress do reticulo); N (nucleo). As setas indicam a auséncia de interacdes
intercelulares. Aumento das imagens de microscopia eletrdnica 2500x e 6500x. Barras: 2um e
lum.
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A549shTBX2

Figura 48: Imagens de microscopia eletrbnica de transmissao dos esferoides de A549shTBX2
com 7 dias em cultura, mostrando uma célula em apoptose. A: NA (nlcleo apoptético); B: NA
(nucleo apoptdtico). As setas indicam estresse do reticulo. Aumento das imagens de microscopia
eletrbnica 2500x e 6500x. Barras: 2um e 1um.
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TBX2 desempenha um papel fundamental durante o desenvolvimento dos
pulmdes em embrides de camundongos, regulando negativamente a expressao
génica de inibidores do ciclo celular, Cdknla (p21) e Cdknlb (p27), e de
antagonistas da via Wnt, Frzb (Frizzled Related Protein) e Shisa3 (Shisa Family
Member 3) (Ludtke et al., 2013; Ludtke et al., 2016). E, em células multi-potentes
de pulm&o humano, a ativacao da via Axl, um receptor tirosina-quinase, promove
a expressao transcricional de TBX2, o qual contribui para a transicao epitélio-
mesenquimal do fendtipo celular, através da modulacdo negativa de genes
envolvidos na especializacéo celular, como E-caderina e ZO-1. (Fujino, Kubo e
Maciewcz, 2017). Esse mecanismo de repressao transcricional de inibidores do
ciclo celular (supressores tumorais) e de genes que participam da especializagcéo
celular foi observado em alguns tipos de cancer cuja expressao proteica de TBX2
€ elevada, como no cancer gastrico (Liu et al., 2018), de mama (Crawford et al.,
2019; D’Costa et al., 2014; Redmond et al., 2010), préstata (Du et al., 2017),
nasofaringe (Lv et al., 2017), laringe (Huang et al., 2014), rabdomiossarcoma
(Mohamad et al., 2018; Zhu et al., 2016), glioblastoma (Yi et al., 2017),

neuroblastoma (Decaesteker et al., 2018) e melanoma (Vance et al., 2005).

Embora o papel de TBX2 nesses tipos de cancer parece seguir
mecanismos semelhantes, promovendo a proliferacédo, isso ndo se aplica para o
cancer de pulméo. Os estudos publicados até o momento séo contraditorios, ora
atribuindo ao TBX2 a funcéo de supressor tumoral (Khalil eta al., 2017; 2018;
Nehme et al., 2019) ora envolvido em processos oncogénicos (Hu, Um e Zhang,
2014; Yu et al., 2020; Zhang, Guo, 2014). Os resultados da avaliacdo da
proliferacéo celular obtidos nesse trabalho mostraram que o knockdown de TBX2
promoveu um discreto aumento da viabilidade celular em células da linhagem
A549, sendo que esse discreto aumento poderia ser atribuido a parada das
células de A549shTBX2 na fase S ou G2/M, ao aumento de células binecluadas
ou poderia ser um evento puramente estocastico (Davis et al., 2008; Wansleben
et al.,, 2013). Nao obstante esses estudos poderiam dar respaldo a discreta
diferenca mostrada nos resultados apresentadas nesse trabalho, estes devem
ser considerados com cautela. Assim como muitos fatores de transcricdo, TBX2
pode ser regulado por cofatores (EGR1, HDACL1) que irdo determinar seus alvos
ou conjunto de alvos, dependendo do estimulo e contexto celular (D"Costa et al.,
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2014; Mohamad et al., 2018; Redmond et al., 2010; Vance et al., 2005; Zhu et
al., 2016).

A formacado de metéastases a partir de um tumor primario € um processo
composto por vérias etapas, conhecido como cascata invasdo-metastase
(Talmadge, Fidler, 2010). As etapas iniciais dessa cascata sdo caracterizadas
pela aquisicdo de propriedades fenotipicas que permitem as células de sair do
sitio primario, alcancando tecidos distantes. Em carcinomas essa mudanca
fenotipica é caracterizada pela perda de polaridade celular, adesé&o célula-célula,
obtencdo de capacidades migratérias e a capacidade de reorganizar a matriz
extracelular. Esse processo biologico celular é denominado transicédo epitélio-
mesenquimal (TEM), no qual as células perdem seus tracos fenotipicos epiteliais
e convergem para um fenotipo mesenquimal. As vias de sinalizacdo TEM sdo,
de forma geral, iniciadas pela ativacdo de receptores que desencadeiam uma
cascata de sinalizacao intracelular, as quais sdo coordenadas por fatores de
transcricao TEM (Snail, Slug, Twist, Zebl e Zeb2). Esses fatores de transcrigao
fazem repressdo transcricional de genes que contribuem na formacdo do
fendtipo epitelial, induzindo concomitantemente a expressao transcricional de
genes que caracterizam o fendtipo mesenquimal (Lambert, Pattabiraman,
Weinberg, 2016; Pearson, 2019).

Em estudos correlacionais e analises in silico (data sets) TBX2 foi
associado a presenca de metastases, acometimento linfonodal e tempo reduzido
de sobrevivéncia livre de metastase (Du et al., 2017; Jolly et al., 2019; Lv et al.,
2017; Nadana et al., 2017; Wang et al, 2012; Yu et al.,, 2020). Em modelos
celulares de cancer de mama, préstata, nasofaringe, gastrico e carcinoma
adrenocortical TBX2 promove migracao e invasao através da transicao epitélio-
mesenquimal, contribuindo, assim, para resisténcia a anoikis (Ismail, Bateman,
2009; Jolly et al., 2019; Liu et al., 2018; Lv et al., 2017; Nandana et al., 2017;
Wang et al.,, 2012). O mesmo fendmeno foi observado em linhagens de
carcinoma de células ndo pequenas de pulmédo (A549 e HCI-1299),
corroborando com os resultados obtidos no presente estudo, no qual o
knockdown de TBX2 inibiu a formacédo de esferoides e reduziu a resisténcia a
anoikis (Kumar et al., 2011; Yu et al., 2020). Como observado nas microscopias
de fluorescéncia (Figura 31) e de luz de cortes semifinos (Figura 45) o
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knockdown de TBX2 inibiu a formacéo de esferoides. E, como mostrado nas
imagens do ensaio de viabilidade com lodeto de propideo e Hoechst, as células
dos agregados néo apresentaram um padrdao de organizacdo geralmente
observado em esferoides (Figura 31), no qual as células ndo viaveis estao
concentradas nas camadas mais centrais dos esferoides e as viaveis nas

camadas mais externas, representada pelo controle (Figura 30).

No cancer TBX2 é capaz de promover a TEM, que confere resisténcia a
anoikis, por meio da repressao transcricional direta de CDH1 (E-caderina),
regulacdo negativa de outros marcadores do fenétipo epitelial e supressao de
mediadores e efetores da via de sinalizacao de anoikis (p14ARF, p21, ZO1, B-
catenina). Além disso, TBX2 promove a expressao, direta ou indiretamente, de
marcadores do fendtipo mesenquimal, como WNT3A, N-caderina, Vimentina,
MMP9, MMP2, Snail, Twist (Crawford et al., 2019; Du et al., 2017; Lingbeek, et
al, 2002; Liu et al., 2018; Nadana et al., 2017; Yi et al., 2017; Wang et al., 2012).

Em células epiteliais a repressao transcricional de E-caderina é uma etapa
critica para a sobrevivéncia da célula em suspenséo, salvo algumas excecdes
(células sem expressdo enddgena de e-caderina). De fato, sua expressao
aumenta quando as células perdem adesao ao substrato, induzindo anoikis. Dois
mecanismos pro-sobrevivéncia foram bem caracterizados em linhagens de
NSCLC, NRAGE/TBX2 e TLE1l/ZEB1. NRAGE (Neurotrophin Receptor-
Interacting MAGE Homolog) geralmente é considerado um supressor tumoral,
sendo capaz de promover apoptose, entretanto sua funcdo depende de sua
localizacdo dentro da célula (Paoli et a., 2019; Zhang, Zhou, Xue, 2016). Com a
perda de adeséo, o complexo e-caderina/anquirina-G sequestram NRAGE no
citoplasma, promovendo anoikis. A repressao transcricional de e-caderina e,
posteriormente de anquirina-G, permite a NRAGE se deslocar para o nucleo, no
gual NRAGE forma um complexo com TBX2 inibindo diretamente a expressao

de p14ARF, conferindo resiténcia a anoikis (Kumar et al., 2011).

Outro mecanismo de resisténcia a anoikis observado na linhagem A549
de adenocarcinoma e BEAS-2B (linhagem né&o tumoral imortalizada) é por meio
do complexo TLE1/ZEB1/HDAC, o qual inibe diretamente a expressao
transcricional de e-caderina. A via de anoikis observada nessas linhagens é

regulada pela perda de adeséo da integrina, a qual promove o deslocamento de
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Bit-1 (uma proteina mitocondrial) para o citoplasma. No citoplasma Bit-1 forma
um complexo com AES (Transcriptional Amino Enhancer Slip) e inibe a
supressao transcricional de e-caderina por TLE1/ZEB1/HDAC, induzindo
apoptose independente de caspase (Yao et al.,, 2016; Yao et al., 2017). Nos
resultados observados no presente estudo em células da linhagem A549, é
provavel que TBX2 participe de forma independente na represséao transcricional

da e-caderina ou participe do complexo repressor TLE1/ZEB1/HDAC.

O reticulo endoplasmatico (RE) exerce vérias fungbes celulares, como
local de sintese e modificagdes pos-traducionais de muitas proteinas, sintese e
armazenamento de lipideos, regulacdo e armazenamento de calcio e
coordenacao de respostas metabolicas e do destino celular, desencadeadas por
variagdes energeéticas intracelulares, mantendo a homeostase celular (Alberts et
al., 2014). Perturbacfes no funcionamento do RE causam estresse do reticulo
gque ativa mecanismos de resposta adaptativas que variam de acordo com a
condicao e/ou agente perturbador e intensidade e/ou duracéao do estresse (Hetz,
2012). Os fatores que desencadeiam estresse do reticulo podem ser intrinsecos,
relacionados a certas doencas (diabetes e doencas neurodegenerativas), ou
extrinsecos, como perturbacdes no microambiente celular (deplecdo de
nutrientes, hipéxia, mudancas no pH), producédo de espécies reativas de oxigénio
(ROS, reactive oxygen species) e mudancas na temperatura. Em resposta ao
estresse do RE a via de sinalizacdo Unfolded Protein Response (UPR) é ativada
como mecanismo de resposta adaptativa que ajuda a célula a superar o estresse
restaurando a homeostase e o normal funcionamento do reticulo
endoplasmatico, entretanto se o estresse € mantido por muito tempo a resposta
pré-sobrevivéncia UPR pode falhar ou desencadear uma via de sinalizacao pro-

apoptotica (Almanza et al., 2019).

Em células epiteliais a perda de adeséo ao substrato pode causar uma
drastica reducéo da entrada de glicose na célula, levando a uma diminui¢cdo nos
niveis de ATP e progressivo acumulo de espécies reativas de oxigénio (Schafer
et al., 2009). Com a reducdo de ATP e acumulo de ROS ocorre estresse do
reticulo e, posteriormente, ativacdo da quinase PERK (Protein kinase RNA-like
(PKR-like) endoplasmic reticulum kinase) envolvida na resposta UPR (Avivar-
Valderas et al., 2011).
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O estresse do reticulo endoplasmatico observados nas células dos
agregados de A549shTBX2 (Figuras 45-48) pode ter sido desencadeado pelo
acumulo de ROS, induzido pela perda de adesdo. A constante ativacdo da
resposta UPR ou falha na resposta UPR, levando a morte celular poderia
também explicar a presenca de células necroptéticas observadas nos agregados
de A549shTBX2 (Figura 46), visto que a via de sinaliza¢do necroptose pode ser

ativada por estresse do reticulo (Kishino et al., 2019).
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5 Conclusao
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O knockdown de TBX2 néo teve efeito significativo na viabilidade das
células de NSCLC da linhagem A549. Entretanto muito ainda precisa ser
investigado, visto que foi observado, em células da mesma linhagem, que o
knockdown de TBX2 promoveu diminuicdo da viabilidade celular.
Consequentemente, o papel de TBX2 na viabilidade de NSCLC ainda precisa

ser elucidado.

A morfologia das células de A549shTBX2 sofreram algumas alteracdes
em relagdo aos controles, com o aumento de células binucleadas. As causas

dessas alteracfes serdo investigadas e melhor caracterizadas futuramente.

Como mostrado nos resultados, o knockdown de TBX2 inibiu a formacao
de esferoides e promoveu estresse do reticulo, corroborando com varios estudos
que reportam o envolvimento de TBX2 na transi¢do epitélio-mesenquimal, por
meio da repressdo transcricional da e-caderina, e resisténcia a anoikis. Em
seguida, tanto a expressdo de e-caderina, quanto 0S mecanismos de
resisténcia/sensibilidade a anoikis em células de A549shTBX2 e controles serdo

avaliados.
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