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RESUMO

Pacheco, Mario Thiego Fernandes. Estudo do papel da dineina no mecanismo de
acdo antitumoral do Amblyomin-X em células de melanoma e adenocarcinoma de

pancreas. 2015. 217 f. Tese (Ciéncias). Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2015.

Animais hematéfogos séo fontes de anticoagulantes naturais, visto que, para
se alimentarem, necessitam manter o sangue fluido no seu trato digestivo e assim,
podem conter uma série de moléculas fisiologicamente ativas. A partir da construcao
de uma biblioteca de cDNA da glandula salivar do carrapato-estrela Amblyomma
cajennense, foi identificado um transcrito que codifica um inibidor de serino protease
com um dominio tipo Kunitz semelhante ao inibidor endégeno TFPI. A proteina
apresentou efeito inibidor sobre o fator FXa da coagulacao e foi isolada e produzida
na sua forma recombinante, sendo denominada Amblyomin-X. Além disso, a
proteina recombinante exerceu efeitos pro-apoptéticos em células tumorais e
também atividade anti-angiogénica, regressdo da massa tumoral e diminuicdo de
metastases. Até o momento, nédo foi identificado efeitos citotéxicos do Amblyomin-X
em linhagens celulares nao-tumorais ou normais, como por exemplo, fibroblastos.
Dentre as atividades descritas desta nova molécula, destaca-se sua capacidade de
inibicdo do sistema proteassomo e indu¢do do aumento de expressdo génica da
cadeia leve-intermediaria 2 da dineina citoplasmatica 1 em analise de microarray em
células de melanoma (SK-MEL-28) e adenocarcinoma de pancreas (MIA PaCa-2)
humano. A dineina é um motor molecular que desempenha um papel importante em
todas as células eucaridticas no transporte de proteinas, vesiculas e organelas e
também no posicionamento do nudcleo, do fuso mitético e dos microtubulos. O
presente trabalho é proposto para investigar o papel da dineina no mecanismo de
acdo antitumoral do Amblyomin-X, desde sua entrada na célula até o seu alvo e os
efeitos bioldgicos desencadeados por esta nova molécula relacionados a inibicao

proteassomal.

Palavras-chave: Amblomma cajennense, inibicdo de cancer, inibidor do Fator X

ativado, dineina, proteassomo.



ABSTRACT

Pacheco, Mario Thiego Fernandes. Study of the role of dynein in the antitumor
mechanism of action of Amblyomin X in melanoma and pancreas adenocarcinoma
cells. 2015. 217 p. Thesis (Sciences). Instituto Butantan, S&o Paulo, 2015.

Hematophagous animals are sources of natural anticoagulants, since, for
feeding, they need to maintain fluid blood in their digestive tract and therefore may
contain a series of physiologically active molecules. From the construction of a cDNA
library from the salivary glands of the Amblyomma cajennense tick, it was identified a
transcript that encodes a serine protease inhibitor with a Kunitz-type domain similar
to the endogenous TFPI inhibitor. The protein showed an inhibitory effect on the
coagulation factor FXa and was isolated and produced in recombinant form, being
named Amblyomin-X. Furthermore, the recombinant protein exerted pro-apoptotic
effects in tumor cells as well as anti-angiogenic activity, tumor regression and
decreased metastasis. Until now, it was not identified cytotoxic effects of Amblyomin-
X in non-malignant or normal cells, such as fibroblasts. Among the activities
described in this new molecule, we emphasize its ability to inhibit the proteasome
system and to induce an increase in gene expression of the dynein cytoplasmic 1
light-intermediate chain 2 in microarray analysis in melanoma (SK-MEL-28) and
pancreatic adenocarcinoma (MIA PaCa-2) human cells. The dynein is a molecular
motor that plays an important role in all eukaryotic cells in transport of proteins,
organelles and vesicles, and also the positioning of the nucleus, and the mitotic
spindle pole and microtubules. This study is proposed to investigate the role of
dynein in the antitumor mechanism of action of Amblyomin-X, from its uptake by the
cell towards to its target as well as the biological effects triggered by this novel

molecule linked to the proteasome inhibition.

Keywords: Amblyomma cajennense, cancer inhibition, activated Factor X inhibitor,

dynein, proteasome.
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ANEXO I: Artigo "Dynein Function and Protein Clearance Changes in Tumor

Cells Induced by a Kunitz-Type Molecule, Amblyomin-X"



1. INTRODUCAO

1.1 Hematéfagos e Amblyomin-X

Os hematoéfagos (carrapatos, sanguessugas, piolhos e etc) sdo animais que
se alimentam de sangue e por isso necessitam inibir as reacfes locais do
hospedeiro, do qual se alimentam, para manter o sangue fluido no seu préprio trato
digestivo. Devido a essa necessidade eles desenvolveram em sua trajetoria
evolutiva uma diversidade de moléculas bioativas, presentes na saliva, com
potencial uso terapéutico em doencas cardiovasculares, coagulacédo, fibrindlise e
angiogénese (FRANCISCHETTI et al. 2009; HOVIUS et al. 2008).

O Amblyomma cajennense, conhecido como carrapato-estrela, pertence a
familia Ixodidae e € transmissor da febre maculosa provocada pela bactéria
Rickettsia rickettsi (Principles and pratice of infectious diseases, 4). Este pequeno
artropode hematéfago tem sido investigado pelo nosso grupo de pesquisa. A partir
da construcéo de uma biblioteca de complementary deoxyribonucleic acid (cDNA) de
sua glandula salivar, foi identificado e expresso um transcrito (BATISTA et al. 2008)
gue codifica uma proteina caracterizada como inibidora de serino protease com um
dominio tipo-Kunitz e propriedade anticoagulante, inibindo o activated coagulation
factor X (FXa) na presenca de fosfolipideos (BATISTA et al. 2010). Esta proteina de
massa molecular de 13,5 kDa foi entdo denominada de Amblyomma cajennense
inibidor do FXa (Amblyomin-X) (BATISTA et al. 2010).

O dominio Kunitz representa estruturas funcionais constituidas por residuos
de aminoacidos ligados por pontes dissulfeto que inibem a atividade enzimatica das
proteinas (BROZE JR e GIRARD 2013). Exemplos de inibidores de proteases tipo-
Kunitz incluem proteinas como a aprotinina e o inibidor da coagulacdo enddégeno
humano tissue factor pathway inihibitor (TFPI) (BROZE JR e GIRARD 2013).
Dominios Kunitz sé@o estaveis e capazes de reconhecer estruturas protéicas
especificas, funcionando como inibidores de proteases competitivos (BROZE JR e
GIRARD 2013). Devido a essas caracteristicas, sdo alvos de estudo para o
desenvolvimento de drogas biofarmacéuticas. Um exemplo bem-sucedido é a

molécula inibidora da calicreina, ecalantide, utilizada no tratamento de angioedema
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hereditario (LEHMANN 2008).

Estruturalmente, o dominio tipo-Kunitz do Amblyomin-X, se assemelha ao do
TFPI humano com aproximadamente 40% de similaridade (BATISTA et al. 2010). A
representacao da estrutura do Amblyomin-X recombinante e dos residuos relevantes

para a inibicdo do FXa esta esquematizada na Figura 1.

Figura 1 — Representagdo de Richardson da estrutura tridimensional do Amblyomin-X baseado
nas coordenadas cartesianas da bicunina humana. Cddigo PDB 1BIK; resolu¢éo de
2,5A: a-hélices em cilindros vermelhos, folhas-B em setas azul ciano e loops em tubos
cinza e verde. (A) Regido com similaridade pelo dominio tipo-Kunitz (azul escuro); (B)
Residuos de cisteina que estabelecem pontes dissulfeto estdo demonstradas no modelo
palito (&tomos de enxofre em amarelo, oxigénio em vermelho e atomos de carbono em
cinza; atomos de hidrogénio ndo estdo demonstrados) (Discovery Studio v. 3.1; Accelrys
Software Inc., 2005-2011).

1.2 Propriedades e estudos do Amblyomin-X

O Amblyomin-X descrito como inibidor do FXa (BATISTA et al. 2010), também
apresentou inibicdo do complexo tenase tissue factor/activated coagulation factor VIl
(TF/FVlla) (dados néao publicados). Alem disso, os efeitos na coagulacdo do
Amblyomin-X sdo consideravelmente melhores na presenca de fosfolipideos (dados
nao publicados). Sabendo-se que o Amblyomin-X apresenta propriedades
anticoagulantes, foi necessario levantar hipoteses de aplicacdes biofarmacéuticas
dessa molécula em um possivel uso clinico no futuro, ndo s6 em doencas
relacionadas com disturbios de coagulagdo, mas também em outras patologias que
se relacionam com elas.

E de conhecimento cientifico que o cancer é uma doenca com evolucéo

duradoura e se caracteriza pelo desenvolvimento de uma massa tumoral que
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representa a perturbacdo do processo normal e ordenado das células perdendo a
capacidade de limitar e controlar seu préprio crescimento e assim, passam a se
multiplicar sem nenhum controle (ANAND et al. 2008).

Dentre as diversas situacfes que podem gerar essa proliferacdo desenfreada,
onde um fragmento dessa massa celular pode se deslocar para outra regido do
corpo, num processo denominado metastase; estéo os fatores hereditarios, quimicos
(ex: poluentes), fisicos (radiacao ultravioleta - UV) e biologicos (virus), por exemplo
(ANAND et al. 2008).

Neste cenario, sabe-se que pacientes com cancer apresentam pré-disposicao
ao fendmeno do estado de hipercoagulabilidade, levando a trombose e a coagulacdo
intravascular disseminada (CIVD) (KASTHURI et al. 2009). Este fator € ocasionado
principalmente pela liberacdo de TF dando inicio a ativacdo da cascata de
coagulacao e liberacdo de microparticulas contendo TF, além de desencadear uma
sinalizacao intracelular mediada por um receptor do tipo G protein-coupled receptor
(GPCR), o protease activated receptor 2 (PAR2), que contribui para o crescimento
tumoral e metastase (KASTHURI et al. 2009). A Figura 2 a seguir, esquematiza

alguns aspectos da relagao entre cancer e coagulacao.
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Figura 2 — Representacao da interface coagulacdo-cancer. A interacao entre os dois processos
esta ligada principalmente pela liberagdo de TF dos tumores. Fonte: KASTHURI et al.

2009.
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Tendo em vista a interface entre coagulacdo e cancer e as propriedades
anticoagulantes do Amblyomin-X, a proteina recombinante foi testada em diversas
linhagens tumorais e normais. Foi demonstrado a habilidade desta molécula de
exercer efeitos pro-apoptoticos em células tumorais humanas e murinas, néo
exercendo efeito citotoxico em linhagens normais ou n&do tumorais como por
exemplo, fibroblastos humanos e murinos (NIH3T3) (AKAGI et al. 2012;
CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010; VENTURA et al. 2013), human umbilican vein
endothelial cells (HUVECS), melanécitos e células do sistema imune (dados néo
publicados). A proteina recombinante ndo apresentou toxicidade em O6rgdos como
coracdo, ceérebro e cerebelo, baco, rim, figado e pulmdo, em exames
histopatolégicos nos ensaios nao clinicos (dados nao publicados).

Além disso, a molécula apresentou atividade anti-angiogénica (DREWES et
al. 2012) e regressdo da massa tumoral e de metédstases pulmonares em modelos
de estudo de melanoma in vivo (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010; VENTURA et al.
2013). Em outro estudo, o Amblyomin-X foi ainda capaz de induzir producédo de
reactive oxygen species (ROS), stress no reticulo endoplasmatico ou endoplasmic
reticulum (ER) e disfuncdo na mitocondria em células de carcinoma renal murino
(RENCA) (MARIA et al. 2013).

Foi realizado também, um estudo para avaliar se o Amblyomin-X poderia
induzir a modulacdo da expressdo de diversos genes, a fim de se obter um
direcionamento para a investigacdo mais aprofundada de vias de sinalizacéo
intracelular desencadeadas pela molécua (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010).
Neste estudo, em analise por microarray, sobrepondo-se os dados entre as
linhagens tumorais humanas: melanoma humano (SK-MEL-28) e adenocarcinoma
de pancreas humano (MIA PaCa-2), foi identificado a alteragdo de 24 genes comuns
entre elas (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010). Verificou-se com maior destaque o
aumento da expressédo do gene DYNCL1LI2 que codifica a cadeia leve-intermediaria
2 da dineina citoplasmatica 1 ou dynein cytoplasmic 1 light-intermediate chain 2
(LIC2) tanto na linhagem de melanoma quanto na linhagem de adenocarcinoma de
pancreas; e outro aumento significativo de expressao da subunidade catalitica 2 do
proteassomo 26S (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010).

A partir disso, foi analisado se a proteina recombinante poderia exercer

alguma acdo sobre o proteassomo e, de fato, comprovou-se uma inibicdo do
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proteassomo através da modulacdo de suas atividades tipo tripsina ou trypsin-like
(T-L) (preferencialmente) e tipo quimotripsina ou chymotrypsin-like (ChT-L) em
ambas as linhagens tumorais, porém nao ocorreu inibicdo de nenhuma atividade do
proteassomo em fibroblastos normais humanos (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010).

A técnica de microarray € uma técnica de biologia molecular muito utilizada na
gendmica funcional em situacdes fisiologicas ou patologicas, que permite a analise
de uma quantidade muito grande de genes de modo simultaneo. Esta técnica ocorre
com a extracdo do ribonucleic acid (RNA) total da amostra que é convertido em
cDNA com o auxilio da enzima transcriptase reversa, servindo de molde para a
amplificacdo do alvo na presenca de nucleotideos marcados com fluoréforos, que €
entdo hibridizado com o deoxyribonucleic acid (DNA) fixado nas laminas de
microarray. Ocorre entdo a ligacdo ou ndo as sondas dos chips se as sequéncias
forem complementares e o sinal € quantificado através de um scanner com o auxilio
de um software (GUINDALINE et al. 2007).

Considerando as duas linhagens tumorais citadas no estudo de microarray,
sabe-se que o melanoma cutadneo € um tipo de tumor maligno sélido e origina-se
nos melanécitos, que séo células responsaveis pela producdo de melanina, dando a
pigmentacdo da pele. Estas células estdo localizadas no tecido epitelial e o tumor
relacionado caracteriza-se pela propensdo a metastases e resisténcia aos
tratamentos disponiveis atualmente, sendo o mais grave entre os tipos de cancer de
pele (BOSCH et al. 2010; COCHRAN et al. 1997). Os fatores de risco envolvem a
exposicdo aos raios UV, sendo o subtipo mais comum e menos agressivo de
melanoma, o superficial, enquanto que o0 menos comum e mais agressivo € o acral
lentiginoso (BOSCH et al. 2010; COCHRAN et al. 1997). Outros subtipos incluem o
nodular, lentigo maligno e amelanocitico, diferindo nas caracteristicas das lesdes,
malignidade e agressividade (BOSCH et al. 2010; COCHRAN et al. 1997).

O adenocarcinoma de pancreas € o segundo tipo de tumor mais comum do
trato gastrointestinal e o tipo de tumor maligno sélido mais comum do pancreas,
sendo uma doenca letal, geralmente diagnosticada em uma fase avancada. Devido
a sua resisténcia a quimioterapia e radioterapia, o tratamento € realizado através de
remocao cirurgica do tumor, aumentando a expectativa de vida de trés a seis meses
somente (NAWROCKI et al. 2004; SEUFFERLEN et al. 2012). Os fatores de risco

incluem principalmente o tabagismo, além da obesidade e, geralmente, mas néo
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exclusivamente, ocorre na cabeca do 6rgdo, sendo classificado de acordo com a
histologia em: ductais (mais comum), papilares mucosos intraductais,
cistoadenocarcinomas ou carcinoma de células acinares (NAWROCKI et al. 2004;
SEUFFERLEN et al. 2012).

Recentemente, verificou-se que o Amblyomin-X foi internalizado pelo
processo de endocitose a partir de 2 h de tratamento com maior intensidade apds 24
h de tratamento pelas linhagens tumorais SK-MEL-28 e MIA PaCa-2, mas ndo em
fibroblastos normais humanos (MORAIS 2014). A ocorréncia da endocitose foi
sugerida pela regido de lipid raft (LR) (MORAIS 2014). Além disso, a proteina
recombinante induziu stress no ER, aumento de célcio (Ca®") intracelular e foi
verificado a sua co-localizacdo com a fracéo catalitica 20S do proteassomo, mas
nao foi identificado sua co-localizacdo com lisossomos (MORAIS 2014). Além disso,
o Amblyomin-X interagiu com o fosfolipideo, phosphatidylserine (PS), e esta
interacdo poderia possivelmente ocorrer por interagdes eletrostaticas entre as
cargas positivas expostas o Amblyomin-X com as cargas negativas expostas da PS
(dados ndo publicados). A proteina recombinante apresentou efeito citotoxico em
fibroblastos somente quando microinjetada, sugerindo uma selecdo pela membrana
celular (MORAIS 2014).

A molécula ja se encontra na fase de ensaios nao-clinicos e possui patente
depositada no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI), licenciada para a
empresa Unido Quimica Farmacéutica Nacional, com o depédsito protegido pelo
Patent Cooperation Treaty (PCT). A sequéncia nucleotidica da proteina
recombinante esta depositada no Genbank do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) sob o numero de acesso AAT68575. Com base no historico
apresentado desta proteina, pode-se verificar que €, portanto, inicialmente, uma
molécula candidata promissora ao tratamento de tumores malignos sendo
supostamente o seu alvo principal, o sistema proteassomo (CHUDZINSKI-TAVASSI
et al. 2010).

1.3 O proteassomo e o controle de qualidade proteico intracelular

A célula tumoral apresenta diversas estruturas e vias de sinalizacdo para

manter a massa tumoral e a capacidade de proliferacdo, sobrevivéncia e metastase.
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Essas propriedades sdo alcancadas por uma diversidade de fatores, que incluem
por exemplo, supressdo de receptores de morte (DEBATIN e KRAMMER 2004),
indugéo de sinalizagéo envolvendo fatores de crescimento (VENERE et al. 2013),
propriedades pré-coagulantes (DONATI e SEMERARO 1984), ativacdo da via
nuclear factor kappa B (NF-kB) (HOESEL e SCHMID 2013), e aumento da atividade
proteassomal (CHEN e MADURA 2005; REN et al. 2000). O proteassomo se tornou
um alvo potencial para agentes quimioterapicos (ALMOND e COHEN 2002) devido a
sua capaciade de regular diversos processos intracelulares como o ciclo celular
(BASSERMANN et al. 2014) e a protedlise de componentes da via NF-kB (COHEN
et al. 2006).

Sendo o Amblyomin-X atuante no sistema proteassomo, € necesséario o
correto entendimento desse sistema no controle de qualidade proteico intracelular.
Proteinas intracelulares necessitam de um ‘dobramento’ (folding) correto para atingir
uma conformacao ideal que garanta a sua atividade biolégica e esse processo €
realizado por outras proteinas denominadas chaperonas e proteinas adaptadoras
denominadas chaperoninas (EVSTIGNEEVA et al. 2001). Proteinas que nao foram
dobradas (unfolded), proteinas dobradas incorretamente (misfolded), proteinas
nascentes defeituosas, proteina ‘velhas’, proteinas biologicamente ativas que
necessitam ser recicladas e proteinas reguladas em processos celulares séo
destinadas a degradacéo intracelular (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al. 2008).

Os polipeptideos nascentes do ER, caso ndo sejam dobrados corretamente
ou a capacidade de folding do ER por chaperonas e chaperoninas esteja excedida,
podem se acumular na propria organela ativando um mecanismo de resposta
denominado Unfolded Protein Response (UPR) que é executado por proteinas de
degradacdo associadas ao ER - Endoplasmic Reticulum Associated protein
Degradation (ERAD) para degradacdo proteica (RODRIGUEZ-GONZALEZ, et al.
2008). Esta acao realizada pela organela é uma medida protetora e resulta em
atenuacao da traducéo de proteinas e upregulation de chaperonas e de enzimas que
realizam o folding e sdo atuantes na degradagédo ERAD (LEE 2007).

Caso as proteinas ndo consigam ser reparadas pelo UPR ou o ER esteja
sofrendo stress por algum estimulo, elas sdo submetidas a degradacdo
proteassomal (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al. 2008). No entanto, o stress do ER

também pode ser causado por uma prévia inibicao proteassomal e caso o stress do
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ER seja prolongado, a célula inicia o processo de morte celular programada ou
apoptose. (FRIBLEY et al. 2004). O esquema da Figura 3 a seguir, exemplifica o
destino do polipeptideo dentro do ER.

D) gl
Polipeptideo &‘JJ Polipeptideo Z . :}%?\ Agregado
\ desdobrado 1{9 dobrado - Proteassomo Ribossomo 7\ proteico

Transporte para Golgi
Translocagao do
polipeptideo
para o RE

Degradagao

Agregacao e ;\Q}", /
Stress do RE : \

UPR/ ERAD

Citoplasma

Figura 3 — Representacdo do folding e destino do polipeptideo dentro do ER. O polipeptideo
nascente, caso alcance um folding correto proporcionado pelas chaperonas e
chaperoninas, é transportado em vesiculas para o Golgi. Caso ele ndo alcance a
conformacao ideal (unfolded e misfolded), € destinado a degradacéo, ativando o UPR
através de ERADSs, que caso ndo seja suficiente, é dirigido ao proteassomo.

O sistema celular adenosine triphosphate (ATP)-dependente ubiquitina-
proteassomo - Ubiquitin-Proteasome System (UPS), é responsavel pela degradacao
da maioria das proteinas intracelulares. (CHEN e MADURA 2005; GLICKMAN et al.
2002; REN et al. 2000). Esse sistema além de regular o controle de qualidade
proteico intracelular, tem participagdo ativa em outros processos, como no ciclo
celular, por exemplo, regulando a degradacéo das proteinas componentes dessa via
(BASSERMANN et al. 2014; GLICKMAN et al. 2002) e também na ativacdo, por
exemplo, da subunidade NFKB1 (proteolise de p105 em p50) do fator de transcricao
NF-kB (COHEN et al. 2006; LIN et al. 1998), além da degradacdo do seu inibidor
natural, o nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B cells inhibitor,
alpha (IkBa) (ALKALAY et al. 1995).

O NF-«kB é um fator de transcricdo composto por cinco subunidades: (i)
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NFKB1 (p105/p50), (i) NFKB2 (p100/p52), (iii) RelA (p65), (iv) RelB e (v) c-Rel. Para
exercer sua atividade, é necessario a unido de 2 subunidades em dimeros, sendo
que o heterodimero composto pela fracdo ativa de NFKB1 (p50), gerada pelo
proteassomo (COHEN et al. 2006; LIN et al. 1998), e a subunidade p65, € o mais
abundante e envolvido no maior nimero de fun¢cdes em quase todos os tipos
celulares (BALDWIN JR 1996).

O proteassomo €& um complexo proteico multimérico com diversas
subunidades e a forma mais abundante € o proteassomo 26S que pode representar
cerca de até 1% das proteinas intracelulares totais e ser responséavel pela protedlise
de até 80% delas (GLICKMAN et al. 2002; RUSCHAK et al. 2011). O 26S reconhece
proteinas ubiquitinadas e €& formado pela fracdo catalitica 20S e as fracdes
regulatorias 19S, que formam a ‘tampa’ e a ‘base’ do complexo, e esta presente
tanto no nudcleo quanto no citoplasma das células eucariontes (GLICKMAN et al.
2002).

Este complexo sistema apresenta diferentes atividades peptidasicas (quebra
da ligacdo peptidica) através de subunidades especificas e sdo classificadas em:
ChT-L, T-L e tipo pos-glutamil hidrolase ou caspase (GLICKMAN et al. 2002). A
fracao catalitica 20S é composta por 7 anéis a e sete anéis B, onde a atividade
peptidasica se da por 3 subunidades B que possuem residuos proteoliticos de
treonina N-terminal que séo considerados como sitio ativo (GLICKMAN et al. 2002).
A atividade ChT-L da subunidade B5, cliva apds residuos de aminoacidos
hidrofébicos; a atividade T-L (82), cliva apds residuos basicos; e a tipo pos-glutamil
hidrolase ou caspase (1) cliva apds residuos acidos (RUSCHAK et al. 2011).

A protedlise no proteassomo, entdo, ocorre pela ligacdo de moléculas de
ubiquitina ao substrato proteico, sinalizando a degradacao pelo UPS. A ubiquitina é
uma proteina presente em todas as células eucariontes e é codificada na forma de
precursores por diversos genes. O processo conhecido por ubiquitinacdo ocorre pela
atuacdo de enzimas especificas denominadas: ativadoras (E1), conjugadoras (E2) e
ligases (E3) (GLICKMAN et al. 2002). O primeiro passo da ubiquitinacdo ocorre
qgquando uma enzima E1 forma uma ligacdo tio-éster com a glicina (G76) no C-
terminal da ubiquitina num processo ATP-dependente (GLICKMAN et al. 2002,
WONG et al. 2010). No proximo passo, enzimas E2 recebem a ubiquitina ativada de

E1l atraveés de uma reacdo de transtiolagdo. Posteriormente, uma enzima E3 liga-se
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diretamente & E2 e transfere a ubiquitina ativada da E2 para o substrato, que tem
como consequéncia, a formacdo de uma ligacdo peptidica entre uma lisina (K) da
proteina-alvo e o C-terminal da ubiquitina (GLICKMAN et al. 2002; WONG et al.
2010).

A ubiquitinacdo assim como o processo de fosforilagdo € uma importante via
de sinalizacéo e ocorre através dos residuos K expostos (K linkage) nas posicées 6,
11, 27, 29, 33, 48, 63 (mono ou poliubiquitinacdo homogénea) da molécula de
ubiquitina. Esta sinalizacdo também se da& por cadeias lineares ou também
ubiquitinacdo heterogénea por ligacdo misturada ou ramificada (GARCIA-MATA et al.
2002; WONG et al. 2010).

A poliubiquitinacdo homogénea, € amplamente estudada, sendo que a
sinalizacdo K48 (K48 linkage), por exemplo, € especifica para a degradacdo
proteassomal, enquanto que a sinalizacdo K63 ocorre de maneira nao-especifica e
sinaliza para a via de formacéo de agregossomos, via autofagica, endocitose, reparo
de DNA e também sinalizacéo intracelular, por exemplo, da via NF-kB e IkB Kinase
(IKK), (GARCIA-MATA et al. 2002; LAPLANTINE et al. 2009; WONG et al. 2010).
Nessa via, componentes da cascata NF-kB séo ativados pela sinalizacdo K63 como
a quinase receptor-interacting protein 1 (RIP1) e a fragdo Y do complexo IKK (IKKY),
também denominada NF-«B essential modulator (NEMO) a fim de ativar o complexo
NF-kB (LAPLANTINE et al. 2009). A Figura 4 esquematiza as possibilidades de

ubiquitinacéo.
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Figura 4 — Representacdo das possibilidades de ubiquitinacdo relacionados a eventos
intracelulares. (A) Mono e multi-mono ubiquitinacdo; (B) Poliubiquitinagéo
homogénea e (C) Poliubiquitinacdo heterogénea. Fonte: GARCIA-MATA et al. 2002.

A fracdo 19S do proteassomo 26S é composto por diversas subunidades
regulatérias denominadas Regulatory particle non-ATPase (Rpn) (1 a 3,5 a 13 e 15)
e Regulatory particle triple-A ATPase (Rpt) - membro da familia de proteinas
ATPases associated with diverse cellular activities (AAA) (WONG et al. 2010). As
subunidades 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 10 (Rpnl0) e 26S
proteasome non-ATPase regulatory subunit 13 (Rpn13) atuam como receptores de
ubiquitina e a subunidade 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 11
(Rpnll) é uma enzima deubiquitinase (DUB) com atividade essencial que atua na
remocao de ubiquitina via residuo de lisina na posicao 48 da molécula de ubiquitina
(K48) (LANDER et al. 2012). Enzimas que catalisam a retirada de ubiquitina das
proteinas, interrompendo a sinalizacdo, sdo denominadas DUBs e atuam de forma
especifica através da ligacdo de moléculas de ubiquitina por residuos de lisina em
posicdes especificas (K-linkage) e dominios proteicos especificos (KOMANDER et
al. 2009).

Assim, um minimo de 4 moléculas de ubiquitina ligados via K48 é necessario
para a degradacdo eficiente do substrato e uma segunda enzima DUB, nao-
essencial, denominada ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 6 (Ubp6), pode ser

recrutada para a base e se localizar no poro central para a remocéo de moléculas de
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ubiquitina que estdo em excesso (LANDER et al. 2012). As regulatory particle triple-
A ATPase (Rpt) atuam no desdobramento (unfolding) do substrato e translocacéo
para a poro central (LANDER et al. 2012). A estrutura completa do proteassomo 26S

encontra-se esquematizada na Figura 5.

19S — REGULATORIA

20S — CATALITICA

B6

19S — REGULATORIA

Figura 5 — Representacdo das subunidades do proteassomo 26S. As por¢des contendo
subunidades em vermelho sdo regulatérias, enquanto que a porcdo contendo
subunidades a (pink) e B (azul) é catalitica. Em amarelo estdo destacadas as
subunidades com atividade peptidasicas.

No entanto, caso o proteassomo esteja inibido por algum estimulo, ocorre a
formacdo de agregados proteicos no citoplasma que sdo entdo organizados em
estruturas dindmicas denominados agregossomos e transportados até uma regido
perinuclear denominada Microtubule Organizing Center (MTOC), também conhecido
como centrossomo (GARCIA-MATA et al. 2002; YAO et al. 2010). Este transporte é
realizado por um motor molecular que € um complexo proteico denominado dineina,
sendo o transporte realizado através de uma rede de microtibulos (MT) (GARCIA-
MATA et al. 2002; YAO et al. 2010).

A célula possui outro mecanismo especializado de depuracdo das proteinas

no caso de inibicAo proteassomal, denominado autofagia. Posteriormente a
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formagéo de agregossomos, ocorre recrutamento de membrana autofagica através
de uma série de reacdes que incluem a familia das proteinas autophagy related
genes (Atg) e da proteina microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3 (LC3)
que € uma microtubule associated protein (MAP) (YAO et al. 2010). Esta membrana
pode ser proveniente da membrana plasmatica, ER, Golgi, mitocondria ou até
mesmo de endossomos e lisossomos. Uma vez recrutada, a membrana autofagica
da origem aos autofagossomos, que por sua vez também sdo transportados pela
dineina (YAO et al. 2010). O proximo passo envolve a fusdo dos autofagossomos
contendo 0s agregossomos, com o0s lisossomos, que mais uma vez, Sao
transportados pela dineina para eliminagdo do conteldo proteico ndo necessario a
célula, pela via da autofagia (YAO et al. 2010).

Vérios estudos tem demonstrado que o sistema ubiquitina-proteassomo tem
ligacdo tanto com a morte celular por apoptose quanto com a ativacao das caspases
(DREXLER et al 2000). Sendo assim, muitas drogas relacionadas com o controle de
qualidade proteico intracelular se tornaram auxiliares no estudo de mecanismo de
acao de novas moléculas, principalmente antitumorais.

Essas drogas auxiliares incluem: (i) carbobenzoxy-Leu-Leu-leucinal (MG-132),
que é um inibidor de proteassomo 26S, pela inibicdo da atividade tipo quimotripsina
(CHEN et al. 2011), (ii) cicloheximide (CHX), que € um inibidor de sintese proteica
em eucariotos (DENIAUD et al. 2008), que blogueia a tradugcdo do messenger
ribonucleic acid (mMRNA) no ribossomo 80S citosélico (OBRIG et al. 1971) e (iii)
rapamicina, que é um inibidor do complexo quinase mammalian target of rapamycin
(mTOR), responséavel pela regulacdo negativa (feedback negativo) da autofagia
(BROWN et al. 1994).

1.4 Aformacédo de agregossomos e a depuracao autofagica

Em um cenario envolvendo uma inibicdo proteassomal, a agregacao proteica
formada e ndo depurada promove desorganizagéo do citoesqueleto, stress do ER e
ativacdo de vias de apoptose (LEE 2007). O ER quando estressado por um
estimulo, libera célcio (Ca*") de seus compartimentos e acumula Ca?* mitocondrial,
que ativa uma cascata de eventos pro-apoptoticos como transicdo de

permeabilidade, dissipacdo do potencial eletroquimico, expansdo da matriz,
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relocalizacdo de Bcl-2-associated X protein (Bax), que € uma proteina pro-
apoptotica; e liberacdo de citocromo C e de apoptosis-inducing factor (AIF) da
mitocondria (DENIAUD et al. 2008). Sendo assim a morte celular programada é
desencadeada.

A principal via de formacéo de agregossomos ocorre através de ubiquitinagédo
pelo K63 linkage (via exclusiva de ubiquitinacdo), onde a enzima ubiquitinante E2,
ubiquitin-conjugating enzyme E2N (Ubc13), em conjunto com a enzima variante E2,
enzyme variant la (Uevla) e a E3, carboxy terminus of Hsp70-interacting protein
(CHIP), por exemplo, realizam a poliubiquitinacdo pelo residuo de lisina na posi¢éao
63 da molécula de ubiquitina (BEDFORD et al. 2010). O substrato ubiquitinado desta
forma € ligado a molécula histone deacetylase 6 (HDAC6) que ira ser reconhecida e
transportada pelo complexo de dineina para o MTOC, onde as particulas de
agregados proteicos ligadas ao complexo, se acumulam formando o agregossomo
(RODRIGUEZ-GONZALEZ et al. 2008). O HDACG6 € a unica molécula do grupo das
histonas que deacetila outras moléculas além das proprias histonas, como a
tubulina, por exemplo (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al. 2008).

A outra via de formagcdo de agregossomos (via nao-exclusiva de
ubiquitinacdo) ocorre com o auxilio da proteina Bcl-2 associated athanogene 3
(Bag3), molécula descrita como proteina com atividade anti-apoptética, em uma via
independente de ubiquitinacdo (GAMERDINGER et al. 2010). Esta molécula
direciona substratos da chaperona da familia das heat shock proteins,
preferencialmente da 70-kDa heat-shock protein (Hsp70), que podem ou nao estar
ubiquitinados, e assim, interagindo com o motor molecular de dineina para o
transporte até o MTOC (GAMERDINGER et al. 2010). A Figura 6, esquematiza as

duas vias de formacao de agregossomos apos inibigdo proteassomal.
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Figura 6 — Representacdo das vias de formacao de agregossomos. Apos a inibigdo proteassomal,
0os agregossomos formados sdo transportados pela via exclusiva de ubiquitinagédo
mediada pela proteina HDAC6 ou pela via ndo-exclusiva de ubiquitinagdo mediada pela
transferéncia do substrato da Hsp70 para a proteina Bag3, até o MTOC, pela dineina. Ub
representa a molécula de ubiquitina.

Além disso, uma proteina da familia mitogen activated protein kinase (MAPK),
a MAPK/ERK kinase kinase 1 (MEKKZ1), foi descrita como uma molécula de atuacéo
importante na sinalizacdo de agregossomo transportado pela dineina ao contribuir
no recrutamento das particulas contendo agregados proteicos em um mecanismo
ainda nao elucidado, porém, independente de sua acao fosforilante (GARCIA-MATA
et al. 2002).

De modo interessante, os agregossomos possuem diferencas quanto a sua
forma. Eles podem apresentar um formato do tipo esférico ou um formato do tipo em
fitas (GARCIA-MATA et al. 2002). Ambos podem ser compostos por diferentes
substratos como, proteinas transmembrana, proteinas citosOlicas e proteinas
secretérias. A estrutura, portanto, varia em funcdo da composi¢cdo proteica do
agregossomo formado e do tipo celular (GARCIA-MATA et al. 2002).
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Uma vez formado o agregossomo, o0 passo posterior € a depuragcdo dessas
estruturas pela via da autofagia. Nesse processo, 0 primeiro evento € a iniciacao,
onde ocorre a formacdo de autofagossomo, gerado a partir de uma membrana
preexistente que se inicia pelo desprendimento da molécula LC3 do MT, que é
convertida a sua forma ativa (LC3-1 em LC3-1l) (FIMIA et al. 2011; MIZUSHIMA et al.
2004; YAO et al. 2010). Essa ativacdo se da pela conjugacdo de
phosphatidylethanolamine (PE) da forma n&o conjugada LC3-lI a fim de formar a
molécula ativa conjugada com PE (LC3-ll) (FIMIA et al. 2011; MIZUSHIMA et al.
2004; YAO et al. 2010). A conjugacédo ocorre com o auxilio de moléculas da familia
autophagy related genes (Atg) a fim de promover a iniciacdo e elongacdo da
membrana autofagica (FIMIA et al. 2011; MIZUSHIMA et al. 2004; YAO et al. 2010).

Durante este processo também ocorre a participacdo de importantes
proteinas como activating molecule in Beclin-1-regulated atophagy (AMBRAL),
coiled-coil myosin-like Bcl-2 interacting protein (Beclin-1) e vacuolar protein sorting
34 (Vps34) (FIMIA et al. 2011; MIZUSHIMA et al. 2004). O Vps34 € também a Unica
proteina phosphatidylinositide 3-kinase (PI3K) de classe Il conhecida (FOSTER et
al. 2003). Estas moléculas estdo envolvidas na formacdo de um complexo
organizado denominado core (AMBRA 1-Beclin 1-VPS34), que deve se desprender
da dineina, onde normalmente fica retido no citoplasma ou nucleo pelas cadeias
dynein light chain LC8-type 1 (LC8-1) e dynein light chain LC8-type 2 (LC8-2),
através de AMBRAL, para a geracdo da dupla membrana autofagica nos eventos de
iniciacao e elongacdo da membrana (FIMIA et al. 2011).

Este desprendimento ocorre através de diversas reacbes de fosforilacéo,
onde um complexo serina/treonina quinase, autophagy-related protein 1 homolog
(ULK1), realiza a reacdo de fosforilacdo do core, desprendendo o complexo da
dineina (FIMIA et al. 2011). O complexo ULK1 também pode ser inibido pela porcao
MTORC1 do complexo mTOR, gquando a autofagia ndo esta induzida (FIMIA et al.
2011).

A proteina serina/treonina quinase, mTOR, é altamente conservada em
eucariotos, atuando na regulacdo da homeostasia celular através da coordenacao
do metabolismo, autofagia e dos processos de transcricdo génica e traducdo de
proteinas, quando h& disponibilidade de aminoéacidos, fatores de crescimento, ATP e
oxigénio (PARKHITKO et al. 2014; THOREEN et al. 2009). Dois complexos
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compdem mTOR quinase; o0 MTORC1 e mTORC2 (PARKHITKO et al. 2014,
THOREEN et al. 2009). Ambos os complexos contém a proteina mTOR mas diferem
em algumas outras proteinas componentes de cada complexo, como por exemplo,
regulatory-associated protein of mTOR (Raptor), componente de mTORC1 e,
rapamycin-insensitive companion of mTOR (Rictor), componente de mMTORC2
(PARKHITKO et al. 2014; THOREEN et al. 2009).

Enquanto que, mTORC1 esta relacionado a autofagia, metabolismo,
transcricdo e traducdo; mTORC2 esta relacionado a apoptose e organizacdo do
citoesqueleto, através da estimulagdo de F-actina e outras proteinas envolvidas na
transducéo de sinal intracelular (PARKHITKO et al. 2014; THOREEN et al. 2009).

Além disso, outro estudo demonstrou que o complexo dineina pode
transportar o complexo mTOR até sua localizacao intracelular ideal para exercer a
sua atividade e consequente regulacdo negativa da autofagia (CLIPPINGER e
ALWINE 2012). O mTOR ainda, pode ser encontrado no citoplasma ou proximo a
membrana celular, mas também no ndcleo das células, atuando na regulacdo da
transcricdo génica (TSANG et al. 2010).

Apbs os eventos de iniciacdo e elongacdo, o autofagossomo passa pelo
evento do fechamento e passa a conter somente as moléculas LC3 e é entdo
recrutado pela molécula nucleoporin p62 (p62), sendo também transportado até o
MTOC pela dineina (FIMIA et al. 2011).

Curiosamente, as cadeias leves LC8-1 e LC8-2 da dineina podem ainda ligar
o fator pro-apoptotico Bcl-2-like protein 11 (Bim) da familia BCL-2 de proteinas com
dominio Bcl-2 homology domain 3 (BH3). Esta proteina apresenta também uma
funcao inibitoria da autofagia, recrutando a molécula Beclin-1 e por sua vez o core
AMBRA 1-Beclin 1-VPS34 a dineina (LUO et al. 2012) ligando AMBRA1 também as
cadeias LC8-1 e LC8-2 (DI BARTOLOMEO et al. 2010), revelando um crosstalk
entre 0s processos de autofagia e apoptose. Assim, uma vez ligada a dineina (DAY
et al. 2004), permanece sequestrada e, portanto, inativa com relacdo a sua funcao
pré-apoptética que induziria a apoptose iniciada na mitocéndria de uma maneira
dependente da ativacdo de Bax e Bcl-2 homologous antagonist killer (Bak) (LUO e
RUBINSZTEIN 2013).

O passo final da autofagia é a fusdo do lisossomo com o autofagossomo, que
ocorre com o auxilio de citoesqueleto de F-actina (forma filamentosa de diversas
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actinas globulares — actina G) (LEE et al. 2010), além do auxilio de p62 que facilitou
0 recrutamento de membrana autofagica previamente (SU et al. 2007). As actinas G
(globulares) e F (flamentosas) sao formas citoplasmaticas da (B-actina em células
nao musculares (SU et al. 2007).

Para ocorrer o encontro do autofagossomo com o lisossomo, o complexo
dineina transporta, através dos MT, tanto o autofagossomo (livre ou envolvendo os
agregossomos) quanto o lisossomo até o MTOC, onde ocorrerd a fusdo com o
auxilio do citoesqueleto de F-actina (KIMURA et al. 2008). O processo autofagico

esta representado na Figura 7.
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Figura 7 — Representacdo da depuragcao autofdgica. O desprendimento do core da dineina,
regulado por ULK1 e o de LC3 dos MT, dé inicio a formacdo da membrana autofagica
gue, apods seu fechamento é recrutada por p62 e transportada pela dineina para o
encontro com o lisossomo, também transportado pela dineina. mTOR realiza a
regulacdo negativa do processo.

1.5 O citoesqueleto e os motores moleculares
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Para que os processos de transporte de organelas, vesiculas e proteinas
ocorram, a célula se utiliza de proteina motoras ou motores moleculares que se
deslocam através de ‘trilhos’ celulares, presentes no citoesqueleto da célula
composto por: MT, microfilamentos de actina, filamentos intermediarios ou
intermediate filaments (IF) e os motores moleculares (AMOS et al. 1999; SCHLIWA e
WOEHLKE, 2003). O primeiro desses artefatos é uma rede composta de MT. Os MT
sdo estruturas dispersas pelo citoplasma e possuem suas paredes formadas por
proteinas globulares, as tubulinas, que sdo heterodimeros compostas pelas
subunidades a e B, além de proteinas microtubulares associadas, MAP. Os MT
também constituem estruturas como centriolos e o fuso mitético sendo labeis e
transitorios, mas também constituintes de cilios e flagelos, sendo muito estaveis
nessas estruturas (AMOS et al. 1999). Além disso, os MT apresentam polaridade,
possuindo uma extremidade denominada mais e outra menos (AMOS et al. 1999).

A extremidade mais aponta para a periferia da célula, no sentido do nucleo
para a membrana plasmatica. A extremidade menos parte de uma regido que a
estabiliza, o MTOC (ou sentido do nucleo) para a membrana plasmatica. Esses
centros (MTOC) sao centrossomas, correspondentes ao local do citoplasma que
contém os centriolos (envolvidos na formacéo do fuso) (AMOS et al. 1999). Para que
ocorra a movimentacao bidirecional pelos microttbulos, as tubulinas se polimerizam
ou despolimerizam (AMOS et al. 1999).

As proteinas motoras envolvidas no transporte de carga celular pela rede de
MT séo as dineinas e a cinesinas, que sdo ATP-dependente (VALE et al. 2003). Elas
transportam organelas, proteinas e vesiculas ao longo dos microtibulos sendo que,
as dineinas se deslocam no sentido menos (MTOC) e a cinesinas no sentido mais
(membrana plasmatica) dos MT (REESE et al. 2000; SCHLIWA e WOEHLKE, 2003;
VALE et al. 2003). Sendo assim, o transporte realizado pelas dineinas é chamado de
retrogrado, enquanto que o das cinesinas € denominado de anterogrado (REESE et
al. 2000; SCHLIWA e WOEHLKE, 2003; VALE et al. 2003).

As dineinas sdo grandes complexos proteicos direcionados a extremidade
menos dos MT, com diversos polipeptideos associados e s&o classificadas em
axonemal e citoplasmatica. A dineina axonemal esta presente em cilios e flagelos,
contribuindo no batimento dos mesmos, enquanto que a dineina citoplasméatica é

dividida em 1 e 2. (VALE et al. 2003). A dineina citoplasmatica 2 esta presente dentro
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e em volta da base de cilios e flagelos, envolvida no transporte intraflagelar,
enquanto que a dineina citoplasmética 1 € a mais abundante, encontrada em todas
as células que possuem MT e envolvida em um grande numero de processos
intracelulares (VALE et al. 2003).

As cinesinas sdo motores moleculares direcionados a extremidade mais dos
MT, sendo nos mamiferos, cerca de 40 proteinas divididas em 14 familias,
denominadas cinesina-1 até cinesina-14 (HIROKAWA et al. 2009; SCHLIWA e
WOEHLKE, 2003). A cinesina-1, por exemplo, esta envolvida no transporte de
organelas, enquanto que a cinesina-2 esta envolvida no transporte de complexos
proteicos no axonema durante a biogénese ciliar (HIROKAWA et al. 2009; SCHLIWA
e WOEHLKE, 2003).

O segundo artefato celular para o transporte de cargas, € uma rede composta
por microfilamentos de actina (LEE et al. 2010; SELLERS 2000; SU et al. 2007). A
actina é uma proteina globular, componente do citoesqueleto e também do aparato
contratil em células musculares (LEE et al. 2010; SELLERS 2000; SU et al. 2007). A
isoforma da actina componente do citoesqueleto pode ser tanto a B-actina quanto a
y-actina, sendo a B-actina envolvida em maior nimero de funcdes celulares (SU et
al. 2007). Nesse caso, a forma citoplasmatica globular (G) da actina do citoesqueleto
(B ou y) se polimeriza para formar a actina filamentosa (F) e, assim, os
microfilamentos de actina (SU et al. 2007). Existe ainda, a isoforma a da actina (a-
actina), sendo esta, encontrada em tecidos musculares e componente do do aparato
contratil (SU et al. 2007).

Os motores moleculares envolvidos no transporte de carga celular ao longo
de microfilamentos de actina sédo as proteinas ATP-dependente, miosinas (SELLERS
2000; SCHLIWA e WOEHLKE, 2003). A familia das proteinas miosinas esta dividida
em 15 classes, sendo a IV e a Xll, compostas de apenas um membro (SELLERS
2000; SCHLIWA e WOEHLKE, 2003). A miosinas |, por exemplo, estdo envolvidas
no transporte de vesiculas, enquanto que as miosinas Il ou miosinas convencionais,
sdo responsaveis pela contracdo do musculo nas células musculares (SELLERS
2000; SCHLIWA e WOEHLKE, 2003).

O dultimo componente do citoesqueleto sdo os IF. Eles Sao estruturas
filamentosas compostas de proteinas a-hélice presentes no citopalsma e nucleo das

células eucariontes, insoluveis, conectando as organelas, membrana plasmatica e o
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nucleo (COULOMB e WONG 2004). S&o divididos em 6 classes, onde por exemplo,
na classe lll, se encontra a proteina vimentina (COULOMB e WONG 2004), que
auxilia, por exemplo, na sustentacéo de agregossomos (GARCIA-MATA et al. 2002).
Os motores moleculares, portanto, podem se ‘comunicar’ entre os MT, IF e
microfilamentos de actina para o transporte de cargas intracelulares (SCHLIWA e
WOEHLKE, 2003). A Figura 8, a seguir, esquematiza o0 movimento dos motores

moleculares dentro da célula e as interacdes entre eles.
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Figura 8 — Representacdo do movimento dos motores moleculares dentro da célula. As dineinas
se deslocam no sentido menos do MT e as cinesinas no sentido mais, enquanto que as
miosinas se deslocam pelos microfilamentos de actina. Fonte: SCHLIWA e WOEHLKE,
2003.

1.6 A dineina citoplasmatica 1 e seus reguladores

A dineina citoplasmatica 1, forma mais abundante das dineinas, é uma
enorme proteina constituida de duas cadeias pesadas idénticas e uma variedade de
cadeias leves, leves-intermediarias e intermedidrias. A cadeia pesada dynein
cytoplasmic 1 heavy chain 1 (HC1), forma uma cabeca globular grande que atua

como forca motriz (VALE et al. 2003). Esta proteina € um agente gerador de forcas
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no posicionamento do nudcleo, do fuso mitdtico e movimento dos cromossomos na
mitose (PFISTER et al. 2006). E também um motor direcionado a extremidade
menos do microtubulo para o posicionamento do complexo de Golgi (YADAV et al.
2012) e ER (ALLAN 1995) e movimento de vesiculas como endossomos (TAN et al.
2010), lisossomos (PFISTER et al. 2006), agregossomos e autofagossomos
(GARCIA-MATA et al. 2002).

Além disso, atua na translocacdo do NF-kB, do citoplasma para o nucleo
(SHRUM et al. 2008); na regulacdo negativa de NF-kB por uma interagcao redox-
dependente ativadora de cadeias LC8 com o inibidor natural IkBa (JUNG et al.
2008); transporte do complexo mTOR (CLIPPINGER e ALWINE 2012); interacdo
com AMBRAL por LC8-1 e LC8-2 (DI BARTOLOMEO et al. 2010); interacdo com
Bim por LC8-1 e LC8-2 (DAY et al. 2004) e; com a proteina envolvida na polaridade
celular, partitioning defective homolog 3 (PARD3), através da cadeia de dineina LIC2
(SCHMORANZER et al. 2009), por exemplo.

O complexo da dineina é distribuido em ‘cabecga’, ‘haste’ e ‘ligante’ (linker),
que compdem o dominio motor e ‘cauda’. A ‘cabega’ que € a porcao C-terminal da
cadeia pesada dimerizada HC1, apresenta cabeca globular composta de um anel de
7 porcdes densas que circundam a cavidade central sendo 6 dessas porcdes
dominios AAA. Proteinas AAA estdo envolvidas em diversos processos como
degradacdo de outras proteinas, fusdo de membranas, separacdo dos microttbulos,
biogénese de peroxissomos, transducao de sinal e regulacdo da expressdo génica
(PFISTER et al. 2006).

O dominio de ligacdo (linker) com o microtubulo parte da projegcéo (‘haste’)
encontrada no lado oposto do anel entre os dominios 4 e 5. A haste € composta por
2 cadeias a-hélices anti-paralelas e o dominio de ligagdo ao microtiubulo -
microtubule binding domain (MTBD) é composto de um fold de a-hélices (PFISTER
et al. 2006). O N-terminal € a ‘cauda’ do complexo, correspondendo a
aproximadamente 30% da massa total da cadeia pesada (QIU et al. 2012).

Na ‘cauda’, as demais subunidades proteicas sao acopladas ao complexo e,
sendo assim, as subunidades da dineina citoplasmatica 1 séo classificadas em: (i) 1
cadeia pesada dimerizada, DYNC1H1 (gene) / HC1 (proteina); (i) 2 cadeias
intermediarias envolvidas na ligacdo de cargas e a um outro complexo regulador

ligante da dineina, i.e., dinactina, DYNC1I1 e DYNCL1I2 (genes) / dynein cytoplasmic
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1 intermediate chain 1 (IC1) e dynein cytoplasmic 1 intermediate chain 1 (IC2)
(proteinas); (iii) 2 cadeias leve-intermediarias, DYNC1LI1 e DYNC1LI2 (genes) /
dynein cytoplasmic 1 light-intermediate chain 1 (LIC1) e LIC2 (proteinas) e; (iv) 6
cadeias leves que se acoplam nas cadeias intermediarias: LC8-1 e LC8-2, dynein
light chain roadblock type 1 e 2 (Roadblockl e Roadblock2), dynein light chain TcTex
type 1 e 3 (TcTexl e TcTex3); sendo os genes codificadores das cadeias leves,
respectivamente: DYNLL1 e DYNLL2, DYNLRB1 e DYNLRB2, DYNLT1 e DYNLT3
(VARMA et al. 2009).

As cadeias leve-intermediarias e leves estdo envolvidas em diversas outras
funcbBes celulares, interagindo também com organelas como endossomos, mas
também com outras proteinas, fatores de transcricdo, RNA e proteinas virais
(VARMA et al. 2009). A estrutura da dineina citoplasmatica 1 esta representada na
Figura 9, a seguir.

N-TERMINAL - HASTE <mmm—

CABEGA (MOTOR) DA HC'1

C-TERMINAL <mm—

LINKER

CAUDA DA HC1

DIMERIZADA '

LIC1 E LIC2 <
ROADBLOCK (1 E 2)
IC1EIC2 — TCTEX (1 E 3)

LC8 (1E2)

Figura 9 — Representacdo da estrutura da dineina citoplasmatica 1. A cadeia dimerizada se liga
através do dominio MTBD aos MT e nela se apoiam as cadeias leve-intermediarias e
intermedidrias, sendo que as intermédiarias acoplam as cadeias leves.
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As cadeias da dineina ainda, podem também ser fosforiladas por quinases
(CHEUNG et al. 2004; KARKI et al. 1996) e assim ter sua atividade motora regulada
(WHYTE et al. 2008). O complexo de dineina também é regulado por proteinas
associadas (KARDON et al. 2009). Esses reguladores geralmente também sao
complexos proteicos que auxiliam e regulam o acoplamento de cargas (proteinas,
vesiculas, organelas e posicionamento do fuso mitético) (KARDON et al. 2009).
Dentre os reguladores estdo o complexo dinactina, lissencephaly-1 (LIS1), nucear
distribution protein E (NUDE), nuclear distribution protein nudE-like (NUDEL),
bicaudal D, rough deal (ROD)-zeste white 10 (ZW10)-Zwilch (complexo RZZ) e
Spindly (KARDON et al. 2009).

O complexo dinactina frequentemente encontra-se associado ao complexo
dineina, regulando e auxiliando, principalmente o acoplamento de cargas como
proteinas, vesiculas e organelas (HODGKINSON et al. 2005). A dinactina é
composta de diversas subunidades, sendo a maior delas a p150Glued, além de,
dinamitina (p50), p24, p62, p25, p27, actin-related protein 11 (Arpll), actin-related
protein 1 (Arpl), e CaPZ, onde a subunidade p150Glued se acopla tanto as cadeias
intermediarias da dineina quanto aos MT, realizando movimentos de deslizamento
sobre eles, de maneira coordenada com a dineina (HODGKINSON et al. 2005).

A maior subunidade da dinactina, a p150Glued, se liga a cadeia IC1 de
dineina e, em muitos casos, acopla as cargas para que a dineina transporte todo o
complexo. A subunidade dinamitina é particularmente importante para o transporte
de cargas, uma vez que, diversos estudos evidenciam que sua superexpressao
rompe a ligacdo entre os complexos dineina-dinactina e o consequente transporte
de cargas (BURKHARDT et al. 1997). A Figura 10 representa a estrutura

esquematizada do complexo dinactina.
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Figura 10 — Representacdo da estrutura da dinactina. Este complexo regulador da dineina se liga
a ela por meio de sua maior subunidade, a p150Glued, representada em verde.

Para auxiliar no estudo de transporte intracelular envolvendo a dineina,
algumas moléculas denominadas ciliobrevinas em especial as ciliobrevinas A e D,
estdo sendo atualmente utilizadas (FIRESTONE et al. 2012). O mecanismo de acao
delas envolvem a inibicdo da atividade ATPasica da cadeia motora da dineina
(FIRESTONE et al. 2012). No entanto, essas moléculas também podem bloquear
outras estruturas que dependam da utilizacdo de ATP (FIRESTONE et al. 2012),
como por exemplo, o proteassomo (GLICKMAN et al. 2002).

Além disso, esas moléculas bloqueiam a sinalizacdo de uma via,
particularmente importante em estudos de céancer, denominada via Hedgehog
(FIRESTONE et al. 2012). A via Hedgehog, é uma via de sinalizacdo especifica
contendo diversas proteinas atuantes na transducdo de sinal e estd envolvida
principalmente no desenvolvimento e homeostase de diversos orgaos (AMAKYE et
al. 2013). Alem disso, frequentemente se encontra muito ativada no ambiente
tumoral e estd relacionada a muitos tipos de tumores malignos, como 0s

pancreaticos, gastricos e de préstata, por exemplo (AMAKYE et al. 2013).

1.7 LIC2 X endocitose

Sabe-se que dentre as muitas fun¢Bes da dineina, destaca-se também a sua
funcado de transporte de endossomos (TAN et al. 2010) e lisossomos (PFISTER et al.
2006), portanto, desempenhando um papel relevante nos processos de endocitose.
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A endocitose é o englobamento de moléculas, particulas, lipideos de membrana,
proteinas integrais e microorganismos, por exemplo, por uma célula, através de sua
membrana celular (DOHERTY e MCMAHON 2009; MARSH e MCMAHON 1999;
MAXFIELD e MCGRAW 2004).

Atualmente, diversos processos diferentes de endocitose foram identificados,
diferindo no tipo e tamanho do material englobado, morfologia, carga implicada,
participacdo ou ndo de dinamina (uma GTPase) ou outras proteinas e dependéncia
de pequenas proteinas G (DOHERTY e MCMAHON 2009; MARSH e MCMAHON
1999; MAXFIELD e MCGRAW 2004; STENMARK 2009). As proteinas G estédo
envolvidas na transducao de sinal intracelular e possuem a habilidade de ligar e
hidrolisar guanosine triphosphate (GTP) em guanosine diphosphate (GDP)
(DOHERTY e MCMAHON 2009; MAXFIELD e MCGRAW 2004; STENMARK 2009;
Structure and function in cell signaling 2008). Existem 2 classes de proteinas G: as
heterotriméricas e as monomeéricas (Structure and function in cell signaling 2008).

As proteinas G heterotriméricas sdo compostas de 3 subunidades (a, B ey) e
sdo ativadas em resposta a uma mudanca conformacional em receptores GPCR
(Structure and function in cell signaling 2008). Geralmente, apds ativacdo, a
subunidade a de dissocia de By para efetuar a sinalizacdo, no entanto, By também
pode desencadear uma sinalizacdo, como por exemplo, ativacdo de phospholipase
C-B (PLC-B), ativacdo de canais de potassio (K*) e inibicdo de canais de Ca®'
(Structure and function in cell signaling 2008). A subunidade a também é dividida em
classes: (i) Gs, que estimula a enzima adenylyl cyclase (AC), (i) Gj, que inibe AC,
com excecao de Gji que ativa a enzima fosfodiesterase; (iii) G4, que estimula a PLC-
B e (iv) Giz, que estimula a phospholipase C-¢ (PLC-¢) (Structure and function in cell
signaling 2008).

As proteinas G monomeéricas sdo homologas a subunidade a das proteinas G
heterotriméricas, mas ao contrario delas, funcionam de forma independente como
uma enzima hidrolase, quebrando GTP em GDP (Structure and function in cell
signaling 2008). O GTP deixa a proteina G ativada e apo6s sua hidrolise, fica ligada
ao GDP e assim, inativa. No entanto, essas proteinas podem novamente ligar o GTP
se tornando ativas novamente (Structure and function in cell signaling 2008). Essa
hidrolise € acelerada por GTPase activating proteins (GAPsS) e a troca por GTP é

catalisada por guanine nucleotide exchange factors (GEFs) (Structure and function in
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cell signaling 2008). As proteinas G monomeéricas estdo envolvidas em crescimento
celular, diferenciagcdo, movimento celular e, principalmente, na endocitose de
vesiculas lipidicas (DOHERTY e MCMAHON 2009; MAXFIELD e MCGRAW 2004;
STENMARK 2009; Structure and function in cell signaling 2008).

Os diferentes mecanismos de endocitose incluem: (i) mediados pela proteina
clatrina, envolvido na endocitose de receptores GPCR, transferrina e receptor
tyrosine kinases (RTKSs); (ii) formacdo de cavéola, contendo muitas proteinas de
sinalizacdo; (iii) dependentes de ADP-rybosilation factor 6 (Arf6), envolvido na
endocitose de molécula do major histocompatibility complex (MHC) classe I; (iv)
dependentes de flotilina, envolvido na endocitose de proteoglicanos; (v) LR, que sdo
regides contendo diversos receptores como GPCRs e RTKs, ricas em colesterol e
enriquecidos com esfingolipideos e esfingomielina; (vi) fagocitose, envolvido na
endocitose de patdgenos; (vi) macropinocitose, envolvido na endocitose de
marcadores fluidos; dentre outros menos compreendidos (DOHERTY e MCMAHON
2009; MARSH e MCMAHON 1999; MAXFIELD e MCGRAW 2004). A Figura 11, a

seguir, exemplifica alguns dos mecanismos de endocitose.
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Figura 11 — Representacao dos mecanismos de endocitose. A endocitose de material extracelular
pode ocorrer por diversas vias. Quando a endocitose é de microorganismos, 0 processo
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€ chamado de fagocitose e forma o fagossomo. Quando a endocitose é de fluidos, o
processp € chamado de macripinocitose e forma o maropinossomo. Quando a
endocitose é de macromoléculas, o processo é denominado endocitose também e forma
o0 endossomo. A formacdo de endossomo pode ocorrer por LR (planar ou cavéola) ou
por processos dependente ou independente de clatrina, por exemplo. Fonte: MAXFIELD
e MCGRAW, 2004.

A endocitose de moléculas e particulas na superficie celular, ap6s ser
endocitada por um desses processos, leva a formacdo de endossomos chamados
sorting endosomes (SE) que podem ser destinados a degradacgéo ou reciclagem de
estruturas da membrana (DOHERTY e MCMAHON 2009; MAXFIELD e MCGRAW
2004). A degradacdo ocorre apés maturacdo do SE, agora denominado early
endosome (EE) em late endosome (LE) e entdo em lisossomo, com queda
progressiva o pH tornando a vesicula mais acida a cada maturacédo e alterando o
conteddo enzimético, que € muito mais rico nas vesiculas lisossomais (DOHERTY e
MCMAHON 2009; MAXFIELD e MCGRAW 2004, MUKHERJEE et al. 1997).

A reciclagem, por sua vez, pode ocorrer por uma via rapida e direta para a
membrana plasmatica ou uma via lenta direcionando o sorting endosome, agora
denominado recycling endosome (RE), para a regido perinuclear denominada
endossomal recycling compartment (ERC), que entdo podera direcionar para a
membrana plasmatica, para a rede trans-Golgi network (TGN) ou para maturacao
em LE (MAXFIELD e MCGRAW 2004). Vale notar, que todos os transportes que
direcionam as vesiculas para o sentido do nucleo, sédo transportados pela dineina
(MAXFIELD e MCGRAW 2004).

Sabe-se que a proteina G monomérica Rabll regula o transporte de
moléculas e estruturas de membrana internalizados na forma de endossomos (SE)
para 0 ERC (MAXFIELD e MCGRAW 2004; STENMARK 2009). O ERC é uma
colecdo de organelas tubulares associadas aos microtubulos e condensadas
principalmente em torno do MTOC e pode direcionar moléculas para varios destinos
como a membrana plasmatica e a TGN ou direcionar os endossomos para
maturacdo em LE (MAXFIELD e MCGRAW 2004; STENMARK 2009).

A cadeia LIC2 de dineina, alterada nos estudos de microarray do Amblyomin-
X (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010), desempenha outra importante funcéo; a
literatura demonstra que a cadeia LIC2 interage especificamente com a proteina ras-
related protein Rabll (Rabll) por meio de uma molécula adaptadora Rabl11-family
interacting protein 3 (FIP3) auxiliando no transporte de endossomos até o ERC
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(HORGAN et al. 2010). A Figura 12, esquematiza as possiveis rotas dos

endossomos e sua relagdo com as proteinas G monomeéricas e a dineina.

st Rab4 / Rab11

Figura 12 — Representagcdo do envolvimento das Rabs e da dineina na endocitose. EE indica
early endosomes, LE indica late endosomes, RE indica o recycling endosome, ER
indica o reticulo endoplasmatico, TGN indica trans-Golgi network, ERC indica endocytic
recycling compartment e as estruturas em verde representam a dineina, estrutura em
vermelho representa uma macromolécula e a estrutura em marrom representa 0
endossomo. O nucleo e o lisossomo estdo destacados na figura. As rotas que
transportam o endossomo para uma regido perinuclear sdo sempre transportadas pela
dineina. A figura mostra a Rab que interage com a dineina nas rotas possiveis.

1.8 Os inibidores do proteassomo e o0 desenvolvimento

biofarmacéutico do Amblyomin-X

O Amblyomin-X tem sido descrito como uma nova molécula, atuando
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primariamente como uma proteina inibidora do proteassomo (CHUDZINSKI-
TAVASSI et al. 2010). Os inibidores do proteassomo dividem-se basicamente em:
peptideos aldeidos (Ex: MG-132); metabdlito de Streptomyces (Ex: lactacistina);
acido dipeptidil borénico (Ex: bortezomib (BTZ)); tetrapeptideo epoxicetona (Ex:
carlfizomib, que é analogo a epoxomicina); e produtos naturais (Ex: epoxomicina)
(ALMOND e COHEN 2002). Novos medicamentos que possuem como alvo o
proteassomo estdo em fases distintas de desenvolvimento farmacéutico (ALMOND e
COHEN 2002; JAIN et al. 2011; RUSCHAK et al. 2011).

Todos estes inibidores do proteassomo sdo pequenas moléculas ou peptideos
permeaveis a célula (ALMOND e COHEN 2002; CRAWFORD et al. 2011),
dispensando um mecanismo especializado de entrada através da membrana celular.
Como consequéncia, ndo se encontram dados na literatura sobre uma possivel
interacdo entre esses inibidores com a dineina; no que se refere ao processo de
endocitose. A Figura 13 representa a estrutura quimica dos principais inibidores de

proteassomo conhecidos atualmente.
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Figura 13 — Estrutura quimica dos principais inibidores do proteassomo. A figura mostra a
estrutura molecular dos principais inibidores do proteassomo descritos na literatura. O
representa o atomo de oxigénio, N representa o atomo de nitrogénio, H representa o
atomo de hidrogénio, S representa o &tomo de enxofre e B representa o atomo de boro.
Cada vértice da estrutura onde ndo ha uma letra, indica a presenca de um atomo de
carbono. O MG-132 é um peptideo aldeido, o bortezomib é um &cido dipeptidil
borbnico, o carlfizomib é um tetrapeptideo epoxicetona, a lactacistina € um metabdlito
do Streptomyces e a epoxomicina € um produto natural.

Os agregossomos formados em consequéncia da inibicdo proteassomal
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induzida por estes agentes farmacoldgicos, sdo transportados pela dineina,
preferencialmente pela via exclusiva de ubiquitinacdo (HDAC6) (CRAWFORD et al.
2011). Outro fato interessante, € que a formacdo de agregossomos ocorre de uma
maneira dependente da sintese de polipeptideos-nascentes nos ribossomos (CENCI
et al. 2012). Além disso, os inibidores do proteassomo séo conhecidos indutores da
autofagia (ALMOND e COHEN 2002; CRAWFORD et al. 2011; ZHU et al. 2010).

Os peptideos aldeidos se ligam de maneira reversivel ao proteassomo e
também inibem outras proteases como as catepsinas, ndo possuindo assim, alta
especificidade pelo proteassomo (TSUBUKI et al. 1993). A lactacistina atua de
maneira semelhante aos peptideos aldeidos, porém em uma ligacdo irreversivel
além de também inibir proteases como as catepsinas (DICK et al 1996). A
epoxomicina é outro agente permeavel a célula, porém muito mais seletivo para o
proteassomo, inibindo suas trés atividades cataliticas e, no entanto, é inviavel como
farmaco devido ao seu nucleo farmacoférico instavel (KIM e CREWS 2013).

O agente mais conhecido e o primeiro a ser aprovado (2003) pelo Food and
Drug Administration (FDA), 6rgéo regulador dos Estados Unidos da América; atuante
no proteassomo, € o BTZ (RUSCHAK et al. 2011). Este farmaco tem sido utilizado
no tratamento de um tipo de malignidade do sangue, o mieloma multiplo
(CRAWFORD et al., 2006; RUSCHAK et al. 2011).

O mecanismo de acdo do BTZ envolve a inibicdo da subunidade 5 do
proteassomo (atividade ChT-L) e a subunidade 1 (atividade tipo-caspase), tendo a
subunidade 5 como alvo predominante (ALMOND e COHEN 2002; CRAWFORD et
al., 2006; DORSEY et al. 2008) em uma reacgéao reversivel através do atomo de boro
com um residuo de treonina da subunidade catalitica do proteassomo (ALMOND e
COHEN 2002; CRAWFORD et al., 2006; DORSEY et al. 2008). O BTZ, no entanto,
ja apresenta efeitos citotoxicos em células nao-tumorais ou normais (ERIKSSON et
al. 2012), além de resisténcia tumoral (LU e WANG 2013; RUSCHAK et al. 2011).

Recentemente, em 2012, o FDA também aprovou o uso clinico de outro
inibidor do proteassomo, o carfilzomib (CFZ), que assim como o BTZ, é indicado
para o tratamento de mieloma mudltiplo e € utilizado na clinica com outros agentes
qguimioterapicos e outras drogas auxiliares como lenalidomida e dexametasona
(SHEN et al. 2011). O CFZ é um potente inibidor irreversivel do proteassomo,

inibindo principalmente sua atividade tipo quimotripsina e é derivado do produto
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natural epoxomicina (JAIN et al. 2011; MENG et al. 1999). No entanto, a sua
seletividade, como outros inibidores do proteassomo, € estritamente relacionada a
sua ligacdo a subunidade catalitica do proteassomo, no caso, preferencialmente a
B5 (atividade tipo-quimiotripsina) (JAIN et al. 2011; MENG et al. 1999).

O mieloma mdultiplo € um tipo de cancer relacionado aos plamdcitos do
sangue (RAAB et al. 2009). Neste caso, os plasmdcitos anormais se acumulam na
medula 6ssea, interferindo na producao de células sanguineas normais (RAAB et al.
2009). Os tratamentos disponiveis incluem o uso de inibidores do proteassomo,
lenalidomida, talidomida, esterdides e transplantes de células-tronco (RAAB et al.
2009). Os sintomas mais comuns envolvem, por exemplo, insuficiéncia renal, anemia
e lesBes Osseas (RAAB et al. 2009). Corresponde a 1% dos casos de cancer e 0s
tratamentos oferecem uma sobrevida média de 3 a 4 anos (RAAB et al. 2009).

Apesar dos grandes avangos no tratamento do cancer € notorio que muitos
medicamentos, e.g., 0s inibidores do proteassomo, em muitos casos apenas
aumentam a sobrevida dos pacientes. Os quimioterdpicos sdo muitas vezes
utilizados em conjunto com diversas drogas ou em combina¢cdes com radioterapia,
produzindo efeitos colaterais indesejaveis; além de nado apresentam uma
seletividade pelas células tumorais que reduza drasticamente ou elimine efeitos
citotéxicos em células e tecidos nao-tumorais ou normais. Essas observacfes
reforcam ainda, a necessidade de se buscar farmacos mais seletivos para células
tumorais, menos toxicos, mais efetivos e com espectro de acdo maior em diferentes
células malignas.

O Amblyomin-X, desenvolvido e estudado pelo nosso grupo de pesquisa,
apresentou como alvo priméario, o proteassomo; pela modulagdo preferencial da
atividade T-L (B2) (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010). Aléem disso, a proteina
recombinante induziu a superexpressao de uma das cadeias da dineina em estudo
de microarray (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010). Com a falta de dados que
relacionem a atividade da dineina com a inibicdo proteassomal dos agentes
conhecidos, limitados a formagdo de agregossomos e autofagia (ALMOND e
COHEN 2002; CRAWFORD et al. 2011; GARCIA-MATA et al. 2002; ZHU et al.
2010); e a possivel relacdo do Amblyomin-X com a dineina; este estudo pode revelar
consequéncias biolégicas importantes no ambito do microambiente tumoral

relacionados ao mecanismo de acdo antitumoral do Amblyomin-X.
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A investigacdo da acdo pré-apoptotica desta molécula e os mecanismos
moleculares envolvidos, podem diferenciar o Amblyomin-X de outros inibidores do
proteassomo utilizados na terapia. Somando este fato a acdo desta proteina em
linhagens celulares de origem em tumores soélidos (AKAGI et al. 2012,
CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010; MARIA et al. 2013; VENTURA et al. 2013) e
auséncia de efeitos citotoxicos em linhagens normais, até o0 momento (AKAGI et al.
2012; CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010; VENTURA et al. 2013); o desenvolvimento
racional da molécula em biofarmaco, na tentativa de busca de novos tratamentos de

tipos de cancer, é plenamente justificavel.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Investigar o possivel papel da dineina no mecanismo de acdo antitumoral do
Amblyomin-X, através de ensaios que relacionem a funcdo deste motor molecular
com os efeitos do estimulo da proteina recombinante em duas linhagens tumorais

(SK-MEL-28 e MIA PaCa-2) e uma linhagem nao-tumoral ou normal (fibroblastos).

2.2 Objetivos especificos

a. Investigacdo da expressdo génica e proteica das cadeias da dineina e
alvos relacionados ao controle de qualidade proteico intracelular, sob influéncia do

tratamento com Amblyomin-X.

b. Caracterizagdo da via proteassomo-agregossomo-autofagia e sua relacao

com a dineina, sob influéncia do tratamento com Amblyomin-X.

c. Verificacdo da sinalizacéo celular e ubiquitinacdo especifica relacionada as

cadeias da dineina, sob influéncia do tratamento com Amblyomin-X.
d. Estudo do auxilio da dineina no transporte e entrada ou ndo do Amblyomin-
X na célula e, na atividade do proteassomo, sob influéncia do tratamento com

Amblyomin-X.

e. Investigacdo de ligantes e componentes acoplados a dineina sob influéncia

de tratamento com Amblyomin-X.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo do Amblyomin-X

A proteina recombinante foi gentilmente cedida, apos ser preparada pela Dra.
Juliana Mozer Sciani, do nosso grupo de pesquisa do Laborat6rio de Bioquimica e
Biofisica do Instituto Butantan; conforme metodologia estabelecida no laboratério.
Esta metodologia envolve a clonagem, a partir da biblioteca de cDNA da glandula
salivar do Amblyomma cajennense.

A proteina recombinante era anteriormente expressa em sistema procarioto
(BATISTA et al. 2008), Escherichia coli, e passou a ser expressa em sistema
eucarioto, Pichia pastoris (dados né&o-publicados), a fim de eliminar a cauda de
histidina proveniente do método de expressao em E. coli (BATISTA et al. 2008). O
fragmento codificante do Amblyomin-X foi amplificado por polymerase chain reaction
(PCR) a partir do clone pAE, presente na biblioteca de cDNA, purificado e
subclonado em vetor p-GEM-T-Easy (Promega, Madison, WI, USA). O produto foi
digerido e ligado ao vetor pPIC9K (Invitrogen™ Life Technologies Inc., USA),
linearizado e utilizado para a transformacdo de Pichia pastoris GS115 por
eletroporacdo. Esta proteina é obtida na forma glicosilada passando de 13,5 kDa
para 35 kDa.

A molécula foi purificada por cromatografia liquida, Fast Protein Liquid
Chromatography (FPLC) em cromatografo AKTA Purifier (GE Health Care, USA),
utilizando-se uma coluna de troca ibnica Resource Q 15 50 mL (GE Health Care). As
amostras foram liofilizadas, ressuspendidas e dialisadas contra sodium chloride
(NaCl) 3 mM por 72 h a 10°C, liofilizados e mantidos a -20°C.

Todo lote foi esterilizado em filtro de 0,22 um e submetido a testes de inibi¢cdo
do FXa e viabilidade celular (SK-MEL-28, MIA PaCa-2 e fibroblastos). Além disso,
testes de atividade com a proteina deglicosilada foram realizados e garantiram a

mesma atividade bioldgica (dados nao-publicados)

3.2 Culturade células
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As células humanas de fibroblastos de pele foram gentilmente cedidas pela
Dra. Mayana Zatz do Departamento de Genética e Biologia Evolutiva do Instituto de
Biociéncias (IB) da Universidade de S&o Paulo (USP); e armazenadas em criotubos
em nitrogénio liquido. As células em cultura foram mantidas em meio Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM) com sodium bicarbonate (NaHCO3) (3,7 g/L), pH=
7,4 e suplementado com 15% de fetal bovine serum (FBS) (Gibco, Grand Island, NY,
USA).

As linhagens tumorais humanas de melanoma (SK-MEL-28) e de
adenocarcinoma de pancreas (MIA PaCa-2), foram obtidas da American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA) e cultivadas segundo as
recomendacBes do fornecedor. As células em cultura foram mantidas em meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 com NaHCO3; (2 g/L) e 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) (5,9 g/L), pH= 74 e
suplementado com 10% de FBS em ambas as linhagens tumorais e 2,5% de soro
equino (Gibco) na linhagem tumoral MIA PaCa-2.

Em todas as linhagens utilizou-se 1% de solucdo de antibioticos,
penicilina/estreptomicina (10 mg/mL) no meio de cultura e as células foram mantidas
em estufa de 5% de carbon dioxide (CO,) a 37°C. Além disso os soros utilizados

foram previamente inativados por aquecimento e aliquotados.

3.3 Dosagem do Amblyomin-X pelo método de Bradford

Cada lote de Amblyomin-X utilizado, foi ressuspendido e homogeneizado em
1 mL de 1X phosphate buffer saline (PBS). A molécula foi pipetada em triplicata em
uma placa de 96 pocos contra um branco pela reacdo com reagente de Bradford
diluido no momento de uso (1:5). A placa foi incubada no espectrofotometro Spectra
Max 190 (Molecular Devices, USA) a 37°C por 5 e a leitura foi realizada no
comprimento de onda A =595 nm.

Uma curva-padrédo com diluicbes de bovine serum albumin (BSA) foi utilizada
para a realizacdo dos calculos de concentracdo. Apds a leitura, o calculo da
concentracdo da proteina recombinante foi realizado pela equacdo de reta obtida,
em pg/mL. Sabendo-se que o numero de atomos em 1 mol é o nimero de Avogrado
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(6,023.10%%) contido em 1 g, portanto, g/mol; e que 1 Da ou unidade de massa
atdmica (definido como 1/12 do peso do atomo de carbono-12), equivale a 1 g/mol; a
concentracdo molar ou molaridade (M), foi calculada de acordo com a formula:
M=n/V
Onde, V € o volume em litros (L) e n € o numero de mols calculado pela
formula:
n=m/M
Onde, m € a massa em gramas (g) e M é a massa molecular do composto em
gramas/mol (g/mol).
Obteve-se entdo, o valor da M em mol/L ou molar (M) do Amblyomin-X que foi
entdo convertida para micromol/L ou micromolar (uUM).
O volume da molécula a ser utilizado em cada experimento foi devidamente
calculado pela férmula:
Cix Vi=Cf x Vf
Onde, Ci e Cf é a concentracdo inicial e final, respectivamente, em uM e; Vi e
Vf é o volume inicial e final, respectivamente, em mililitros (mL).
Cada lote foi separado em aliquotas e congelado em freezer -20°C apoés ser

esterilizado em filtro de 0,2 pum.

3.4 Andlise de expressdo génica por guantitative real-time

polymerase chain reaction (QPCR)

Células tumorais e fibroblastos foram cultivadas em garrafas de 25 cm? até
uma confluéncia de 80-90% e submetidas a tratamentos com o composto de
interesse pelo periodo de tempo desejado. ApoOs tratamento, o sobrenadante e as
células foram coletadas com etylenediamine tetraacetic acid (EDTA) (5 mM),
centrifugadas por 5’ a 1000 rpm e o pellet estocado a -80°C, apds lavagem com 1X
PBS.

As amostras foram entdo submetidas a lise celular e extracdo de RNA total,
que foi realizado com o kit de extracdo RNeasy® Mini (Qiagen N.V. Netherlands). O
material extraido foi quantificado no espectrofotdmetro Nanodrop® 2000 (Thermo
Scientific, USA), obedecendo-se a relagcdo de 1 O.D = 40 pg/mL de RNA. Além
disso, as razfes entre as absorbancias (A) nos comprimentos de onda A = 230 nm,

61



260 nm e 280 nm; Azsorso € Azeorzzo, que indicam amostra relativamente livre de
proteinas e, sais e solventes, respectivamente, quando Ageoizso = 2 € Azeorzzo = 1,8;
foram respeitadas.

A integridade do RNA foi verificada por 2% gel de agarose com 10X 3-(N-
morpholino) propanesulfonic acid (MOPS) e agua tratada com diethylpyrocarbonate
(DPEC) para eliminar enzimas RNases. A seguir, o gel foi polimerizado com 37%
formaldeido e revelado com ethidium bromide (1 mg/mL) utilizando um
transiluminador, apdés corrida a 100 V com migracdo da amostra de
aproximadamente 10 cm.

O RNA total extraido foi tratado com uma DNAse para eliminacdo de DNA
gendmico através do kit DNase | Amplification Grade (Invitrogen™ Life Technologies
Inc). A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada através do kit SuperScript® Il
First-Strand Synthesis (Invitrogen™ Life Technologies Inc.), que foi estocado a -20°C
até o uso.

O método de escolha para quantificacdo da expressdo de mRNA foi a
quantificacdo relativa com correcéo pela eficiéncia dos primers descrito no método
de Pfaffl (PFAFFL, 2001). A escolha dos primers se deu a partir da sequéncia
nucleotidica de cada alvo obtida através do banco de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/), sendo que, para o0s genes de interesse que
apresentavam isoformas, foi realizado o alinhamento das sequéncias no Universal
Protein Resource (Uniprot) (http://www.uniprot.org/).

Os primers foram desenhados em uma regido que compreende todas as
isoformas. Todos os primers foram desenhados com o uso do software Primer
Express 3.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), com critérios de melting
temperature (Tm) entre 57 e 64°C; % de pares de base entre guanina e citosina
(%GC) entre 40 e 70; tamanho de amplicon de 80 a 120 bp e; tamanho do primer
entre 17 a 24 bp.

Os primers entdo foram submetidos a uma validagdo para verificar as
respectivas eficiéncias de reacdo de cada par de primers para cada alvo
selecionado. Sendo assim, uma analise por regresséo linear foi realizada com 4
pontos de curva nas diluicdes (1:1, 1:5, 1:25, 1:125) em triplicata para cada par de
primer.

Foi obtida uma equacédo da reta para cada alvo e o coeficiente de
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determinacdo que deve ser R? = 0,95. O calculo da eficiéncia (E) foi realizado pela

formula:

E = 10-1/slope

Onde o slope equivale ao coeficiente angular (x) da equacao de reta.

A E obtida foi utilizada nos calculos para determinacédo dos niveis de mRNA,

porém, também foi expressa em % para melhor compreensao, pela formula:

E (%) = (E - 1) x 100

A Tabela 1 a seguir, fornece as sequéncias dos pares de primers para cada

alvo analisado.

Tabela 1 - Sequéncia nucleotidica dos pares de primers de cada proteina a ser codificada

Proteina

codificada Isoformas Fw 5'>3' Rv 5'-3'
GAPDH 0 CAAGGCTGTGGGCAAGGT GGAAGGCCATGCCAGTGA
B-actina 0 CCAGCTCACCATGGATGATG ATGCCGGAGCCGTTGTC
HC1 0 GTCCCACTGGCGATTGTGA CGAACGCTCTCGATCAGTGA
IC1 3 AGTGGCCTTGGTTTGGAACAT CCGACATCACAGAGGACTGACA
IC2 0 CAAATCTGTGAGCACTCCAAGTG CCCAATGCAGCGTCCTAGA
LIC1 0 GTTTTACCTCTGGGTGCGGATA ATGGCATCACACTTTGTGCAA
LIC2 0 CCCTGCCTCTGGGTGACA ACACTCACCGCATCACACTTTG
LC8-1 3 GGACATTGCGGCTCATATCA CGAAGTTCCTCCCCACGAT
LC8-2 0 CACACACGAGACAAAGCACTTCA TGGCCACCTAGCCTGACTTG
TcTex1 0 ACTCACCAAGCTGGGAAAACC CTGTGTGTAATCCAGCTCCATTCT
TcTex3 0 AGTGGTCCAGAAGAGCGCATA ACGGTACAGGTTCCATCAGATGT
Roadblock1 0 TTGGCTCCCTGTGTCATTCC TGCCATGTGCTAGTCCACTGA
Roadblock2 0 ATCCGAACAACCTTGGACAACT GTGCTTTTGGCTTTCATTGTCA
p150Glued 6 CCAGGAGACGGTTGCAGACT CCCGATTCACATCCTGTAGATG
dinamitina 0 TTGCCAGGAATGAGCCAGAT TTGTGCAAACGCATCGAACT
NFKB1 2 GGATCACAGCTGCTTTCTGTTG TGGCGACCGTGATACCTTTAA
Hsp70 0 CACCATCCCCACCAAGCA GCCCTCGTACACCTGGATCA
Ubcl3 0 CCAGTTCCTGGCATCAAAGC GAATCCTGAGGGCCAGCAAT
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conclusdo Tabela 1 - Sequéncia nucleotidica dos pares de primers de cada proteina a ser codificada

MEKK1 0 GAATCACACCACCCCGAAGA GTTAACACGGCGGTTTGTTTC

As sequéncias nucleotidicas dos pares de primers, forward (Fw) e reverse (Rv), representados na
diregdo 5'—3', sdo formadas pelas bases nitrogenadas puricas, adenina (A) e guanina (G) e as bases
nitrogenadas pirimidinas, citosina (C) e timina (T), indicadas na tabela

Utilizou-se para a reacédo de qPCR, o reagente SYBR® green do kit comercial
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) em uma reacdao final de 25pL.
A quantidade inicial de cDNA utilizada foi padronizada ap0s ensaios-testes de
verificacdo da expressao dos genes de interesse nas 3 linhagens. Tanto na
validagdo quanto na reagdo de gPCR, foram realizadas triplicatas com desvio-
padrdao aceitavel < 0,3. O célculo da Quantificacdo Relativa (QR) dos niveis de
MRNA foi realizado pelo método de Pfaffl (PFAFFL, 2001), com a nomenclatura
adaptada para este trabalho, se da pela equacéo:

OR = (Ealvo)ACP alvo(controle-amostra) (Ereferéncia)ACP referéncia(controle-amostra)

Sendo:

ACP = Ctcontrole - Ctiratado

Onde, Ct é o ciclo threshold, que é a reta que corta o grafico em log e indica
em qual ciclo ocorre crescimento exponencial da amplificacédo e; E é a eficiéncia do
par de primers.

O gene de referéncia (controle enddgeno) utilizado foi o glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH), apds ensaios-teste comparando 0 mesmo com
a B-actina, que por sua vez se mostrou alterada. O threshold foi ajustado em uma
regido onde se percebe claramente a amplificacdo exponencial, igual para controle e
tratado em cada gene, para todos os genes analisados. O baseline (ciclos iniciais
com pequena alteracédo na fluorescéncia) foi ajustado automaticamente segundo as
configuragcbes do software do termociclador Step One Plus® (Applied Biosystems)
do Centro de Toxinologia Aplicada (CAT) do Instituto Butantan.

Foi realizada também a curva de melt de cada gene para verificar e assegurar
a amplificagdo de um anico produto, além da inclusdo do controle negativo onde
todos os componentes da reagdo estdo presentes exceto o cDNA do alvo, também
com sua respectiva curva de melt, a fim de assegurar a ndo amplificacdo de
qualquer produto contaminante.

Nos ensaios de gqPCR nado foram utilizados controles positivos, como
64



inibidores do proteassomo, por exemplo, devido a falta de dados na literatura sobre
a acao dessas drogas na expressao génica das cadeias de dineina e demais alvos
selecionados. A comparacéo €, portanto, entre células tratadas com Amblyomin-X e

nao-tratadas (tratadas com veiculo, PBS).

3.5 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi analisada por meio do ensaio de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). Este ensaio avalia a
capacidade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase em reduzir o sal de
MTT. As células que permanecem viaveis produzem sais de formazan através do
metabolismo mitocondrial, que séo diluidos no dimethyl sulfoxide (DMSO). O teste
foi empregado em todos os lotes de Amblyomin-X, experimentos realizados com a
molécula e também nos agentes farmacoldgicos utilizados no auxilio da investigacédo
cientifica.

Células tumorais e fibroblastos em cultura em garrafas de 25 cm? foram
tripsinizadas com tripsina/EDTA (0,25% / 0,53 M), contadas em camara de Neubauer
com 0,4% azul de tripan, na diluicdo 1:5, e plaqueadas em placa de 96 pocos em
uma concentracdo de 0,5.10* célula/poco para as células tumorais e 1.10*
célula/poco para os fibroblastos, em triplicata onde permaneceram em cultivo por um
periodo de 48 h. As células foram tratadas com o composto de interesse e
incubadas pelo periodo de tempo desejado. Nos ensaios foram utilizados os
diferentes veiculos onde se diluem 0s respectivos agentes para comparacao.

Apos cultivo e tratamento, o meio de cultura foi retirado e entdo adicionado o
MTT na concentracdo de 0,5 mg/mL. As células foram incubadas por 3 h em estufa
de 5% de CO;, a 37°C no escuro. O MTT foi removido e entdo adicionado DMSO,
misturando com a pipeta. A leitura foi realizada imediatamente utilizando-se o DMSO
como branco em espectrofotdmetro Spectra Max 190 (Molecular Devices) no
comprimento de onda A= 540 nm. A viabilidade foi calculada com as absorbancias
(A) obtidas da seguinte forma:

Viabilidade (%) = (Atratado / Acontrole) X 100

3.6 Investigacado da sinalizacéo especifica de ubiquitina
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A sinalizacdo especifica de ubiquitina K48 e K63 foi verificada através de
citometria de fluxo em células tumorais e fibroblastos cultivadas em garrafas de 25
cm?®. As células foram tripsinizadas com tripsina/EDTA (0,25% / 0,53 M), contadas
em camara de Neubauer com 0,4% tripan blue, na diluicdo 1:5, e plaqueadas em
placa de 12 pocos até confluéncia entre 80-90%. As células foram tratadas com o
composto de interesse e incubadas pelo periodo de tempo desejado e coletadas
com tripsina/EDTA (0,25% / 0,53 M).

Apbés a coleta, as células foram centrifugadas por 5 a 1000 rpm. O
sobrenadante foi entdo descartado e as céulas, ressuspendidas em solucdo de 4%
paraformaldeido e incubadas por 30’ em gelo. As amostras foram centrifugadas por
10° a 1200 rpm, lavadas em 1X PBS gelado, ressuspendidas em solugéo
permeabilizante (0,5% Triton X-100 / 0,6% EDTA 0,5 M pH= 8 em 1X PBS) e
incubadas por 30° em gelo. As células foram entdo centrifugadas e lavadas
novamente e ressuspendidas em solucdo com 0s respectivos anticorpos em tampao
FACS (EDTA 2 mM, 2% SFB em 1X PBS).

Os anticorpos conjugados utilizados foram: Milli-Mark™ anti-Ubiquitin Lys63-
specific-Alexa Fluor®647 clone Apu3 IgG1l rabbit anti-human (Merck Millipore,
Darmstadt, Germany) e Milli-Mark™ anti-Ubiquitin Lys48-specific-FITC clone Apu2
IgG rabbit anti-human (Merck Millipore) na diluicdo 1:5. Como controle isotipo foram
utilizados os anticorpos Fluorescein goat anti-rabbit 1gG (H+L) (Invitrogen™ Life
Technologies Inc.) e AlexaFluor® 647 goat anti-rabbit IgG (H+L) (Invitrogen™ Life
Technologies Inc.) em uma concentracao final de 0,5 pg/mL.

O valor de fluorescéncia obtido dos anticorpos de controle isotipo foi
descontado do valor final dos anticorpos especificos K48 e K63. A aquisicdo das
imagens das amostras se deu no citdbmetro BD FACSCanto Il (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) nos canais FITC e APC pelo software FACSDiva 6.1.3 (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) para captacdo de imagens no Laboratério de
Imunoquimica do Instituto Butantan e a edicdo dos histogramas foi realizada no
software FlowJo™ (Trestar, CA, USA), obtendo-se a intensidade média de
fluorescéncia (IMF) que foi também convertida em um gréfico de barras.

Nos ensaios de ubiquitina ndo foram utilizados controles positivos, como

inibidores do proteassomo, por exemplo, devido a falta de dados na literatura sobre

66



a acao dessas drogas no aumento ou diminuicdo da quantidade de ubiquitina
especifica K48 ou K63. A comparacdo é, portanto, entre células tratadas com

Amblyomin-X e ndo-tratadas (tratadas com veiculo, PBS).

3.7 Ensaio de agregossomos

A andlise foi dividida em quatro passos: visualizacdo, quantificacao,
caracteriz¢do e andlise da via. Os agregossomos foram visualizados utilizando-se a
técnica de microscopia de fluorescéncia segundo as recomendacdes do fabricante
do kit ProteoStat® Aggresome Detection kit (Enzo Life Science Inc., Farmingdale,
NY, USA).

Células tumorais e fibroblastos em cultura em garrafas de 25 cm? foram
coletadas com tripsina/EDTA (0,25% / 0,53 M), contadas em camara de Neubauer
com solucdo de 0,4% tripan blue e entdo plagueadas e cultivadas sobre laminulas
de 15x15 mm estéreis em placa de 6 pocos até confluéncia entre 80-90%. Apds
esse periodo as células foram tratadas com o composto de interesse e incubadas
pelo periodo de tempo desejado.

Ao final do protocolo do fabricante, as laminulas foram retiradas e entdo se
aplicou 1 gota de solucdo de montagem e anti-fade VectaShield® (Vector Labs,
Burlingame, CA, USA) na lamina e a laminula foi colocada sobre ela com as células
viradas para baixo e entdo selado com esmalte de unha incolor e analisadas em
microscopio de fluorescéncia Olympus BX51 com camera Olympus XM10 (Olympus,
Japan), utilizando-se uma magnificacdo de 60X. O merge das fluorescéncias foi
realizado pelo software Cell F (Olympus) do mesmo microscopio, do CAT do Instituto
Butantan.

Utilizando-se o mesmo kit de agregossomos citado acima, a quantificacdo se
deu pela metodologia de citometria de fluxo. Apos estabelecimento de cultura de
células tumorais e fibroblastos em placa de 12 po¢cos com confluéncia entre 80-90%,
as células foram tratadas com o composto de interesse e incubadas pelo periodo de
tempo desejado.

As células foram coletadas com tripsina/EDTA (0,25% / 0,53 M) e o
procedimento foi realizado de acordo com as instru¢cdes do fabricante do mesmo Kkit.

As células foram analisadas pelo canal PerCp Cy5 do citbmetro BD FACSCanto Il e
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FACSDiva 6.1.3 (BD Biosciences) para captacdo de imagens, no Laboratorio de
Imunoquimica do Instituto Butantan. O software FlowJo™ (Trestar) foi utilizado para
se obter os histogramas e a IMF, calculando-se o fator de propensédo para
agregossomos, aggresome propensity factor (APF) pela equacéo:

APF =100 X (IMFatado = IMFcontrole) / IMFiratado

Onde, segundo o kit, o APF esperado para MG-132 deve ser maior que 25
(valor de referéncia do kit) e a formacdo de agregossomos deve ser considerada
acima deste valor.

A préxima etapa foi caracterizar os agregossomos quanto a sua forma pelo
método de microscopia eletrdnica de transmissdo. As linhagens tumorais e
fibroblastos foram cultivadas em garrafas de 25 cm? até confluéncia entre 80-90% e
tratadas com o composto de interesse e incubadas pelo periodo de tempo desejado.

As células foram entdo centrifugadas a 1500 rpm por 10’ e o pellet lavado com
1X PBS. As células foram fixadas em 2,5% glutaraldehyde pH= 7,0 (fixacdo primaria)
e entdo pos-fixadas com 1% osmium tetroxide por 2 h a 4°C. As amostras foram
lavadas com &gua destilada e coradas com solu¢do aquosa de 2% uranyl acetate
por 2 h a 4°C no escuro. As amostras foram desidratadas da seguinte forma: 30%
acetone 15, 50% acetone 15’, 70% acetone 15’, 90% acetone 15’°, 100% acetone 30’
(3X). ApGs essa etapa as amostras foram embebidas em resina da seguinte forma:
propylene oxide 15’ (2X), 6xido de propileno:resina 2:1 1 h, propylene oxide:resina
1:1 1 h, propylene oxide:resina 1:2 1 h, 100% resina overnight e troca em resina
fresca por 1 h. A polimerizagéo ocorreu em 24 h a 70°C.

As resinas foram entdo seccionadas em ultramicrotomo e analisadas em
microscopio eletrbnico de transmissdo LEO 906 E (Zeiss, Germany) com camera
Mega View Il e software de captura de imagem ITEM Olympus Soft Imaging
Solutions GmbH do Laboratério de Biologia Celular do Instituto Butantan. As etapas
entre pos-fixagcdo e ultramicrotomia ocorreram com o auxilio do Sr. Gaspar Ferreira
de Lima do Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento do Instituto de
Ciéncias Biomédicas (ICB) da USP e a interpretagdo das imagens obtidas ocorreu
com o auxilio Dra. Sylvia Carneiro do Laboratorio de Biologia Celular do Instituto
Butantan.

A Ultima etapa envolveu a andlise da via de formagéo de agregossomos com

a quantificac@o de proteinas relacionadas a formacédo de agregossomo pela via ndo
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exclusiva e exclusiva de ubiquitinacdo (Bag3 e HDACG6, respectivamente). As
analises foram realizadas através do ensaio de enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) do tipo ‘sandwich’, segundo as recomendagdes do fabricante dos kits BAG3
ELISA kit e HDAC6 ELISA kit (USCN Life Science Inc., Wuhan, China).

Células tumorais e fibroblastos foram cultivadas em garrafas de 25 cm?, foram
coletadas com tripsina/EDTA (0,25% / 0,53 M), contadas em camara de Neubauer
com solucéo de 0,4% tripan blue e entdo plaqueadas e cultivadas placas de 6 pocos
até confluéncia entre 80-90%. As amostras foram tratadas com o composto de
interesse e incubadas pelo periodo de tempo desejado. As células foram coletadas
com EDTA 5 mM e contadas em camara de Neubauer utilizando-se 0,4% azul de
tripan. A concentracdo de 1,5.10° células/mL foi utilizada nos passos posteriores.

As células foram entdo centrifugadas a 1800 rpm por 10’ e lavadas 3 vezes
com 1X PBS. As células foram entdo ressuspendidas com um tablete de inibidor de
proteases e fosfatases (Roche Applied Science, Germany) diluido em 1X PBS e
lisadas por 3 ciclos de congelamento em gelo seco e descongelamento a 37°C
segundo as recomendacfes do fabricante. Foram entdo centrifugadas a 2100 rpm
por 10° a 4°C para remocao de debris e entdo utilizadas no ensaio. Para
quantificacdo, em cada kit foi realizada uma curva de calibragdo com 7 pontos de
diluicdes de acordo com a concentracdo do padréo inicial do kit.

As células foram analisadas por regressao linear, obtendo-se a equacao de
reta para o célculo e o coeficiente de determinacdo que deve ser R® = 0,95. Os
pontos da curva, branco e amostras foram pipetados em duplicata. A leitura foi
realizada em A= 450 nm em espectrofotdbmetro Spectra Max 190 (Molecular
Devices).

Nos passos de visualizagéo, quantificagéo e caracterizagao foi utilizado como
controle positivo, 0 MG-132. No passo de analise da via por ELISA, ndo foram
utilizados controles positivos, como inibidores do proteassomo, por exemplo, devido
a falta de dados na literatura sobre a acdo dessas drogas no aumento ou diminuigéo
da concentracdo intracelular de HDAC6 ou Bag3, sendo restrito apenas a
identificacdo da via. A comparacdo €, portanto, entre células tratadas com

Amblyomin-X e ndo-tratadas (tratadas com veiculo, PBS).

3.8 Visualizacao da autofagia
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Os ensaios de visualizacdo da autofagia foram realizados em dois passos
(inicial e final). O passo inicial da autofagia foi verificado por imunofluorescéncia
marcando-se a molécula LC3. Células tumorais e fibroblastos foram cultivados em
garrafas de 25 cm? com coleta por tripsina/EDTA (0,25% / 0,53 M), contadas em
camara de Neubauer com solucdo de 0,4% tripan blue e entdo plagueadas e
cultivadas sobre as laminulas de 15x15 mm estéreis em placa de 6 pocos até
confluéncia entre 80-90%. ApOs esse periodo as células foram tratadas com o
composto de interesse e incubadas pelo periodo de tempo desejado.

As células em cultura sobre as laminulas foram lavadas 2x com 1X PBS e
fixadas com 4% paraformaldeido por 15’ a temperatura ambiente. O mesmo passo
de lavagem se repetiu e as ceélulas foram permeabilizadas com solugdo
permeabilizante (0,5% Triton X-100 / 0,6% EDTA 0,5 M pH= 8 em 1X PBS) por 15’ a
temperatura ambiente. As amostras foram lavadas novamente e incubadas com
solucéo de bloqueio 1% BSA por 30’ a temperatura ambiente.

O excesso foi removido e adicionado o anticorpo primario rabbit anti-human-
LC3 (I e Il) (Abcam, Cambridge, UK) na diluicdo 1:500, que foi incubado overnight a
4°C. Nova lavagem foi realizada e as amostras foram incubadas com o anticorpo
secundario FITC goat anti-rabbit (Invittogen™ Life Technologies Inc.) na diluicéo
1:200 por 1 h a temperatura ambiente no escuro. As células foram lavadas e entdo
se aplicou 1 gota de solu¢cdo de montagem e anti-fade VectaShield® (Vecta Labs),
contendo o marcador de nucleo 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), na lamina com
a laminula contendo as células viradas para baixo e entdo selado com esmalte de
unha incolor. A analise ocorreu em microscopio de fluorescéncia Zeiss LSMS10
(Zeiss) nos filtros 1 (DAPI) e 2 (FITC) com captagéo de imagens e o merge realizado
pelo software Zeiss LSMS10 3.2.1 (Zeiss), do CAT do Instituto Butantan, com
magnificacao de 40X.

O passo final da autofagia foi analisado por microscopia de fluorescéncia
baseado na utilizacdo do corante laranja de acridina que fluoresce em verde no
citoplasma e nacleo e em vermelho brilhante na presenca de vesiculas acidas como
os lisossomos. Os passos de cultivo foram realizados da mesma maneira citados na
marcacao da molécula LC3.

Posteriormente, as células entdo foram incubadas com solugéo de acridine
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orange 1 pg/mL por 15 a temperatura ambiente no escuro e o excesso entdo
removido e adicionado 4% paraformaldeyde por 15 a temperatura ambiente. A
laminula foi retirada e se aplicou 1 gota de solucdo de montagem e anti-fade
VectaShield® (Vecta Labs), na lamina com a laminula contendo as células viradas
para baixo e entdo selado com esmalte de unha incolor.

A andlise ocorreu em microscopio de fluorescéncia Zeiss LSMS10 (Zeiss) no
filtro 3 (LS3) sob irradiacdo do laser de A= 488 nm, com captacdo de imagens
realizado pelo software Zeiss LSMS10 3.2.1 (Zeiss), do CAT do Instituto Butantan,
com magnificagéo de 40X.

Nos dois passos foram utilizados como controles positivos, o0 MG-132 e a
rapamicina. Além disso, o periodo de tratamento com Amblyomin-X foi extendido até
48 h no passo inicial e até 72 h no passo final a fim de se assegurar a ocorréncia ou
nao do evento celular analisado. No primeiro passo, testes preliminares com o
anticorpo secundario, sozinho, foram realizados para garantir a auséncia de

autofluorescéncia.

3.9 Andlise da expressao de proteinas intracelulares por western

blotting

A expressdo proteica de algumas cadeias da dineina e os alvos NFKB1, B-
actina, LC3, Rab11A, mTOR, AMBRAL1 e Bim foram analisados utilizando-se lisados
totais de culturas das linhagens tumorais e fibroblastos. As células foram cultivadas
em garrafas de 25 cm? até confluéncia entre 80-90%. As células foram tratadas com
o composto de interesse e incubadas pelo periodo de tempo desejado e coletadas
com tripsina/EDTA (0,25% / 0,53 M), centrifugadas por 5" a 1000 rpm, lavadas com
1X PBS, centrifugadas novamente e o pellet estocaso a -80°C até o uso.

As células entdo foram lisadas em gelo utilizando o tampdo radio
immunoprecipitation assay (RIPA) (1% sodium deoxycholate (Cy4H3gNaO,), NaCl
150 mM, 1% sodium dodecyl sulfate (SDS), 1% TritonX-100, 2-amino-2-
hydroxymethyl-propane-1,3-diol - chloridric acid (Tris-HCI) 50 mM), contendo os
inibidores de protease aprotinina 2 yg/ml, leupeptina 5 ug/ml, pepstatina A 1 pg/mi,

phenilmethanesulfonyl fluoride (PMSF) 1 mM, EDTA 5 mM, ethylene glycol
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tetraacetic acid (EGTA) 1 mM, sodium fluoride (NaF) 10 mM e o inibidor de
fosfatase, sodium orthovanadate (NazVO,) 1 mM que foram adicionados a fresco.

As amostras foram incubadas no gelo por um periodo de 20' e as proteinas
quantificadas pelo método do bicinchoninic acid assay (BCA) através do kit
comercial Kit Pierce® Microplate BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). A
quantidade de 30 ug de proteina de cada amostra foi submetida a eletroforese em
7,5% gel SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) para HC1 e mTOR,
10% para a cadeia LIC2 de dineina, NFKB1, AMBRAL e B-actina e de 12,5% para
LC3, RabllA e Bim. Foi utilizado o tampdo 5X Laemmli (5% SDS, 12,5% gG-
mercaptoethanol, 45% glycerol, 0,25% bromophenol blue, Tris-HCI 0,5 M pH= 6,8;
em agua destilada); para ressuspender as amostras, que foram submetidas a
desnaturacao proteica por aquecimento por 5'a 100°C.

A corrida se deu com a voltagem constante de 200 V e amperagem de 40 mA,
para cada gel, em 1X tampao de corrida diluido a partir de 10X (Tris base 25 mM,
licina 190 mM, 0,1% SDS; em agua destilada). As proteinas do gel foram
transferidas para uma membrana de polyvinylidene fluoride (PVDF), utilizando
tampao de transferéncia (Tris-HCI 0,48 M, glicina 0,39 M, 0,04% SDS e 20% metanol
— excec¢do para HC1 e mTOR: 0,1% SDS apenas; em agua destilada) sob voltagem
constante de 100 V e corrente de 400 mA durante 1h para 4 transferéncias.

A membrana foi bloqueada em solucdo de 5% BSA em tampéao tris-buffered
saline with tween 20 (TBS-T) (Tris-HCI 20 mM pH= 7,4, NaCl 0,15 M e 0,1%
Tween20) sob agitacdo. A membrana foi lavada 3x por 10' com TBS-T. Em seguida,
a membrana foi incubada com anticorpo primario rabbit anti-human-HC1 1:100
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), rabbit anti-human-LIC2 1:200
(Abcam), rabbit anti-human-LC8-1/2 1:50 (Santa Cruz Biotechnology), rabbit anti-
human-NFKB1 1:1000 (Abcam, Cambridge), rabbit anti-human-B-actina 1:500
(Abcam, Cambridge), rabbit anti-human-LC3 1:1000 (Abcam, Cambridge), mouse
anti-human-Rab11A 1:300 (EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, USA), mouse
anti-human-mTOR 1:50 (Santa Cruz Biotechnology), rabbit anti-human-AMBRA1
1.50 (Santa Cruz Biotechnology) e mouse anti-human-Bim 1:100 (Santa Cruz
Biotechnology), utilizando como controle interno rabbit anti-human-GAPDH 1:5000
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
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A membrana foi lavada 3x por 10’ com TBS-T. Posteriormente, a membrana
foi incubada com anticorpo secundario horseradish peroxidase (HRP) goat anti-
rabbit 1:10000 (Abcam, Cambridge) ou goat anti-mouse 1:3000 (Abcam). A
revelacao foi realizada com receita caseira (Tris 1,5 M pH= 8,9, paracoumaric acid
20 mM, luminol 125 mM e 30% hydrogen peroxide (H2O,) em agua) e as imagens
adquiridas por quimioluminescéncia no equipamento ImageQuant® LAS 4000 (GE
Healthcare).

A posicdo das bandas foi comparada com o marcador de peso molecular
Colorburst® (Sigma-Aldrich), que foi aplicado no mesmo gel, para determinacao da
massa molecular aproximada das bandas observadas. As imagens foram
minimamente processadas, igualmente para todas as amostras utilizando-se o
software Windows Live para Windows 7® (Microsoft, Redmond, WA, USA),
ajustando-se o contraste para +20%, para melhor visualizagdo. As imagens também
foram submetidas a analise densitométrica através do software ImageJ® do National
Institute of Health (NIH) (NIH, USA), disponivel no site
(http://imagej.nih.gov/ij/download.html), para posterior andlise estatistica.

Nos ensaios de western blotting das cadeias de dineina e do alvo Rab11, ndo
foram utilizados controles positivos, como inibidores do proteassomo, por exemplo,
devido a falta de dados na literatura sobre a acdo dessas drogas no aumento ou
diminuicdo da expressédo proteica dessas cadeias. A comparacao €, portanto, entre
células tratadas com Amblyomin-X e nado-tratadas (tratadas com veiculo, PBS). No
experimentos com os alvos NFKB1, B-actina e Bim, foi utilizado como controle
positivo, 0 MG-132. Nos ensaios com os alvos mTOR, AMBRALl e LC3, foram

utilizados dois controles positivos, 0 MG-132 e a rapamicina.

3.10 Microscopia confocal

O estudo da co-localizagdo das moléculas de dineina com outras proteinas foi
avaliado através de microscopia confocal. As células tumorais e fibroblastos foram
cultivadas em garrafas de 25 cm? até confluéncia entre 80-90%. As células foram
coletadas com tripsina/EDTA (0,25% / 0,53 M), sob centrifugacao por 5" a 1000 rpm,
contadas em camara de Neubauer com solugcdo de 0,4% tripan blue e entéo

plagueadas e cultivadas sobre as laminulas de 15x15 mm estéreis em placa de 6
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pocos até confluéncia entre 80-90%. ApOs esse periodo as células foram tratadas
com o composto de interesse e incubadas pelo periodo de tempo desejado.

As células foram entdo lavadas 2x com 1X PBS e fixadas com 4%
paraformaldeido por 15’ a temperatura ambiente. O mesmo passo de lavagem se
repetiu e as células foram permeabilizadas com solugdo permeabilizante (0,5%
Triton X-100/ 0,6% EDTA 0,5 M pH= 8 em 1X PBS) por 15’ a temperatura ambiente.
As amostras foram lavadas novamente e incubadas com solucdo de bloqueio 1%
BSA por 30’ a temperatura ambiente.

O excesso foi removido e a mistura de anticorpos primarios produzidos em
organismos diferentes foi adicionada na combinacdo desejada ou com nova
incubacdo no caso de ser produzidos em organismos iguais: (i) rabbit anti-human-
HC1 (Santa Cruz Biotechnology) na diluicdo 1:50, (ii) rabbit anti-human-LIC2
(Abcam, Cambridge) na diluicdo 1:50, (ii) rabbit anti-human-LC8-1/2 (Santa Cruz
Biotechnology) na diluicdo 1:50, (iv) mouse anti-human-Rab11A (EMD Millipore) na
diluicdo 1:100, (v) mouse anti-human-mTOR (Santa Cruz Biotechnology) na diluicéo
1:50, (vi) mouse anti-human-Bim (Santa Cruz Biotechnology) na diluicdo 1:50, (vii)
rabbit anti-human-AMBRA1 (Santa Cruz Biotechnology) na diluicdo 1:50.

Os anticorpos foram incubados overnight a 4°C, ou realizada nova incubacao
com primario e depois secundéario (no caso dos alvos LC8-1/2 / AMBRA1). Nova
lavagem foi realizada e as amostras foram incubadas com o a mistura de anticorpos
secundarios Alexa® Fluor 488 goat anti-mouse (Invitrogen™ Life Technologies Inc.)
na diluicdo 1:200, Alexa® Fluor 532 goat anti-rabbit (Invittogen™ Life Technologies
Inc.) na diluicdo 1:200 e Alexa® Fluor 647 goat anti-rabbit (Invitrogen™ Life
Technologies Inc.) na diluicdo 1:200 por 1 h a temperatura ambiente no escuro.

As células foram lavadas e entédo se aplicou 1 gota de solucdo de montagem
e anti-fade VectaShield® (Vecta Labs) na lamina com a laminula contendo as células
viradas para baixo e entdo selado com esmalte de unha incolor. A analise ocorreu
em microscopio confocal Zeiss LSMS 510 (Zeiss) do Laboratério de Parasitologia do
Instituto Butantan, com magnificacdo de 40X e resolugéo nos eixos x, y e z.

Nos ensaios de confocal ndo foram utilizados controles positivos, como
inibidores do proteassomo, por exemplo, devido a falta de dados na literatura sobre
a acdo dessas drogas na inducdo da co-localizacdo da dineina com outros. A
comparacao €, portanto, entre células tratadas com Amblyomin-X e nao-tratadas

74



(tratadas com veiculo, PBS). Testes preliminares com o anticorpo secundario,

sozinho, foram realizados para garantir a auséncia de autofluorescéncia.

3.11 Ensaio de inibicdo da dineina e internalizagdo do Amblyomin-
X

O Amblyomin-X foi previamente conjugado com um fluoroforo impermeavel a
célula, segundo as recomendacfes do kit Alexa® Fluor 488 Microscale Protein
Labeling Kit (Invitrogen™ Life Technologies Inc.). O corante reativo, contém uma
porcao tetrafluorophenyl ester (TFP), que é mais estavel em solucdo do que outros
corantes. A conjugacdo envolve a reacao eficiente entre os ésteres TFP com as
aminas primarias das proteinas, formando o conjugado estavel proteina-corante. A
proteina foi entdo denominada 488-Amblyomin-X.

Posteriormente, células tumorais e fibroblastos foram cultivadas em garrafas
de 25cm?, coletadas com tripsina/EDTA (0,25% / 0,53 M) e contadas na camara de
Neubauer com solucéo de 0,4% tripan blue. As células foram entéo plagueadas em
discos de 35 mm e submetidas aos tratamentos com o 488-Ambly sozinho ou,
incluindo inibicdo prévia da dineina pelo agente ciliobrevin A (CA), em culturas com
confluéncia entre 80-90%.

A seguir, o meio foi removido, seguido da adic&o de Syto59 5 pM (Invitrogen™
Life Technologies Inc.), diluido em meio de cultura, para a marcacdo do nucleo. O
meio foi removido e as células vivas foram lavadas 2x com meio de cultura
respectivo de cada linhagem e analisadas por microscopia confocal em microscépio
Zeiss LSMS 510 (Zeiss) do Laboratério de Parasitologia do Instituto Butantan, com
magnificacdo de 40X e resolucdo nos eixos X, y e z. Testes preliminares com o
fluoréforo 488, sozinho, foram realizados para garantr a auséncia de
autofluorescéncia.

Nos ensaios de internalizagdo néo foi utilizado a linhagem de fibroblastos
devido a nao internalizacdo do Amblyomin-X nessa linhagem (MORAIS 2014). A
comparacao €, portanto, entre ambas as linhagens tumorais (SK-MEL-28 e MIA

PaCa-2) e os tratamentos Amblyomin-X / Ambly/CA.

3.12 Ensaio deinibicdo da dineina e atividade do proteassomo
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Células tumorais e fibroblastos foram cultivadas em garrafas de 25cm? com o
mesmo numero de células contadas na camara de Neubauer com solucéo de 0,4%
tripan blue e submetidas aos tratamentos com o composto de interesse, incluindo
inibicdo da dineina pelo CA, em culturas com confluéncia de 80-90%. As células
foram entdo coletadas com tripsina/EDTA (0,25% / 0,53 M), centrifugadas por 5" a
1000 rpm e o pellet estocado a -80°C até o uso, apds lavagem com 1X PBS.

No momento do uso, foi adicionado ao pellet o tampéao de lise (Tris-HCI 50
mM pH= 7,4, NaCl 150 nM, EGTA 1 mM, magnesium chloride (MgCl,) 1 mM, 10%
glycerol, 0,5% nonidet), que foi vortexado e incubado por 10’ em gelo. Para garantir
a lise, a solucdo contendo o pellet foi passada na seringa de insulina de 8 x 0,3 mm,
com cuidado para néo formar espuma, por 12x, com posterior incubagéo por 20’ em
gelo.

As amostras foram entdo centrifugadas a 13000 rpm por 30" a 4°C e o
sobrenadante foi submetido a dosagem de proteinas pelo método de Bradford,
utilizando-se 1 mL do reagente e 2 uL de amostra, em duplicata. A concentracéo de
proteinas foi calculada a partir de uma equacao de reta realizada com diluicbes de
BSA e a média foi dividida por 2 (fator de diluicdo). A leitura se deu em
espectrofotometro Spectra Max Gemini XPS (Molecular Devices) em comprimento
de onda A= 595 nm.

A seguir, as amostras foram submetidas a cinética enzimatica. Para isso,
foram utilizados dois substratos cromogénicos para acessar as atividades tipo-
tripsina e tipo-quimotripsina, respectivamente: z-ARR-AMC e Suc-LLVY-AMC
(Calbiochem, San Diego, CA, USA). Foi entédo, pipetado em uma placa apropriada
de 96 pocos: solucdo tampao (Tris 20 mM pH= 7,5), 50 ug de amostra e o substrato
desejado (z-ARR-AMC 10 mM e Suc-LLVY-AMC 2,5 mM), em um volume final de
reacao de 100 pL.

A cinética foi realizada com os parametros: excitagdo A= 365 nm, emissao A=
440 nm, por 45" a 37°C com automix before e between; e com leituras a cada 5’ em
espectrofotometro Spectra Max 190 (Molecular Devices). As velocidades médias
(Vm) de reacdo foram obtidas e utilizadas no calculo de atividade do proteassomo
(AP), relativos ao controle (células tratadas com veiculo, PBS no caso do

Amblyomin-X e; DMSO no caso do BTZ, CA e MG-132) expresso em %, segundo a
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formula a seguir:
AP (%) = (VMyratado X 100) / VMeontrole

Nos ensaios do proteassomo foram utilizados como controles positivos, 0 MG-
132 e o BTZ, além dos tratamentos com o Amblyomin-X sozinho ou, incluindo
inibicdo prévia da dineina pelo CA. Além disso, ndo foi utilizado a linhagem de
fibroblastos devido & ndo inibicdo do proteassomo pelo Amblyomin-X nessa
linhagem (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010). A comparacdo é, portanto, entre
ambas as linhagens tumorais (SK-MEL-28 e MIA PaCa-2) e os tratamentos Ambly /
Ambly/CA.

3.13 Avaliacdo dos ligantes de dineina por complex-

immunoprecipitation (Co-IP) e espectrometria de massa

Células tumorais e fibroblastos foram cultivadas em garrafas de 25 cm? até
confluéncia entre 80-90%, tratadas com o composto de interesse e incubadas pelo
periodo de tempo desejado. As células foram coletadas por tripsina/EDTA (0,25% /
0,53 M) apos lavagem com 1X PBS e o pellet, estocado a -80°C até o uso.

O experimento foi dividido em cinco passos: acoplamento do anticorpo rabbit
anti-human-HC1 (Santa Cruz Biotechnology) a bead magnética; Co-IP; separacdo
eletroforética; digestdo das bandas proteicas e; aplicacdo no espectrébmetro de
massa. O anticorpo foi previamente centrifugado a 2500 rpm a 4°C por 10', para
desagregacdo. O acoplamento do anticorpo anti-HC1, foi realizado segundo as
instruces do fabricante do kit Dynabeads® Antibody Coupling Kit (Invitrogen™ Life
Technologies Inc.) com o auxilio da estante magnétca Dynamag®-2 (Invitrogen™
Life Technologies Inc.). Foi utilizado uma quantidade de 7 pg de anticorpo por 1 mg
de bead. O conjugado bead-anticorpo foi armazenado a 4°C em solucao fornecida
pelo kit, até o0 momento do uso.

A Co-IP, foi realizada seguindo as instru¢cbes do kit Dynabeads® Co-
Immunoprecipitation Kit (Invitrogen™ Life Technologies Inc.) com o auxilio da
estante magnétca Dynamag®-2 (Invitrogen™ Life Technologies Inc.). Foi utilizado
uma quantidade de 5 mg do conjugado bead-anticorpo anti-HC1 para o
procedimento. Os pellets foram lisados apds padronizacdo do tampao de extracao
fresco, segundo as recomendacdes do kit (1x IP (fornecido no kit), NaCl 100 mM,

77



MgCl, 2 mM, dithiothreitol (DTT) 1 mM, PMSF 0,1 M na diluicdo 1:200; em agua
destilada).

Os pellets foram pesados e ressuspendidos em tampdo de extracdo na
proporcdo de 1:9 e incubados por 15 em gelo. A seguir os lisados foram
centrifugados a 1000 rpm por 5 a 4°C para remocado de debri celular. O
sobrenadante foi utilizado imediatamente na Co-IP seguindo as intrugbes do Kit,
sendo, ao final do protocolo, utilizado o tampao HPH EB sugerido pelo kit (amonium
hydroxide (NH,OH) 0,5 M, EDTA 0,5 mM em &gua destilada), utilizando-se a estante
magnética, para o recolhimento do eluato.

O eluato foi posteriormente submetido, overnight, ao processo de liofilizacao.
As amostras liofilizadas foram ressuspendidas em 20 pL de 5X tampao Laemmli e
submetidas a desnaturacdo proteica por aquecimento por 5'a 100°C. As proteinas
foram separadas por eletroforese em 10% gel SDS-PAGE utilizando-se o marcador
de peso molecular Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo
Scientific), para comparacdo das bandas obtidas. A corrida se deu com a voltagem
constante de 200 V e amperagem de 40 mA, para cada gel, em 1X tampéo de
corrida. A seguir, o gel foi corado com solucdo de Coomassie por 30' sob agitacao,
lavado com agua destilada e descorado com solucao descorante (5% acido acético,
5% metanol em agua destilada) overnight a temperatura ambiente sob agitacao.

As bandas com maior intensidade foram submetidas ao processo de digestao
apos o recorte com o auxilio de uma espéatula metélica previamente limpa. Cada
banda cortada e separada em tubos eppendorf de 1,5 mL foram descorados com
solucdo destain (5% acetic acid, 50% methanol e agua destilada) por 2 h a
temperatura ambiente. A solugéo foi trocada por uma nova e incubada por mais 1 h
a temperatura ambiente. A seguir, as amostras foram desidratadas com 100%
acetonitrile por 5' por 2 vezes seguidas e, evaporadas em capela de exaustéo por 5'.

As amostras foram reduzidas com DTT 10 mM por 30" a temperatura
ambiente, alquiladas com iodoacetamide 50 mM por 30' a temperatura ambiente e
lavadas com amonium bicarbonate ((NH4),CO3) 100 mM por 10' a temperatura
ambiente. As amostras foram desidratadas novamente com 100% acetonitrile por 5',
rehidratadas com (NH4),CO3; 100 mM por 10' e desidratadas com 100% acetonitrile

por 5' por 2 vezes seguidas e, por fim, evaporadas em capela de exaustao por 5'.
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Apbs esse processo, as amostras foram digeridas com tripsina 20 ng/uL em
(NH4),CO3 50 mM por 30' em gelo. O excesso foi removido e as amostras foram
incubadas overnight a 37°C, com (NH4),CO3; 50 mM. No dia seguinte, foi adicionado
o tampéo de extracdo 1 (5% acido férmico em agua destilada) por 10" seguido da
adicdo do tampéo de extracdo 2 (5% formic acid, 50% acetonitrile em agua
destilada) por 10'. As amostras foram evaporadas em um concentrador a Vvacuo,
speed vac, AVC 2-18 CD Plus (Christ, Germany), sob rotacéo de 1300 min™.

As amostras foram estocadas a -20°C até o momento da aplicacdo no
espectrometro de massa. Antes da aplicacdo, as amostras foram ressuspendidas
em tampéo de extracdo 1, pipetadas em uma placa de 96 pocos e injetadas no
espectrometro de massa do tipo liquid chromatograph mass spectrometer-ion trap-
time of flight (LCMS-IT-TOF).

Os dados obtidos foram analisados utlizando-se a plataforma online MASCOT
(http://www.matrixscience.com) através da pesquisa de fragmentos de ions (MS/MS
ion search), utilizando as bases de dados NCBInr e SwissProt. Os parametros
utilizados incluiram a clivagem pela enzima tripsina; busca em Homo sapiens e em
todas as entradas (para procura do Amblyomin-X); carbamidomethyl (C) como
modificacao fixa; oxidation (M) como modificacdo variavel; tolerancia de peptideo de
+ 0,5 Da e; carga do peptideo +1, +2 e +3.

A ferramenta online Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins (String) (http://string-db.org) (FRANCESCHINI et al. 2013) foi
utilizada para a visualizacdo do relacionamento entre as proteinas ligadas a dineina
apos a analise por MASCOT, como interacdes diretas proteina-proteina conhecidas
e preditas. A analise pela ferramenta String também incluiu os termos curated
pathway da plataforma Reactome (http://www.reactome.org) e annotated pathway da
plataforma  Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
(http://www.genome.jp/kegg), sugerindo assim, possiveis vias envolvidas (ativadas
ou inibidas) com as proteinas analisadas, sendo a interagdo delas de maneira direta
ou indireta.

Nos ensaios de Co-IP/massa nao foram utilizados controles positivos, como
inibidores do proteassomo, por exemplo, devido a falta de dados na literatura sobre
a acdo dessas drogas na inducdo de interacdo entre dineina e proteinas
intracelulares. A comparagdo é, portanto, entre ambas as linhagens tumorais (SK-
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MEL-28 e MIA PaCa-2) tratadas com Amblyomin-X por 24 h, para se encontrar

ligantes comuns entre as linhagens, em cada periodo.

3.14 Analise estatistica

Os estudos de inferéncia foram realizados pelo método global do analysis of
variance (ANOVA) 1 fator, com intervalo de confianca de 95% onde p valor < 0,05
revela indicios de diferenca estatistica significante entre as médias. O pos-teste do
ANOVA realizado para comparacdo entre as variaveis foi realizada pelo método de
Bonferroni's post-hoc test.

As estatisticas basicas (média, desvio-padrdo e erro-padrédo) pelo software
GraphPad Prism® (GraphPad, San Diego, CA, USA). As analises e curvas de

regressao linear foram realizadas pelo software Excel 2010 (Microsoft).
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da expressédo génica da dineina e outros alvos em

células tratadas com Amblyomin-X

Primeiramente, antes de se avaliar a expressao génica das diferentes cadeias
da dineina e alvos relacionados ao controle de qualidade proteico intracelular, o
ensaio de gPCR foi padronizado. O primeiro passo foi validar a quantidade de cDNA
ideal para ser utilizada nos experimentos.

Foram realizados testes com as linhagens tumorais para verificacdo da
expressao génica das cadeias de dineina e outros alvos, com uma quantidade inicial
de 100 ng de cDNA e verificou-se que alguns genes S80 pouCO expressos
constitutivamente, principalmente na linhagem SK-MEL-28 e, que sua quantificacéo
por essa metodologia se torna imprecisa uma vez que o crescimento exponencial se
inicia préximo do final dos 40 ciclos de amplificac&o.

Sendo assim, foram realizados testes com 250 ng de cDNA na linhagem SK-
MEL-28, por ser a linhagem com maior numero de alvos pouco expressos. Verificou-
se que alguns dos genes com baixa amplificacdo, passaram a amplificar mais cedo,
porém, ainda de uma forma muito discreta.

Consequentemente, a curva em log foi deslocada para a esquerda, assim
como a do controle endogeno utilizado, GAPDH, iniciando sua amplificacdo muito
cedo e tornando mais impreciso o calculo de expressdo génica desses alvos. A
Figura 14 mostra o deslocamento da amplificagdo dos alvos e do controle enddégeno

na padronizacdo da quantidade utilizada de cDNA.
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Figura 14 — Padronizagdo da quantidade de cDNA. O gréfico mostra diversas curvas de
amplificacdo de diversos alvos em células SK-MEL-28, sendo a quantidade de cDNA
utilizada de 100 ng (A) e de 250 ng (B). A primeira curva, em ambos os gréaficos, em
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verde claro; se refere ao controle endogeno GAPDH. No eixo Y, encontra-se o ARn
(normalized reporter), que é a normalizacdo da intensidade de fluorescéncia do
corante reporter pela do corante de referéncia passiva. No eixo X, encontra-se 0s
ciclos de amplificacdo. A reta threshold, foi ajustada em uma regido que se vé
claramente o crescimento exponencial da amplificacéo.

Sendo assim, foi determinado para as linhagens tumorais SK-MEL-28 e MIA
PaCa-2, a utilizacdo da quantidade de 100 ng de cDNA e, 0S genes pouco
expressos, foram excluidos da analise. Os alvos que apresentaram baixa
amplificacdo ou amplificacdo tardia em SK-MEL-28 correspondem as proteinas
codificadas: HC1, IC1, IC2, LIC1, LC8-1, TcTexl, TcTex3, Roadblockl e Roadblock2
(cadeias da dineina), MEKK1 e NFKB1.

Apenas um alvo apresentou baixa amplificagdo nas células MIA PaCa-2. Este
alvo foi aquele que codifica a proteina Roadblock2 (cadeia leve de dineina). Sendo
assim, a analise por gPCR também néao foi possivel.

A padronizacdo da quantidade de cDNA na linhagem de fibroblasto se deu
inicialmente com 50 ng e verificou-se que todos os genes de interesse foram
expressos significativamente. Sendo assim, todos os genes foram incluidos na
analise.

O préximo passo foi submeter cada par de primers a uma validacdo com uma
curva de 4 pontos de diluicdo diferentes e calculados por regressao linear como
citado na metodologia. Essa validacdo permitiu que fosse possivel calcular a E de
reacdo de cada par de primers. Os numeros obtidos foram entdo aplicados no
calculo da expressdo génica de cada um dos alvos selecionados para andlise,
corrigindo assim, os niveis finais de mRNA.

Sendo assim, além de todas as cadeias da dineina citoplasmatica 1 e de duas
subunidades da dinactina (pl150Glued e dinamitina); foram ainda selecionados
outros alvo para analise por qPCR: a chaperona Hsp70, envolvida na via nao-
exclusiva de ubiquitinacdo (GAMERDINGER et al. 2010); a enzima conjugadora E2
de ubiquitina via K63 (BEDFORD et al. 2010) e; a MAPK, MEKK1, envolvida no
recrutamento de agregossomos (GARCIA-MATA et al. 2002). Além disso, a
subunidade NFKB1 do fator de transcrigdo NF-kB (BALDWIN JR 1996) e a B-actina
foram incluidos como alvos.

Os dados da Tabela 2 abaixo foram utilizados para correcao de eficiéncia em

todas as analises para o calculo da expressao génica.
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Tabela 2 - Eficiéncia de cada par de primers

Alvo R® Slope E E (%)
GAPDH 0,9936 -3,5514 1,91 91,240
B-actina 0,9987 -2,9487 2,18 118,340

HC1 0,9831 -2,9698 2,17 117,132

IC1 0,9979 -3,0888 2,11 110,742
IC2 0,9877 -3,9101 1,80 80,197

LIC1 0,9842 -4,1499 1,74 74,169

LIC2 0,9928 -3,6549 1,88 87,761

LC8-1 0,9976 -3,6853 1,87 86,788

LC8-2 0,9945 -3,7605 1,84 84,468
TcTexl 0,9967 -3,7675 1,84 84,259
TcTex3 0,9999 -3,6212 1,89 88,865

Roadblock1 0,9971 -3,6362 1,88 88,370
Roadblock?2 0,9967 -3,0744 2,11 111,479
p150Glued 0,9911 -3,0049 2,15 115,174
dinamitina 0,9991 -3,2342 2,04 103,796
NFKB1 0,9893 -3,6298 1,89 88,581
Hsp70 0,9998 -3,0319 2,14 113,711
Ubc13 0,9974 -3,0078 2,15 115,015
MEKK1 0,9821 -3,0387 2,13 113,348

A eficiéncia em nimero absoluto (E) de cada para de primers de cada alvo foi utilizada em todos os
ensaios de qPCR para célculo de correcao dos niveis de mRNA. A E também foi expressa em % para
melhor compreenséo. O R? foi aceito somente se = 0,95. O slope equivale ao coeficiente angular (x)
da equacéo de reta obtida

A partir desses dados, os ensaios de gPCR foram realizados e a analise da
expressao génica das cadeias de dineina e dinactina na linhagem SK-MEL-28,
revelou que a cadeia de dineina LIC2 apresentou um aumento nos niveis de mRNA
a partir de 4 h e 24 h de tratamento com Amblyomin-X, enquanto que LC8-2 revelou
um aumento a partir de 24 h de tratamento (Figura 15A, 15B e 15C). O gene que

codifica a subunidade dinamitina da dinactina ndo apresentou alteracbes
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importantes em nenhum dos tempos de tratamento (Figura 15A, 15B e 15C), ao
contrario da subunidade p150Glued, que apresentou aumento nos niveis de mRNA
(Figura 15A, 15B e 15C). Nas células SK-MEL-28, o Amblyomin-X induziu a
superexpressao dos genes que codificam Hsp70 e Ubcl3 a partir de 2 h e dos alvos
B-actina e Ubc13 a partir de 24 h de tratamento (Figura 15D).

Com relacéo a linhagem MIA PaCa-2, os ensaios de qPCR revelaram que a
expressao das cadeias de dineina sofreu um aumento significativo, principalmente a
partir de 24 h de tratamento, em praticamente todas as cadeias (HC1, IC2, LIC1,
LIC2, LC8-1, LC8-2 e TcTexl1) (Figura 15A, 15B e 15C). O mesmo nao ocorreu em
nenhuma das cadeias de dinactina em nenhum tempo de tratamento (Figura 15A,
15B e 15C). Observou-se também aumento das cadeias HC1, LC8-1 e Roadblockl
a partir de 2 h de tratamento e da cadeia LC8-1 a partir de 4 h de tratamento com
Amblyomin-X (Figura 15A, 15B e 15C). Nesta mesma linhagem celular, observou-se
um aumento expressivo do gene que codifica NFKB1 e do gene que codifica a
enzima Ubcl3 apds 24 h de tratamento com Amblyomin-X e em Ubcl3 apo6s 2 h
(Figura 15D). Nenhuma diferenca foi observada nos alvos Hsp70, B-actina e MEKK1
(Figura 15D).
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Figura 15 — Analise da expresséao génica da dineina e outros alvos nas células tumorais. gPCR
de cadeias de dinaina e duas subunidades da dinactina nas células SK-MEL-28 e MIA
PaCa-2, apés indu¢do com Amblyomin-X por (A) 2 h, (B) 4 h e (C) 24 h. gPCR de alvos
relacionados ao controle de qualidade proteico intracelular nas células SK-MEL-28 e
MIA PaCa-2, ap6s indugdo com Amblyomin-X por (D) 2 h, 4 h e 24 h. As células foram
tratadas com veiculo (PBS) ou Amblyomin-X 0,5 uM. Os resultados foram calculados
relativos ao controle (veiculo) e sdo expressos em média + erro padrdo do aumento do
fold de mRNA sobre o controle (considerado como 1) em unidades arbitrarias. Trés
experimentos independentes foram realizados. O critério de significAncia estatistica foi
definido como *p < 0,05, **p £ 0,01, ***p < 0,001.

As analises de qPCR em fibroblastos humanos revelaram que a expressao de
muitas cadeias de dineina foi aumentada apés 4 h de tratamento com Amblyomin-X
(HC1, IC1, LIC1, LC8-2, TcTexl, TcTex3 e Roadblockl) e apenas de Roadblock2
apos 2 h de tratamento (Figura 16A). Nao houve diferenca na expressédo de
nenhuma das duas subunidades da dinactina estudadas em nenhum tempo de
tratamento (Figura 16A). No entanto, observou-se uma notavel normalizacdo da
expressdo de todas as cadeias de dineina no ap6s 24 h de tratamento com
Amblyomin-X (Figura 16A).

O estudo revelou também, em fibroblastos, que ndo houve diferengcas nos
niveis de mRNA de B-actina e MEKK1 (Figura 16B). No entanto, os genes que
codificam Hsp70, Ubcl3 e NFKB1 apresentaram um aumento apds 4 h de
tratamento, sendo normalizados apos 24 h de tratamento com a proteina

recombinante (Figura 16B).
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Figura 16 — Analise da expressao génica da dineina e outros alvos em fibroblatos. (A) gPCR de
cadeias de dinaina e duas subunidades da dinactina em fibroblastos, apés indu¢do com
Amblyomin-X por 2 h, 4 h e 24 h. (B) gPCR de alvos relacionados ao controle de
qualidade proteico intracelular em fibroblastos, apds indugdo com Amblyomin-X por 2 h,
4 h e 24 h. As células foram tratadas com veiculo (PBS) ou Amblyomin-X 0,5 pM. Os
resultados foram calculados relativos ao controle (veiculo) e sdo expressos em média +
erro padrdo do aumento do fold de mRNA sobre o controle (considerado como 1) em
unidades arbitrarias. Trés experimentos independentes foram realizados. O critério de
significancia estatistica foi definido como *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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4.2 Avaliacdo da expressao proteica da dineina, B-actina e NFKB1

em células tratadas com Amblyomin-X

O préximo passo foi avaliar a expressdo proteica da dineina, para
correlacionar com os dados de gPCR. Para isso, foram selecionadas trés cadeias
para analise da expressdo proteica: HC1 por ser a cadeia motora (PFISTER et al.
2006); LIC2 por estar superexpressa em estudos de microarray (CHUDZINSKI-
TAVASSI et al. 2010) e nos dados apresentados de gPCR (Figura 15B e 15C) e;
LC8-1/2, através de um anticorpo que reconhece as duas cadeias, por estarem
alteradas nos ensaios de gPCR.

A avaliacdo por western blotting, em SK-MEL-28, revelou um aumento da
expressao proteica das trés cadeias da dineina apdés 24 h de tratamento com
Amblyomin-X; das cadeias HC1 e LIC2 ap6s 4 h e de HC1 apos 2 h (Figura 17A e
17C). Na linhagem MIA PaCa-2, o aumento das trés cadeias também foi observado
apos 24 h de tratamento, mas também apds 4 h e; apenas de HC1 e LC8-1/2 apés 2

h de tratamento com Amblyomin-X (Figura 17B e 17C).
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Figura 17 — Andlise da expressdo proteica de dineina nas células tumorais. Western blotting
representativo das cadeias de dineina em (A) SK-MEL-28 e (B) MIA PaCa-2. As células
foram tratadas com veiculo (PBS) ou Amblyomin-X (Ambly) 0,5 uM por 2 h, 4 h ou 24 h.
As imagens s&o representativas de trés experimentos independentes. (C)
Densitometria das bandas observadas nas linhagens SK-MEL-28 e MIA PaCa-2. Os
resultados foram calculados relativos ao controle (veiculo) e sdo expressos em média +
erro padréo do aumento do fold da expresséo proteica sobre o controle (considerado
como 1) em unidades arbitrarias. Trés experimentos independentes foram realizados. O
critério de significancia estatistica foi definido como *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

A mesma andlise em fibroblastos mostrou que praticamente nenhuma
alteracdo na expressao proteica desses alvos foi observada, com excecédo do tempo
de 4 h de tratamento com Amblomin-X, onde ocorre aumento da cadeia LC8-1/2 de
dineina (Figura 18A e 18B). No entanto, este aumento observado foi normalizado

apoés 24 h de tratamento com a proteina recombinante (Figura 18A e 18B).
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Figura 18 — Andlise da expressao proteica de dineina em fibroblastos. (A) Western blotting
representativo das cadeias de dineina em fibroblastos. As células foram tratadas com
veiculo (PBS) ou Amblyomin-X (Ambly) 0,5 uM por 2 h, 4 h ou 24 h. As imagens sdo
representativas de trés experimentos independentes. (B) Densitometria das bandas
observadas nas linhagens SK-MEL-28 e MIA PaCa-2. Os resultados foram calculados
relativos ao controle (veiculo) e sdo expressos em média + erro padrdo do aumento do
fold da expressao proteica sobre o controle (considerado como 1) em unidades
arbitrarias. Trés experimentos independentes foram realizados. O critério de
significancia estatistica foi definido como *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

A seguir, foi avaliado a protedlise da subunidade NFKB1 do NF-kB, uma vez
que o proteassomo degrada a fragdo pl105 na fracdo ativa p50 para atuar na forma
do dimero mais abundante NFKB1(p50)/RelA (BALDWIN JR 1996; COHEN et al.
2006; LIN et al. 1998) e; pelo fato do NF-kB ser translocado para o nucleo com o

auxilio da dineina (SHRUM et al. 2008). Além disso, o NFKB1 se mostrou alterado
nos ensaios de qPCR em MIA-PACA-2 apds 24 h de tratamento com Amblyomin-X
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(Figura 15D) e em fibroblastos ap6s 4 h (Figura 16B). A expressao proteica de f3-
actina também foi avaliada por estar alterada em ensaios de qPCR nas células SK-
MEL-28 (Figura 15D).

Em SK-MEL-28, o Amblyomin-X induziu um blogueio na protedlise de NFKB1,
evidenciado pelo aumento da fracdo p105 apds 24 h de tratamento; a protedlise
também foi bloqueada no controle positivo MG-132 (Figura 19A e 19C). Nesta
mesma linhagem, foi observado um aumento na expressao proteica da B-actina apés
24h de tratamento com Amblyomin-X (Figura 19A e 19C). Em MIA PaCa-2, o
Amblyomin-X induziu um bloqueio na protedlise de NFKB1, evidenciado pelo
aumento da fracdo p105 apo6s 4 h e 24 h de tratamento e diminuicdo da fracdo p50
apos 24 h de tratamento; a protedlise também foi bloqueada no controle positivo
MG-132 (Figura 19B e 19C). Nesta mesma linhagem, nenhuma alteragdo foi

observada na expresséo proteica da p-actina (Figura 19B e 19C).
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Figura 19 — Analise da expressao proteica de NFKB1 e B-actina em células tumorais. Western
blotting representativo em (A) SK-MEL-28 e (B) MIA PaCa-2. As células foram tratadas
com veiculo (PBS) ou Amblyomin-X (Ambly) 0,5 pM por 2 h, 4 h ou 24 h ou; MG-132 5
UM por 24 h. As imagens sdo representativas de trés experimentos independentes. (C)
Densitometria das bandas observadas nas linhagens SK-MEL-28 e MIA PaCa-2. Os
resultados foram calculados relativos ao controle (veiculo) e sdo expressos em média +
erro padrdo do aumento do fold da expressdo proteica sobre o controle (considerado
como 1) em unidades arbitrarias. Trés experimentos independentes foram realizados. O
critério de significancia estatistica foi definido como *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

A mesma andlise foi realizada em fibroblastos e os dados revelaram que o
Amblyomin-X induziu a ativacédo da protedlise de NFKB1, evidenciado pelo aumento
da fracdo p50 apds 2 h e 4 h de tratamento e pela diminuicdo da fracdo p50 apés 4 h
de tratamento; a protedlise foi bloqueada no controle positivo MG-132 (Figura 20A e
20B). Nesta mesma linhagem, nenhuma alteracao foi observada nem no perfil de

expressao proteica da B-actina (Figura 20A e 20B).
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Figura 20 — Analise da expressao proteica de NFKB1 e B-actina em fibroblastos. (A) Western
blotting representativo em fibroblastos. As células foram tratadas com veiculo (PBS) ou
Amblyomin-X (Ambly) 0,5 uM por 2 h, 4 h ou 24 h ou; MG-132 5 uM por 24 h. As
imagens sdo representativas de trés experimentos independentes. (B) Densitometria
das bandas observadas nas linhagens SK-MEL-28 e MIA PaCa-2. Os resultados foram
calculados relativos ao controle (veiculo) e sdo expressos em média + erro padrdo do
aumento do fold da expressdo proteica sobre o controle (considerado como 1) em
unidades arbitrarias. Trés experimentos independentes foram realizados. O critério de
significancia estatistica foi definido como *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

4.3 Investigacao da formacdo de agregossomos relacionados

com a dineina em células tratadas com Amblyomin-X

Estudos anteriores revelaram que o Amblyomin-X induziu a inibicdo
proteassomal preferencialmente da atividade T-L mas também da atividade ChT-L
nas linhagens SK-MEL-28 e MIA PaCa-2 (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010). A
partir desses dados, o proximo passo foi verificar a formacéo de agregossomos. O
tempo de tratamento escolhido foi de 24 h devido & observacdo da maior alteracédo
na expressao de genes e proteinas das cadeias de dineina nesse periodo. Além do
tratamento com Amblyomin-X, foi utilizado o CHX para investigacado da formacao de
agregossomos apos a inibicdo da sintese de proteinas.

Os agregossomos foram primeiramente visualizados por microscopia de
fluorescéncia e quantificados por citometria de fluxo. Os resultados mostraram que o
Amblyomin-X induziu a formacdo de agregossomos em ambas as linhagens

tumorais estudadas (SK-Mel-28 e MIA PaCa-2) apos 24 h de tratamento; assim
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como ocorreu com o controle positivo MG-132 (Figura 21A e 21B). A formacéo de
agregossomos foi bloqueada em tratamento prévio com CHX por 2 h seguido por
Amblyomin-X por 24 h (CHX/Ambly) nas duas linhagens celulares (Figura 21A e
21B). Nao se observou a formacgao de agregossomos em células tratadas com CHX
sozinho (Figura 21A e 21B), que apresentou uma diminuicdo em MIA PaCa-2
quando comparado ao controle (veiculo) (Figura 21B). Obsevou-se também uma
diminuicdo da formacdo de agregossomos em ambas as linhagens tratadas com
CHX/Ambly quando comparadas ao tratamento com CHX sozinho (Figura 21B).

Foi avaliado também a viabilidade celular dos compostos utilizados na
visualizagcdo e quantificagdo de agregossomos. Os dados revelaram que o
Amblyomin-X induziu uma diminuicdo na viabilidade celular de SK-MEL-28 e MIA
PaCa-2 apos 24 h de tratamento, bem como quando tratadas com MG-132 por 24 h
(Figura 21C). Nao foi observado nenhuma alteragdo na viabilidade celular nas
linhagens tratadas com CHX sozinho ou CHX/Ambly quando comparados ao
controle (veiculo); nem na comparacao entre CHX/Ambly e CHX sozinho (Figura
21C).
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Figura 21 — Visualizac&do e quantificagdo de agregossomos nas células tumorais. As células
foram tratadas com veiculo (PBS) ou; Amblyomin-X (Ambly) 0,5 uM por 24 h ou; MG-
132 5 uM por 24 h ou; CHX 3,5 uM por 2 h ou; CHX 3,5 uM por 2 h seguido de
Amblyomin-X 0,5 pM por 24 h (CHX/Ambly). (A) Microscopia de fluorescéncia.
Agregossomos foram marcados em vermelho através de um kit comercial. Em azul, foi
marcado o nucleo da célula com Hoechst 33342. As imagens sdo representativas de
cinco campos de cada experimento (n= 3), sendo a figura final, o merge das
fluorescéncias. (B) IMF obtida dos histogramas convertidas em APF em unidades
arbitrarias, calculado de acordo com o fabricante do kit comercial. Os resultados séo
expressos em média + erro padrdo relativos ao controle (veiculo) (considerado como
25). Trés experimentos independentes foram realizados. O critério de significAncia
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estatistica foi definido como *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ns (ndo-significativo).
(C) Viabilidade celular com os compostos utilizados nessa andlise. Os resultados séo
expressos em média + erro padrao relativos ao controle (veiculo). Trés experimentos
independentes foram realizados. O critério de significancia estatistica foi definido como
*p £ 0,05, **p = 0,01, ***p < 0,001 ou ns (ndo-significativo).

Nesta mesma analise em fibroblastos, os resultados mostraram que o
Amblyomin-X n&o induziu a formacéao de agregossomos apés 24 h de tratamento; ao
contrario do que ocorreu com o controle positivo MG-132 (Figura 22A e 22B). A
formacdo de agregossomos ndo ocorreu também em tratamento prévio com CHX
por 2 h seguido por Amblyomin-X por 24 h (CHX/Ambly) (Figura 22A e 22B). Nao se
observou a formacdo de agregossomos em células tratadas com CHX sozinho
(Figura 22A e 22B). Também n&o foi obsevada nenhuma alteracdo na formacgéo de
agregossomos nas células tratadas com CHX/Ambly quando comparadas ao
tratamento com CHX sozinho (Figura 22B).

Com relacéo a viabilidade celular nesta mesma linhagem, os dados revelaram
gue o Amblyomin-X ndo induziu nenhuma alteracao na viabilidade celular apés 24 h
de tratamento, ao contrario das célula tratadas com MG-132 (Figura 22C). N&o foi
observado nenhuma alteracéo na viabilidade celular nas células tratadas com CHX
sozinho ou CHX/Ambly gquando comparados ao controle (veiculo); nem na

comparacao entre CHX/Ambly e CHX sozinho (Figura 22C).
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Amblyomin-X CHX / Ambly
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Figura 22 — Visualizac&o e quantificacdo de agregossomos em fibroblastos. As células foram
tratadas com veiculo (PBS) ou; Amblyomin-X (Ambly) 0,5 uM por 24 h ou; MG-132 5 uM
por 24 h ou; CHX 3,5 uM por 2 h ou; CHX 3,5 uM por 2 h seguido de Amblyomin-X 0,5
UM por 24 h (CHX/Ambly). (A) Microscopia de fluorescéncia. Agregossomos foram
marcados em vermelho através de um kit comercial. Em azul, foi marcado o nicleo da
célula com Hoechst 33342. As imagens sao representativas de cinco campos de cada
experimento (n= 3), sendo a figura final, 0 merge das fluorescéncias. (B) IMF obtida dos
histogramas convertidas em APF em unidades arbitrarias, calculado de acordo com o
fabricante do kit comercial. Os resultados sdo expressos em média + erro padrédo
relativos ao controle (veiculo) (considerado como 25). Trés experimentos
independentes foram realizados. O critério de significancia estatistica foi definido como
*p < 0,05, **p = 0,01, ***p < 0,001, ns (ndo-significativo). (C) Viabilidade celular com os
compostos utilizados nessa andlise. Os resultados sdo expressos em média * erro
padrdo relativos ao controle (veiculo). Trés experimentos independentes foram
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realizados. O critério de significancia estatistica foi definido como *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001 ou ns (ndo-significativo).

A formacdo de agregossomos observada foi caracterizada através de uma
andlise por microscopia eletrbnica de transmissdo e posteriormente, foram
quantificadas por ELISA, as proteinas intracelulares HDAC6 e Bag3; por estarem
envolvidas nas vias de formacdo de agregossomos pela via exclusiva de ubiquitina
(RODRIGUEZ-GONZALEZ et al. 2008) e pela via nao-exclusiva de ubiquitina
(GAMERDINGER et al. 2010), respectivamente. Os resultados demonstraram que o
Amblyomin-X induziu a formacdo de agregossomos do tipo em fitas nas células SK-
MEL-28 e do tipo esféricos nas células MIA PaCa-2; assim como no controle
positivo, MG-132 (Figura 23A).

Além disso, 0 Amblyomin-X ndo induziu nenhuma alteracdo na concentracao
intracelular de HDAC6 em nenhuma das linhagens tumorais (Figura 23B). No
entanto, a proteina recombinante induziu um aumento na concentragdo intracelular
de Bag3 tanto em SK-MEL-28 quanto em MIA PaCa-2 (Figura 23C). Além disso, foi
possivel notar que a concentracdo constitutiva de Bag3 nas células SK-MEL-28 e
MIA PaCa-2 ja € maior do que a concentracdo constitutiva de HDACG6 (Figura 23B e
230C).
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Figura 23 — Caracterizacdo dos agregossomos e a via envolvida nas células tumorais. (A)
Microscopia eletrdnica de transmissdo. As células foram tratadas com veiculo (PBS)
ou; Amblyomin-X (Ambly) 0,5 uM por 24 h ou; MG-132 5 uM por 24 h. Agregossomos
estdo indicados por setas vermelhas. As imagens sdo representativas de cinco campos
de cada experimento (n= 3). (B) Quantificacdo de HDACSG intracelular. As células foram
tratadas com veiculo (PBS) ou; Amblyomin-X (Ambly) 0,5 uM por 24 h. Os resultados
sdo expressos em média + erro padrdo relativos ao controle (veiculo). Trés
experimentos independentes foram realizados. O critério de significancia estatistica foi
definido como *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001. (C) Quantificacdo de Bag3
intracelular. As células foram tratadas com veiculo (PBS) ou; Amblyomin-X (Ambly) 0,5
MM por 24 h. Os resultados sdo expressos em média + erro padrdo relativos ao
controle (veiculo). Trés experimentos independentes foram realizados. O critério de
significAncia estatistica foi definido como *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

A mesma andlise foi realizada em fibroblastos e os resultados demonstraram
que o Amblyomin-X néo induziu a formagcdo de agregossomos, ao contrario do
controle positivo, MG-132 (Figura 24A). Além disso, o Amblyomin-X nao induziu
nenhuma alteragdo na concentracéo intracelular de HDAC6 nem de Bag3 (Figura
24B). Foi possivel notar também que a concentracdo constitutiva de Bag3 em

fibroblastos € discretamente maior do que a concentracdo constitutiva de HDAC6
(Figura 23B e 23C).
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Figura 24 — Caracterizagdo dos agregossomos e a via envolvida em fibroblastos. (A)
Microscopia eletrdnica de transmisséo. As células foram tratadas com veiculo (PBS)
ou; Amblyomin-X (Ambly) 0,5 uM por 24 h ou; MG-132 5 uM por 24 h. Agregossomos
estdo indicados por setas vermelhas. As imagens sao representativas de cinco
campos de cada experimento (n= 3). (B) Quantificacdo de HDACG6 intracelular. As
células foram tratadas com veiculo (PBS) ou; Amblyomin-X (Ambly) 0,5 uM por 24 h.
Os resultados séo expressos em média + erro padrao relativos ao controle (veiculo).
Trés experimentos independentes foram realizados. O critério de significancia
estatistica foi definido como *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. (C) Quantificacdo de
Bag3 intracelular. As células foram tratadas com veiculo (PBS) ou; Amblyomin-X
(Ambly) 0,5 pM por 24 h. Os resultados sdo expressos em média + erro padrédo
relativos ao controle (veiculo). Trés experimentos independentes foram realizados. O
critério de significancia estatistica foi definido como *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

4.4 Estudo do papel da dineina na via autofagica em células

tratadas com Amblyomin-X
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Inibidores do proteassomo sdo conhecidos indutores da autofagia (ALMOND
e COHEN 2002; CRAWFORD et al. 2011; ZHU et al. 2010). Visto a inibicdo
proteassomal do Amblyomin-X (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010) e a formagé&o de
agregossomos; o proximo passo foi investigar a via autofagica e sua relacdo com a
dineina. O primeiro passo foi visualizar a formag¢@o de membrana autofagica atraves
da marcacado da proteina intracelular, LC3, por imunofluorescéncia. Este evento,
guando ativado, € caracterizado por um aumento da fluorescéncia difusa dessa
proteina marcada. O Amblyomin-X n&o induziu a difusédo da fluorescéncia, de LC3,
como ocorreu nos controles positivos rapamicina e MG-132, apdés 24 h e mesmo
apos 48 h de tratamento, em nenhuma das linhagens tumorais (SK-MEL-28 e MIA
PaCa-2) (Figura 25A).

O passo final da autofagia é caracterizado pela formacédo de lisossomos, que
sao vesiculas acidas (HUOTARI e HELENIUS 2011; TRAGANOS et al. 1994). Este
evento foi verificado por microscopia de fluorescéncia utilizando-se a laranja de
acridina como corante. Este composto nao-especifico fluoresce em verde no
citoplasma e nacleo e em vermelho na presenca de vesiculas acidas. O Amblyomin-
X nao induziu aumento na formacgéo vesiculas &cidas, visualizado por uma maior
intensidade na fluorescéncia vermelha, como nos controles positivos rapamicina e
MG-132, apds 24 h, 48 h e mesmo apds 72 h de tratamento (Figura 25B). Neste
ensaio foi possivel observar ainda que o tratamento com rapamicina e posterior
tratamento com Amblyomin-X (Rapa/Ambly) também n&o induziu aumento na
formacéo de vesiculas acidas, em nenhuma das linhagens tumorais (Figura 25B).

Foi realizado também um ensaio de viabilidade celular com os compostos
utilizados na visualizacdo da autofagia. Os resultados mostraram que o Amblyomin-
X induziu uma diminuicdo na viabilidade celular apos 24 h, 48 h e 72 h de
tratamento, de maneira tempo-dependente, em ambas as linhagens tumorais
(Figura 25C). Esta reducdo também foi observada em ambas as células tratadas
com MG-132, rapamicina e Rapa/Ambly (Figura 25C). Nao foi observado nenhuma
alteracdo na viabilidade celular nas células tratadas com Rapa/Ambly quando
comparados com o0 tratamento com rapamicina sozinha, nas duas linhagens

tumorais (Figura 25C).
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Figura 25 — Visualizagdo da autofagia nas células tumorais. As células foram tratadas com veiculo
(PBS) ou; Amblyomin-X (Ambly) 0,5 pM por 24 h ou; MG-132 5 uM por 24 h ou;
rapamicina 0,2 uM por 16 h ou; rapamicina 0,2 uM por 16 h seguido de Amblyomin-X 0,5
MM por 24 h (Rapa/Ambly). (A) Imunofluorescéncia. A molécula LC3 foi marcada em
verde. Em azul, foi marcado o nudcleo da célula com DAPI. As imagens sao
representativas de cinco campos de cada experimento (n= 3), sendo a figura final, o
merge das fluorescéncias. (B) Microscopia de fluorescéncia. Foi utilizado o corante
laranja de acridina que fluoresce em verde no citoplasma e nicleo e em vermelho na
presenca de vesiculas acidas. As imagens sdo representativas de cinco campos de cada
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experimento (n= 3). (C) Viabilidade celular com os compostos utilizados nessa analise.
Os resultados sdo expressos em média + erro padréo relativos ao controle (veiculo). Trés
experimentos independentes foram realizados. O critério de significancia estatistica foi
definido como *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 ou ns (ndo-significativo).

Esta mesma analise foi realizada em fibroblastos e os resultados mostraram
gue o Amblyomin-X ndo induziu a difusdo da fluorescéncia, de LC3, como ocorreu
nos controles positivos rapamicina e MG-132, apés 24 h e mesmo apos 48 h de
tratamento (Figura 26A).

Além disso, o Amblyomin-X ndo induziu aumento na formacéo vesiculas
acidas, como nos controles positivos rapamicina e MG-132, ap6s 24 h, 48 h e
mesmo apos 72 h de tratamento (Figura 26B). Neste ensaio foi possivel observar
ainda que o tratamento com rapamicina e posterior tratamento com Amblyomin-X
(Rapa/Ambly) também n&o induziu aumento na formacdo de vesiculas &cidas
(Figura 26B).

Os resultados de viabilidade celular nesta mesma linhagem, mostraram que o
Amblyomin-X né&o induziu uma diminuicdo na viabilidade celular apds 24 h, 48 h e
72 h de tratamento (Figura 26C). Observou-se uma reducdo na viabilidade celular
apenas nas células tratadas com MG-132 e rapamicina (Figura 26C). Além disso,
observou-se um aumento na viabilidade celular das células tratadas com
Rapa/Ambly quando comparados com o tratamento com rapamicina sozinha (Figura
26C).

108



A Veiculo MG-132 Rapamicina

Amblyomin-X24 h

B Veiculo MG-132 Rapamicina
Amblyomin-X72 h Rapa/Ambly

109



C 120- 3 Veiculo El Amblyomin-X 24 h 3 Amblyomin-X 48 h =3 Amblyomin-X 72 h

Bl MG-13224h =3 Rapamicina 16 h EE Rapa 16 h/Ambly 24 h
100+ —_— 'ﬁﬂ

= 80
w
°®
5
s 60+ x
- —
3
S
O 404

20+

0 T

Figura 26 — Visualizagdo da autofagia em fibroblastos. As células foram tratadas com veiculo
(PBS) ou; Amblyomin-X (Ambly) 0,5 uM por 24 h ou; MG-132 5 uM por 24 h ou;
rapamicina 0,2 uM por 16 h ou; rapamicina 0,2 uM por 16 h seguido de Amblyomin-X
0,5 UM por 24 h (Rapa/Ambly). (A) Imunofluorescéncia. A molécula LC3 foi marcada em
verde. Em azul, foi marcado o nlcleo da célula com DAPI. As imagens sé&o
representativas de cinco campos de cada experimento (n= 3), sendo a figura final, o
merge das fluorescéncias. (B) Microscopia de fluorescéncia. Foi utilizado o corante
laranja de acridina que fluoresce em verde no citoplasma e nucleo e em vermelho na
presenca de vesiculas &cidas. As imagens sdo representativas de cinco campos de
cada experimento (n= 3). (C) Viabilidade celular com os compostos utilizados nessa
andlise. Os resultados sdo expressos em média + erro padrdo relativos ao controle
(veiculo). Trés experimentos independentes foram realizados. O critério de significancia
estatistica foi definido como *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 ou ns (ndo-significativo).

Para confirmar os resultados observados de autofagia, foi realizado uma
investigacdo da sinalizacdo autofagica e sua relacdo com a dineina. Primeiro,

ensaios de western blotting foram realizados com os alvos LC3, mTOR, AMBRA1 e

Bim. A proteina LC3 quando ativada (LC3-I em LC3-ll), inicia a formacdo de

membrana autofagica (FIMIA et al. 2011; MIZUSHIMA et al. 2004; YAO et al. 2010).

A proteina mTOR é conhecida por regular negativamente a autofagia (PARKHITKO

et al. 2014; THOREEN et al. 2009). AMBRAL contribui na ativacao da autofagia, mas

se torna inativa quando sequestrada pela dineina através das cadeias leves LC8-1 e

LC8-2 (DI BARTOLOMEDO et al. 2010). Por fim, o fator pro-apoptotico Bim também

atua como um inibidor da autofagia recrutando Beclin-1-AMBRAL a dineina (DAY et

al. 2004); porém se torna inativa para exercer seus efeitos apoptéticos quando

ligada a dineina (LUO et al. 2012).

Em SK-MEL-28, o Amblyomin-X nao induziu a conversao de LC3-1 em LC3-II,
como nos controles positivos MG-132 e rapamicina (Figura 27A). Nesta mesma
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linhagem, foi observado um aumento na expresséo proteica de mTOR apos 4 h e 24
h e uma diminuicdo na expressdo proteica de AMBRAL ap6s 4 h e 24 h de
tratamento com Amblyomin-X (Figura 27A e 27E). Nenhuma alteracéo foi observada
no alvo Bim (Figura 27C e 27E).

Em MIA PaCa-2, o Amblyomin-X n&o induziu a conversao de LC3-l em LC3-Il,
como nos controles positivos MG-132 e rapamicina (Figura 27B). Nesta mesma
linhagem, foi observado um aumento na expressao proteica de mTOR apos 4 h e 24
h e uma diminuicdo na expresséo proteica de AMBRAL apo6s 2 h, 4 h e 24 h de
tratamento com Amblyomin-X (Figura 27B e 27E). Nenhuma alterac¢ao foi observada
no alvo Bim (Figura 27D e 27E).
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Figura 27 — Andlise da expresséo proteica de alvos autofagicos nas células tumorais. Western
blotting representativo dos alvos LC3, mMTOR e AMBRAL em (A) SK-MEL-28 e (B) MIA
PaCa-2. As células foram tratadas com veiculo (PBS) ou; Amblyomin-X (Ambly) 0,5 uM
por 2 h, 4 h ou 24 h ou; MG-132 5 uM por 24 h ou; rapamicina 0,2 uM por 16 h. As
imagens sdo representativas de trés experimentos independentes. Western blotting
representativo do alvo Bim em (C) SK-MEL-28 e (D) MIA PaCa-2. As células foram
tratadas com veiculo (PBS) ou; Amblyomin-X (Ambly) 0,5 uM por 2 h, 4 h ou 24 h ou;
MG-132 5 uM por 24 h. As imagens sdo representativas de trés experimentos
independentes. (C) Densitometria das bandas observadas nas linhagens SK-MEL-28 e
MIA PaCa-2. Os resultados foram calculados relativos ao controle (veiculo) e sédo
expressos em média + erro padrdo do aumento do fold da expressdo proteica sobre o
controle (considerado como 1) em unidades arbitrarias. Trés experimentos
independentes foram realizados. O critério de significAncia estatistica foi definido como
*p < 0,05, **p 0,01, ***p < 0,001.

A mesma andlise foi realizada em fibroblastos. Os resultados mostraram que
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0 Amblyomin-X n&o induziu a conversao de LC3-l em LC3-Il, como nos controles
positivos MG-132 e rapamicina (Figura 28A). Nenhuma alterac&o foi observada nos
alvos mTOR, AMBRA1 e Bim em nenhum tempo de tratamento com Amblyomin-X
(Figura 28A, 28B e 28C).
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Figura 28 — Analise da expressdo proteica de alvos autofagicos em fibroblastos. Western
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blotting representativo dos alvos (A) LC3, mMTOR e AMBRAL e (B) Bim. As células
foram tratadas com veiculo (PBS) ou; Amblyomin-X (Ambly) 0,5 uM por 2 h, 4 h ou 24
h ou; MG-132 5 uM por 24 h ou; rapamicina 0,2 uM por 16 h (com excecao do alvo
Bim). As imagens s&o representativas de trés experimentos independentes. (C)
Densitometria das bandas observadas nas linhagens SK-MEL-28 e MIA PaCa-2. Os
resultados foram calculados relativos ao controle (veiculo) e sdo expressos em média
* erro padrdo do aumento do fold da expressao proteica sobre o controle (considerado
como 1) em unidades arbitrarias. Trés experimentos independentes foram realizados.
O critério de significancia estatistica foi definido como *p < 0,05, **p < 0,01, **p <
0,001.

Devido a interacé@o entre as cadeias da dineina e os alvos autofagicos mTOR
(CLIPPINGER e ALWINE 2012), AMBRA1 (DI BARTOLOMEO et al. 2010) e Bim
(DAY et al. 2004; LUO et al. 2012), foi avaliado essa interacdo por meio da técnica
de microscopia confocal em células estimuladas com Amblyomin-X. Sendo assim,
as interacbes HC1/mTOR, LC8-1/2/AMBRAL e LC8-1/2/Bim foram avaliadas.

A analise confocal revelou que o Amblyomin-X induziu um aumento na co-
localizacdo de HC1/mTOR comparando-se o controle (veiculo) e tratado com
Amblyomin-X, nas duas linhagens tumorais, SK-MEL-28 e MIA PaCa-2 (Figura
29A). O Amblyomin-X induziu um aumento na co-localizacdo de LC8-1/2/AMBRA1
em MIA PaCa-2 mas ndo em SK-MEL-28 (Figura 29B). Nenhuma alteracdo na co-
localizac&do de LC8-1/2/Bim foi alterada em nenhuma das linhagens tumorais (Figura
290C).
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C Veiculo Amblyomin-X

SK-MEL-28

MIA PaCa-2

Figura 29 — Co-localizagdo da dineina e alvos autofagicos nas células tumorais. As células
foram tratadas com veiculo (PBS) ou; Amblyomin-X (Ambly) 0,5 uM por 24 h. As
imagens sdo representativas de cinco campos de cada experimento (n= 3), sendo a
figura final, 0 merge das fluorescéncias, onde a fluorescéncia amarela representa a co-
localizacéo dos dois alvos. (A) HC1/mTOR, onde a fluorescéncia vermelha representa
HC1 e a verde representa mTOR; (B) LC8-1/2/AMBRAL, onde a fluorescéncia
vermelha representa LC8-1/2 e a verde representa AMBRALl (neste caso a
fluorescéncia original era amarela e foi colorida artificialmente para o verde utilizando o
software do microscopio); (C) LC8-1/2/Bim, onde a fluorescéncia vermelha representa
LC8-1/2 e a verde representa Bim.

A mesma andlise foi realizada em fibroblastos. Os dados revelaram que o
Amblyomin-X nédo induziu nenhuma alteragédo na co-localizagdo de HC1/mTOR e
LC8-1/2/AMBRAL1 (Figura 30A e 30B). No entanto, o Amblyomin-X induziu um
aumento na co-localizagéo de LC8-1/2/Bim no nucleo da célula (Figura 30C).
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A Veiculo Amblyomin-X

B Veiculo Amblyomin-X

Figura 30 — Co-localizacdo da dineina e alvos autofagicos em fibroblastos. As células foram
tratadas com veiculo (PBS) ou; Amblyomin-X (Ambly) 0,5 uM por 24 h. As imagens séo
representativas de cinco campos de cada experimento (h= 3), sendo a figura final, o
merge das fluorescéncias, onde a fluorescéncia amarela representa a co-localizacdo
dos dois alvos. (A) HC1/mTOR, onde a fluorescéncia vermelha representa HC1 e a
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verde representa mTOR; (B) LC8-1/2/AMBRAL, onde a fluorescéncia vermelha
representa LC8-1/2 e a verde representa AMBRAL (neste caso a fluorescéncia original
era amarela e foi colorida artificialmente para o verde utilizando o software do
microscopio); (C) LC8-1/2/Bim, onde a fluorescéncia vermelha representa LC8-1/2 e a
verde representa Bim.

4.5 Sinalizagcdo K-linkage relacionada com a dineina em células

tratadas com Amblyomin-X

Estudos anteriores demonstraram que o Amblyomin-X induziu o aumento de
proteinas poliubiquitinadas apds a inibicdo proteassomal (CHUDZINSKI-TAVASSI et
al. 2010). A literatura demonstra que existem diversos perfis diferentes de
poliubiquitinagdo (GARCIA-MATA et al. 2002). A sinalizacdo K48, por exemplo, é
especifica para a degradacédo pelo proteassomo enquanto que a K63, sinaliza de
uma forma ndo-especifica para endocitose, formacdo de agregossomos, autofagia,
reparo de DNA e ubiquitinacdo de componentes da via NF-kB (GARCIA-MATA et al.
2002; WONG et al. 2010).

Para correlacionar os dados obtidos do papel da dineina na via proteassomo-
agregossomo-autofagia e NF-kB, com a sinalizacdo K-linkage, foi executado a
técnica de citometria de fluxo para analise de K48 e K63. A andlise em células SK-
MEL-28, revelou que a via K48 ndo sofreu alteracbes quando as células foram
tratadas com Amblyomin-X em relacdo as células controle (veiculo) (Figura 31A e
31B). Com relacéo a via K63 em SK-MEL-28, o AmblyominX induziu um aumento na
quantidade de proteinas poliubiquitinadas (Figura 31A e 31B). O mesmo ocorreu
com as células MIA PaCa-2 nas andlises K48 e K63 quando as células foram

tratadas com Amblyomin-X (Figura 31A e 31B).
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Figura 31 — K-linkage nas células tumorais. As células foram tratadas com veiculo (PBS) ou;
Amblyomin-X 0,5 uM por 24 h. (A) Histogramas obtidos por citometria de fluxo. A curva
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em vermelho representa a célula sem marcagéo; a azul representa o controle isotipo; a
laranja representa o controle (veiculo) e; a verde, o tratamento com Amblyomin-X. As
imagens séo representativas de trés experimentos independentes. (B) IMF obtida dos
histogramas. Os resultados sdo expressos em média + erro padrdo relativos ao
controle (veiculo). Trés experimentos independentes foram realizados. O critério de
significancia estatistica foi definido como *p < 0,05, **p < 0,01 ou ***p < 0,001.
A mesma analise foi realizada em fibroblastos. O Amblyomin-X n&o induziu
nenhuma alteracdo na quantidade de proteinas poliubiquitinadas via K48 (Figura
32A e 32B). No entanto, a proteina recombinante induziu um aumento na

quantidade de proteinas poliubiquitinadas via K63 (Figura 32A e 32B).
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Figura 32 — K-linkage em fibroblastos. As células foram tratadas com veiculo (PBS) ou; Amblyomin-
X 0,5 uM por 24 h. (A) Histogramas obtidos por citometria de fluxo. A curva em vermelho
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representa a célula sem marcagdo; a azul representa o controle isotipo; a laranja
representa o controle (veiculo) e; a verde, o tratamento com Amblyomin-X. As imagens
sdo representativas de trés experimentos independentes. (B) IMF obtida dos
histogramas. Os resultados séo expressos em média * erro padrdo relativos ao controle
(veiculo). Trés experimentos independentes foram realizados. O critério de significAncia
estatistica foi definido como *p < 0,05, **p < 0,01 ou ***p < 0,001.

4.6 Estudo do papel da dineina na endocitose do Amblyomin-X e
na inibicdo do proteassomo nas células tumorais SK-MEL-28 e MIA
PaCa2

Estudos anteriores mostraram que o Amblomin-X foi internalizado por
endocitose pelas células tumorais SK-MEL-28 e MIA PaCa-2 mas ndo em
fibroblastos (MORAIS 2014). Além disso, também foi demonstrado que o Amblyomin-
X induziu a inibi¢cdo preferencialmente da atividade T-L do proteassomo nas mesmas
linhagens tumorais e ndo em fibroblastos (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010).
Somando-se esse dados aos resultados obtidos neste trabalho, foi investigado o
papel da dineina na endocitose do Amblyomin-X e na inibicdo proteassomal induzida
pela proteina recombinante, somente nas linhagens tumorais.

Os resultados obtidos mostraram que o Amblyomin-X marcado, denominado
488-Amblyomin-X foi internalizado em uma regido perinuclear apés 24 h de
tratamento com a proteina marcada, nas duas linhagens tumorais (Figura 33A).. No
entanto, verificou-se que o sinal da fluorescéncia diminuiu drasticamente quando as
células foram previamente tratadas com o inibidor da dineina CA (Figura 33A).

Para avaliar se a proteina recombinante poderia ser transportada até o ERC,
foram realizados ensaios envolvendo a proteina G monomérica, Rab11, envolvida no
transporte de RE (DOHERTY e MCMAHON 2009; MAXFIELD e MCGRAW 2004;
Structure and function in cell signaling 2008); por ser um ligante conhecido da cadeia
LIC2 de dineina (HORGAN et al. 2010). Os dados revelaram que o Amblyomin-X
induziu um aumento na expressao proteica de Rabll a partir de 4 h e 24 h de
tratamento com Amblyomin-X nas células SK-MEL-28 (Figura 33B e 33D) e; a partir
de 2 h, 4 h e 24 h de tratamento com Amblyomin-X nas células MIA PaCa-2 (Figura
33C e 33D).

A seguir, foi avaliada a intercdo entre LIC2/Rab11l por microscopia confocal.

Os dados mostraram que o Amblyomin-X induziu um aumento na co-localizacéo de
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LIC2/Rab1l comparando-se o controle (veiculo) e tratado com Amblyomin-X, nas
duas linhagens tumorais, SK-MEL-28 e MIA PaCa-2 (Figura 33E).

488-Amblyomin-X CA / 488-Amblyomin-X
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Figura 33 — Papel da dineina na endocitose do Amblyomin-X nas células tumorais. (A) As
células foram tratadas Amblyomin-X marcado com Alexa® Fluor 488 (488-Amblyomin-
X) 0,5 uM por 24 h ou; CA 100 uM 24 h seguido por 488-Amblyomin-X 0,5 uM por 24 h
(CA/488-Amblyomin-X). As imagens sdo representativas de cinco campos de cada
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experimento (n= 3), sendo a figura final, o merge, onde a fluorescéncia verde
representa o 488-Amblyomin-X. O nucleo foi marcado em vermelho pelo corante
Syto59. (B) Western blotting representativo do alvo Rab11 em SK-MEL-28. (C) Western
blotting representativo do alvo Rab11 em MIA PaCa-2. As células foram tratadas com
veiculo (PBS) ou; Amblyomin-X (Ambly) 0,5 uM por 2 h, 4 h ou 24 h. As imagens sdo
representativas de trés experimentos independentes. (D) Densitometria das bandas
observadas nas linhagens SK-MEL-28 e MIA PaCa-2. Os resultados foram calculados
relativos ao controle (veiculo) e sdo expressos em média + erro padrdo do aumento do
fold da expressao proteica sobre o controle (considerado como 1) em unidades
arbitrarias. Trés experimentos independentes foram realizados. O critério de
significancia estatistica foi definido como *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. (E) Co-
localizacdo de LIC2/Rabll. As células foram tratadas com veiculo (PBS) ou;
Amblyomin-X (Ambly) 0,5 puM por 24 h. As imagens sdo representativas de cinco
campos de cada experimento (n= 3), sendo a figura final, 0 merge das fluorescéncias,
onde a fluorescéncia amarela representa a co-localizacdo dos dois alvos, a vermelha
representa LIC2 e a verde representa Rab11.

A inibicdo proteassomal induzida pelo Amblyomin-X (CHUDZINSKI-TAVASSI
et al. 2010) foi verificada novamente com o intuito de se estudar se a inibi¢cdo prévia
da dineina com CA interfere na atividade inibitéria da proteina recombinante no
proteassomo. Os dados iniciais revelaram que o Amblyomin-X induziu uma
diminuicdo da atividade T-L tanto nas células SK-MEL-28 (Figura 34A) quanto nas
células MIA PaCa-2 (Figura 34B), ao contrario dos controles positivos BTZ e MG-
132 que inibiram a atividade ChT-L em ambas as linhagens tumorais (Figura 34A e
34B).

Além disso, os resultaos também mostraram que o tratamento prévio com CA
seguido por Amblyomin-X (CA/Ambly) ndo induziu a diminuicdo da atividade T-L nem
ChT-L em ambas as células (Figura 34A e 34B). O tratamento com CA sozinho
induziu uma diminuicdo da atividade ChT-L nas duas linhagens celulares (Figura
34A e 34B); no entanto, quando o tratamento com CA/Ambly foi comparado ao
tratamento com CA sozinho, o resultado foi um aumento da atividade ChT-L induzido
pelo tratamento CA/Ambly (Figura 34A e 34B).

A viabilidade celular com os compostos utilizados também foi avaliada. Os
resultados mostraram que o Amblyomin-X induziu uma diminuicdo na viabilidade
celular ap6s 24 h de tratamento em ambas as células tumorais, assim como nos
tratamentos com MG-132, BTZ, CA e CA/Ambly (Figura 34C). Além disso, nao
observou-se nenhuma alteracdo na viabilidade celular das células tratadas com

CA/Ambly quando comparados com o tratamento com CA sozinho (Figura 34C).
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Figura 34 — Influéncia da dineina na inibicdo proteassomal induzida pelo Amblyomin-X.
Atividade do proteassomo. As células foram tratadas com veiculo (PBS) ou;
Amblyomin-X (Ambly) 0,5 uM por 24 h ou; MG-132 5 uM por 24 h ou; BTZ 100 nM por
24 h ou; CA 100 uM por 24 h ou; CA 100 uM por 24 h seguido de Amblyomin-X 0,5 uM
por 24 h (CA/Ambly). Os resultados sédo expressos em média + erro padréo relativos
ao controle (veiculo). Trés experimentos independentes foram realizados. O critério de
significancia estatistica foi definido como *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 ou ns (n&o-
significativo). A atividade tipo-tripsina (T-L) e tipo-quimotripsina (Ch-T) foram avaliadas
utilizando-se substratos cromogénicos especificos, sendo o grafico (A) SK-MEL-28 e o
grafico (B) MIA PaCa-2. (C) Viabilidade celular com os compostos utilizados nessa
andlise. Os resultados sao expressos em média + erro padrdo relativos ao controle
(veiculo). Trés experimentos independentes foram realizados. O critério de
significancia estatistica foi definido como *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 ou ns (nao-
significativo).

4.7 Investigacdo do ligantes de dineina nas células tumorais SK-
MEL-28 e MIA PaCaz2 tratadas com Amblyomin-X

Apoés todas as analises envolvendo a dineina nas células tumorais e
fibroblastos tratados com Amblyomin-X e, visto a internalizacdo da proteina
recombinante nas células tumorais mas ndo em fibroblastos (MORAIS 2014), o
proximo passo foi avaliar os ligantes da dineina. A inducéo das células tumorais com
Amblyomin-X ocorreu por 24 h.

O tempo de 24 h de tratamento foi escolhido devido ao fato de o Amblyomin-X
ja ter sido internalizado pelas linhagens tumorais (MORAIS 2014) e ter induzido a
inibicdo proteassomal (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010) e formacdo de
agregossomos (Figura 35A e 35B).
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Os resultados obtidos mostraram que o tratamento com Amblyomin-X induziu
um perfil proteico semelhante, de alvos ligados a dineina, em ambas as células
tumorais apos 24 h de tratamento (Figura 35A). Apesar disso, a intensidade das
bandas proteicas observadas no gel parece ser diferente; sendo maior nas células
SK-MEL-28 do que nas células MIA PaCa-2 apdés 24 h de tratamento com
Amblyomin-X (Figura 35A).

Além disso, ap6s 24 h de tratamento com a proteina recombinante, as duas
linhagens tumorais exibiram um maior nimero de proteinas ligadas a dineina, mais
relacionadas com citoesqueleto/extracellular matrix (ECM)/adesdo (10 proteinas),

transducédo de sinal (8 proteinas), e metabolismo (6 proteinas) (Figura 35B).

A kDa SK-MEL-28 MIA PaCa-2
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Figura 35 — Perfil dos ligantes da dineina nas células tumorais estimuladas com Amblyomin-X.
As células foram tratadas com Amblyomin-X (Ambly) 0,5 uM por 24 h. Trés experimentos
independentes foram realizados. (A) SDS-PAGE das amostras derivadas de Co-IP. A
imagem € representativa de trés experimentos independentes. (B) Grafico de barras
indicando o nimero de proteinas ligadas a dineina, em comum entre as linhagens SK-
MEL-28 e MIA PaCa-2. Os dados foram obtidos apds digestdo das bandas com maior
intensidade comuns as duas linhagens e analise posterior por espectrometria de massa.
As proteinas foram classificadas pelo envolvimento em diferentes fun¢des celulares.

Os dados da identificacdo das proteinas ligadas a dineina, analisadas por
espectrometria de massa, das duas células analisadas; foram sobrepostos para
identificar proteinas comuns. As proteinas encontradas, ligadas a dineina, ap6s 24 h
de tratamento com Amblyomin-X nas duas linhagens tumorais estdo descritas na
Tabela 3.

Tabela 3 - Ligantes de dineina apos 24 h de tratamento com Amblyomin-X nas linhagens tumorais

Numero de Peptideo Proteina relacionada Score
acesso
SK- MIA
MEL- " paca-2
28
0i|8923401 MRKPDSK Ras-related protein Rab-20 59,7 57,2
0i|66365795 AASGEAKPK Histone cluster 1, Hle 38,4 33,0
0i|60207688 VVAPTP Beta-secretase 2 47,2 51,3
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continua Tabela 3 - Ligantes de dineina apés 24 h de tratamento com Amblyomin-X nas linhagens

tumorais
0i|2136180
gi|167887748

0i|62896523

0i|119709822

0i|115334682
0i|40353727
0i|22027622

049168474

0i|23943787

0i|5830444

0i|119603709

0i|260656005

0i|24797151

0i|119568055

0i|27503661
0i|13236879
0i|179371

0ij455713

0i|195972857

0157168372

0i|39995082

TPWTESR
NNDALR

SSAVR

ISASK

EMVYASR
GQAVPASK
ALVSRQR

AVPTDEAR

IEGGK

LAGDK

ALSACKLR

NSGTK

GGKDK

IKLASSNCPPAN

GRGYK
GSTCRLR
DFAEMSR

THTTMSGVAHR

ILSVLRPQSERGFR

AVVMECKYGPRRK

SSMPWNKR

Soluble interleukin-6 receptor (fragment)
Vimentin variant 4
Vimentin variant

Zinc finger protein castor homolog 1
isoform b

SRC kinase signaling inhibitor 1
Synaptopodin isoform A
TNF receptor-associated factor 4
Ras-related protein Rab-11A

Dermatan-sulfate epimerase-like protein
precursor

Cytosolic serine
hydroxymethyltransferase

F-box and leucine-rich repeat protein
13, isoform CRA_f

NADH dehydrogenase [ubiquinone]
flavoprotein 1, mitochondrial isoform 2
precursor

Dimethylglycine dehydrogenase,
mitochondrial precursor

Zinc finger, DHHC-type containing 14,
isoform CRA_a

Transmembrane protein 26
Tumor necrosis factor receptor, partial
Bcl-2 protein

Propionyl CoA carboxylase beta subunit

Rho guanine nucleotide exchange factor
18 isoform b

Calcium-responsive transcription factor
isoform 1

tRNA (cytosine(34)-C(5))-
methyltransferase isoform 1

40,9
69,7

72,4

60,2

42,0
38,4
35,9

55,0

39,3

19,3

27,8

33,7

20,9

41,0

49,8
21,2
19,9

32,0

38,0

33,3

30,5

49,5
78,4

68,6

51,9

45,1
29,7
41,6

64,3

31,2

24,1

26,4

38,0

21,2

39,8

45,5
29,8
31,4

31,9

41.2

27,4

24,5

129



concluséo Tabela 3 - Ligantes de dineina apds 24 h de tratamento com Amblyomin-X nas linhagens

tumorais

0i|194272210

0i|317373557

0i|3098675

0i|13124888

gi[226713806

gi|541866806

0i|4504779

gi|62088530

0i|157502193

gi|4506217

0i|296278263

0281185471

0i[38502170

0i|46577501

RASGGK

GPPLDGTECAAGK

NSASK

SIIFEAER

GRKTANSQGRR

GSGQK

SHKDQPVCSGR

AKLGPAGNK

SSDEAVILCK

TPLQVAK

IGKRLNIQLKK

LVEHVPER

SVATEER

NSRVRR

Lysine--tRNA ligase isoform 1

A disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs 3

Cell cycle regulatory protein p95

Epidermal growth factor-like protein 6
isoform 1 precursor

Nuclear receptor corepressor 2

cGMP-dependent protein kinase 2
isoform b

Integrin beta-8 precursor
Protein kinase C, alpha variant

26S proteasome non-ATPase regulatory
subunit 13 isoform 1

26S proteasome non-ATPase regulatory
subunit 10 isoform 1

Partitioning defective 3 homolog isoform
3

Laminin, alpha 1, isoform CRA _a,
partial

BCL2-associated athanogene 3

Regulatory-associated protein of mTOR

32,2

60,4

53,9

42,4

33,0

22,8

33,0

27,9

44,4

30,0

26,5

38,2

30,0

24,1

31,9

69,7

54,5

42,0

35,2

21,9

27,9

41,4

40,9

37,7

32,0

38,0

43,9

38,7

O numero de acesso obtido se refere a proteina na base de dados do NCBI que corresponde ao
peptideo encontrado gerado pela fragmentacdo MS/MS. O score foi obtido no MASCOT e se refere
ao score dos ions do fragmento de peptideo gerado

A seguir, a ferramenta online String foi utilizada para determinar as interagdes

entre os ligantes de dineina. Cada alvo foi identificado pela ferramenta, pelo simbolo

do gene que o codifica. A Tabela 4 a seguir descreve cada alvo com seu respectivo

simbolo do gene que o codifica e a abrevia¢do da proteina adotada.
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Tabela 4 - Descricdo de cada ligante de dineina encontrado

Gene
relacionado

RAB20

HIST1H1E1

BACE2

IL6R e IL6ST

VIM

CASzZ1

SRCIN1

SYNPO

TRAF4

RAB11A

DSEL

SHMT1

FBXL13

NDUFV1

Proteina

Ras-related protein
Rab-20

Histone cluster 1,
Hle

Beta-secretase 2

Soluble interleukin-6
receptor

Vimentin

Zinc finger protein
castor homolog 1

SRC kinase signaling
inhibitor 1

Synaptopodin

TNF receptor-
associated factor 4

RAB11A

Dermatan-sulfate
epimerase-like
protein

Cytosolic serine
hydroxymethyltransfe
rase

F-box and leucine-
rich repeat protein 13

NADH
dehydrogenase
[ubiquinone]
flavoprotein 1,
mitochondrial

Abreviacéo
adotada

Rab20

Hle

BACE2

sIL-6R

Vimentina

CasZl

SNIP

Sinaptopodina

TRAF4

Rab11A

Dsel

SHMT1

FBXL13

NDUFV1

Descricao

Small GTPase, ligacédo de GTP,
endocitose e reciclagem, transporte

Ligac@o ao DNA, montagem do
nucleossomo

Proteina de membrana single-pass tipo
I, processamento da amyloid precursor
protein (APP)

Forma soluvel da associacao dos
receptores IL-6R/gp130, transducéo de
sinal

FI classe-lll, citoesqueleto

Fator de transcricdo envolvido em
montagem vascular

Regulador negativo de proto-oncogene
tyrosine-protein kinase (SRC)
comprometendo a migracao celular

Proteina associada a actina, localizado
nas juncgdes tight das células

Proteina adaptadora e transdutora de
sinal de receptores de tumor necrosis
factor alpha (TNF-a), apoptose

Small GTPase, endocitose
(reciclagem), transporte

Proteina de membrana multi-pass,
isomerase, metabolismo

Interconversao de serina e glicina,
transferase, metabolismo

Substrato do complexo: Skp, Cullin, F-
box containing complex (SCF) (E3
ligase), conjugacéo de ubiquitina

Subunidade da cadeia respiratdria de
nicotinamide adenine dinucleotide
(NAD+) - NADH desidrogenase
(Complexo 1), metabolismo
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continua Tabela 4 - Descricdo de cada ligante de dineina encontrado

DMGDH

ZDHHC14

TMEM26

TNFRSF1A e
TNFRSF1B

BCL2

PCCB

ARHGEF18

ALS2CRS8

NSUN2

KARS

ADAMTS3

NBN

EGFL6

NCOR2

PRKG2

Dimethylglycine
dehydrogenase,
mitochondrial

Zinc finger, DHHC-
type containing 14

Transmembrane
protein 26

Tumor necrosis
factor receptor

Bcl-2 protein

Propionyl CoA
carboxylase beta
subunit

Rho guanine
nucleotide exchange
factor 18

Calcium-responsive
transcription factor

tRNA (cytosine(34)-
C(5))-
methyltransferase

Lysine--tRNA ligase

A disintegrin and
metalloproteinase
with thrombospondin
motifs 3

Cell cycle regulatory
protein p95

Epidermal growth
factor-like protein 6

Nuclear receptor
corepressor 2

cGMP-dependent
protein kinase 2

ME2GLYDH

ZDHHC14

TMEM26

TNFR

Bcl-2

PCCase-p

RhoGEF18

CaRF

Misu

LysRS

ADAMTS-3

Nibrina

EGFL6

N-CoR2

cGK2

Oxidoredutase, liga flavin adenine
dinucleotide (FAD), metabolismo

Transferase, metabolismo

Proteina de membrana multi-pass

Receptor de TNF-a, apoptose, resposta
inflamatoria

Proteina anti-apoptética pela regulacéo
da permeabilidade da membrana
mitocondrial

Degradacéo de propanoyl-CoA, liga
ATP

GEF para Ras homolog gene family,
member A (RhoA) e também Ras-
related C3 botulinum toxin substrate 1
(Racl), ativada por Gy, formato da
célula, producdo de ROS

Fator de transcri¢é@o ativador responsivo
ao Ca”, ligagdo ao DNA

RNA metiltransferase, metilacéo de
transfer ribonucleic acid (tRNA),
processamento de tRNA, ciclo e divisdo
celular

Catalisa acoplamento de lisina ao seu
tRNA, processamento de tRNA

Clivagem de pré-peptideos de colageno
tipo Il

Resposta ao dano ao DNA, ciclo celular

Pode ligar integrina alpha-8/beta-1,
adeséao e diferenciacdo celular

Co-repressor transcricional de alguns
receptores nucleares promovendo a
condensac¢do da cromatina

Ser/Thr quinase, liga ATP, liga cyclic
guanosine monophosphate (cGMP)
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concluséo Tabela 4 - Descricdo de cada ligante de dineina encontrado

Associa com alpha-5 e é receptor para
fibronectina, adesao celular, proteina de

ITGB8 Integrin beta-8 Integrina-B8 ; .
membrana single pass tipo |,
sinalizacao
Ativada por ca”e diacylglycerol (DAG)
PRKCA Protein kinase C, PKC-a na presenca de PS, Ser/Thr quinase,

alpha sinalizacao, apoptose, angiogénese,

adeséo celular

26S proteasome
PSMD13 non-ATPase Rpnl13
regulatory subunit 13

Componente da subunidade regulatéria
(19S) do proteassomo 26S

Componente da subunidade regulatéria

26S proteasome (19S) do proteassomo 26S, regula
PSMD10 non-ATPase Rpnl0 ativacdo de protein kinase B (Akt)
regulatory subunit 10 induzida por epidermal growth factor

(EGF) de maneira independente do 26S

Partitioning defective Divisdo celular assimétrica, polarizagédo

PARD3 3 homolog PARD3 celular, diferenciacao, liga lipideo
LAMAL Laminin, alpha 1 Laminina-1a ngagaONa glicoesfingolipideo, migragao
e adesdao celular, componente da ECM
. Reconhece substratos proteicos da
BCL2-associated L )
BAG3 athanogene 3 Bag3 chaperona Hsp?Q, _at|V|dade anti-
apoptotica
Regulatory- Parte do complexo mTORC1 que
RPTOR associated protein of Raptor contém mTOR, sintese proteica,
mTOR autofagia, crescimento celular

O gene corresponde as proteinas encontradas, considerando a proteina codificada inteira e ndo as
isoformas ou formas parciais e precursoras. A abreviacdo adotada (adaptada) e a descricdo de cada
proteina foi retirada do Uniprot (http://www.uniprot.org) com excecdo de sIL-6R e TNFR. A proteina
sIL-6R ndo é codificada por um gene especifico; ela possui 2 genes relacionados (IL6R e IL6ST) por
ser a forma ativa sollvel do receptor interleukin-6 receptor (IL-6R) combinado com interleukin-6 signal
transducer (IL-6ST) ou também conhecida por glicoproteina 130 (gp130). A proteina TNFR também
néo é codifcada por um gene especifico; ela possui 2 genes relacionados (TNFRSF1A e TNFRSF1B)
devido ao fato de a proteina TNFR encontrada € uma forma parcial, podendo ser de qualquer
superfamilia dos receptores do TNF-a.

As possiveis interacdes entre os ligantes de dineina apos 24 h de tratamento
com Amblyomin-X, analisando-se a sobreposicdo dos dados entre as linhagens
tumorais estd esquematizada na Figura 36. As vias intracelulares sugeridas pelo
String, entre os ligantes de dineina apos 24 h de tratamento com Amblyomin-X,
através do termo annotated pathway pela plataforma KEGG foram: adesao focal;

cancer; interacao citocina-receptor citocina; juncao tight; sinalizacdo janus kinase
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(JAK) e signal transducer and activator of transcription (STAT) ou JAK/STAT,;
endocitose; metabolismo de glicina e treonina; sinalizagdo MAPK; interacdo ECM-
receptor; apoptose; juncao Gap: curated pathway (Figura 36).

J& as vias sugeridas pelo termo curated pathway pela plataforma Reactome
foram: juncéo tight; proteassomo 26S; degradacdo de [B-catenina; degradacdo de
glicina e betaina; complexo da juncéo tight - transforming growth factor beta-1/
transforming growth factor beta receptor-2/ transforming growth factor beta receptor-
1/partitioning defective 6 homolog/Ras homolog gene family, member A (TGFp-
1/TGFBR2/TGFBR1/PARD6/RhoA) (Figura 36).
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Figura 36 — Analise da interacdo dos ligantes comuns de dineina entre as linhagens tumorais
tratadas com Amblyomin-X por 24 h. As proteinas derivadas da analise de Co-IP
utilizando-se anticorpo anti-HC1 foram separadas por gel SDS-PAGE, digeridas e
analisadas por espectrometria de massa através do MASCOT. A intera¢do proteina-
proteina foi avaliada pelo software String, onde as proteinas estdo representadas pelo
gene que a codifica. No caso de sIL-6R e TNFR, dois genes estédo representados para
cada um (IL6R / IL6ST e TNFRSF1A / TNFRSF1B, respectivamente) devido a sIL-6R
ser uma forma solUvel da combinagédo das duas proteinas coificadas pelos genes em
questdo e; devido a TNFR encontrada, ser uma forma parcial, podendo ser parte de
gualguer uma as proteinas coificadas pelos genes em questdo. As retas em azul,

134



ligando duas ou mais proteinas indicam uma interagdo. A interacdo mais forte é aquele
em que a reta azul é mais escura e intensa e, por sua vez, a interacdo mais fraca é
aguela em que a reta azul é mais clara e menos intensa. A numeracéo acima de cada
proteina indica seu envolvimento em uma via intracelular sugerida pelos termos curated
pathway pela plataforma Reactome e annotated pathway pela plataforma KEGG. (1)
KEGG - Adeséo focal; (2) KEGG - Cancer; (3) KEGG - Interagdo citocina-receptor
citocina; (4) KEGG - Juncdo tight; (5) KEGG - Sinalizacdo JAK-STAT; (6) KEGG -
Endocitose; (7) KEGG - Metabolismo de glicina e treonina; (8) KEGG - Sinalizacao
MAPK; (9) KEGG - Interacdo MEC-receptor; (10) KEGG - Apoptose; (11) KEGG -
Juncao Gap; (12) Reactome - Juncao tight; (13) Reactome - Proteassomo 26S; (14)
Reactome - Degradacdo de B-catenina; (15) Reactome - Degradacdo de glicina e
betaina; (16) Reactome - Complexo da juncéo tight: TGFB-1 / TGFBR2 / TGFBR1 /
PARDG6 / RhoA.
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5. DISCUSSAO

5.1 O Amblyomin-X modulou diferentemente os niveis de mRNA
das cadeias de dineina, alvos do controle proteico e NF-kB entre as

linhagens tumorais e fibroblastos

A andlise dos niveis de mMRNA ou expressao génica, pode indicar evidéncias
de um evento celular que contribua na elucidacdo de mecanismos de resposta,
guando sao desafiadas por algum estimulo, em conjunto com outros dados. O
Amblyomin-X aumentou a expressao da cadeia LIC2 de dineina e da subunidade 32
do proteassomo nas células SK-MEL-28 e MIA PaCa-2 em estudo de microarray
(CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010). Além disso a proteina recombinante exerceu
um efeito inibitério preferencial sobre a atividade T-L do proteassomo mas também
da atividade ChT-L em doses e tempos de tratamento maiores (CHUDZINSKI-
TAVASSI et al. 2010).

Sabe-se também que os inibidores do proteassomo bloqueiam a ativacédo do
NF-kB (ALMOND e COHEN 2002). Considerando o alvo primario do Amblyomin-X
como o proteassomo, 0 primeiro passo foi verificar a expressdo génica de cadeias
da dineina e de alvos relativos ao controle proteico intracelular e NF-kB, a fim de
ampliar esse estudo e obter direcbes sobre possiveis papéis desempenhados pela
dineina no mecanismo de acao antitumoral do Amblyomin-X.

No estudo de qPCR, a expressao de diversas cadeias de dineina, MEKKL1 e
NFKB1 nas células SK-MEL-28 e da cadeia Roadblock2 nas células MIA PaCa-2
nao puderam ser quantificadas. A primeira hipétese para esse fato € devido ao
possivel elevado nimero de variagbes de mRNA para cada alvo, produzidos por
splicing alternativo.

Esse processo permite a codificacdo de mais de uma proteina por um mesmo
gene através da inclusdo ou remocédo de éxons (regides codificantes) (BLACK 2003;
FACKENTHAL e GODLEY 2008) e podem estar em grande numero em linhagens
tumorais uma vez que essas celulas produzem mais proteinas mutadas do que
células normais (FACKENTHAL e GODLEY 2008). Este numero elevado de
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proteinas mutadas produzidas por splicing alternativo nas células tumorais poderia
explicar o fato de que os alvos que nédo puderam ser quantificados por gPCR estéo
presentes somente nas linhagens SK-MEL-28 e MIA PaCa-2, mas ndo em
fibroblastos.

Outra hipotese € a de que o par de primers desenhados para esses alvos nao
atingiram o sitio ideal da sequéncia nucleotidica a ser amplificada. No entanto, os
primers foram desenhados em uma regido que compreende todas as isoformas
conhecidas nos alvos que possuem isoformas. Além disso, a eficiéncia dos primers
foi verificada e todos eles apresentaram valores satisfatorios. A qualidade do RNA de
cada amostra foi verificada por gel de agarose e a reacdo de gPCR foi normalizada
com o controle endégeno GAPDH. Sendo assim, esta hipotese nao é viavel.

E de conhecimento universal que organismos multicelulares possuem
diferentes tipos de células que constitutem diferentes tecidos em cada organismo.
Embora todos os tipos celulares nestes organismos possuam um gendtipo que
segue a mesma sequéncia do genoma de cada um; cada tipo celular pode expressar
as proteinas em quantidades diferentes.

Assim, outra hipotese viavel para os alvos ndo quantificados por gPCR € a de
que eles podem nao ser expressos constitutivamente em taxas elevadas de modo
especifico para o tipo celular (no caso SK-MEL-28 ou MIA PaCa-2). O aumento da
guantidade de cDNA em SK-MEL-28 nédo possibilitou a quantificacdo desses alvos,
devido a baixa amplificacdo e também ao deslocamento para a esquerda da curva
de amplificacdo do controle endégeno GAPDH. Sendo assim, a baixa expressao
constitutiva de cada alvo ndo quantificado na respectiva célula tumoral, também
poderia explicar esses dados observados.

O Amblyomin-X tem como alvo o proteassomo (CHUDZINSKI-TAVASSI et al.
2010) e inibidores do proteassomo induzem formacéo de agregosomos (GARCIA-
MATA et al. 2002) e a autofagia (ALMOND e COHEN 2002; CRAWFORD et al. 2011;
ZHU et al. 2010). O aumento da expressao da maioria das cadeias quantificaveis de
dineina, em ambas as linhagens tumorais, revelou uma primeira evidéncia de que a
dineina poderia apresentar um papel no transporte de agregossomos,
autofagossomos e lisossomos, uma vez que este motor molecular transporta essas
estruturas até o MTOC para depuragdo autofagica dos agregossomos (GARCIA-
MATA et al. 2002).
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As cadeias intermediarias de dineina geralmente acoplam cargas sozinhas
acompanhadas do regulador dinactina (através da ligagdo com a subunidade
p150Glued) (HODGKINSON et al. 2005). As cadeias leve-intermediarias podem
transportar outras proteinas envolvidas na dinamica dos microtubulos, orientacdo do
MTOC, posicionamento do Golgi e do fuso mitético (CSHMORANZER et al. 2009) e
controle do trafego de endossomos (HORGAN et al. 2010).

Ja as cadeias leves podem ter funcdes independentes de estarem acopladas
a dineina, como por exemplo, na sinalizacdo da via NF-kB, onde as cadeias LC8
regulam negativamente este fator através de uma interac@o redox-dependente com
o inibidor natural IkBa (JUNG et al. 2008). As cadeias LC8, por exemplo, podem
ainda atuar de forma independente da dineina na ligacdo de LC8-1 e LC8-2 ao fator
pro-apoptotico Bim (PUTHALAKATH et al. 1999) ou de LC8-1 e LC8-2 ao
componente autofagico AMBRAL (DI BARTOLOMEDO et al. 2010).

A superexpressdo de determinadas cadeias de dineina poderia também
indicar cargas ou ligantes diferentes que foram acoplados ao complexo dineina para
o transporte e depuracdo, diferenciando a composicdo proteica dos possiveis
agregossomos formados. Nesse sentido, poderia ainda ocorrer o recrutamento e
envolvimento de cadeias especificas de dineina, quando tratadas com Amblyomin-X,
em outros processos celulares de transporte como de endossomos, Golgi,
complexos proteicos e fatores de transcricdo, posicionamento do ndcleo ou ainda
atuacdo na divisdo celular e dinamica dos microtibulos, visto a variedade de
funcdes da dineina (ALLAN 1995; GARCIA-MATA et al. 2002; PFISTER et al. 2006;
TAN et al. 2010; VARMA et al. 2009; YADAV et al. 2012).

A dinactina é um conhecido regulador da dineina que contribui no
acoplamento de cargas (HODGKINSON et al. 2005). Um resultado interessante
mostrou que o Amblyomin-X induziu um aumento na expressdo génica da
subunidade p150Glued da dinactina mas nédo da subunidade dinamitina, apenas em
SK-MEL-28 apés 24 h de tratamento. Esse dado poderia indicar que a dinactina
talvez ndo seja indispensavel ao transporte de possiveis cargas induzidas pelo
Amblyomin-X nas células tumorais estudadas e seria, portanto, auxiliar.

Estudos anteriores mostraram que o Amblyomin-X n&o inibiu as atividades T-L
e ChT-L do proteassomo em fibroblastos (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010). Os
dados de gPCR das cadeias de dineina e das duas subunidades de dinactina em
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fibrobastos mostraram que o Amblyomin-X induziu um aumento na expressao génica
da cadeia Roadblockl apés 2 h de tratamento e de algumas cadeias da dineina
apos 4 h. No entanto, ocorreu uma normalizacdo da expressao de todas as cadeias
de dineina anteriormente alteradas com 24 h de tratamento com Amblyomin-X.
Nenhuma alteracéo foi observada nas cadeias analisadas de dinactina.

Uma vez que o Amblyomin-X ndo induz a inibicdo proteassomal em
fibroblastos (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010), ndo seria necessario transportar
agregossomos. Sendo assim, o aumento dos niveis de mRNA de cadeias da dineina
observado, principalmente apds 4 h de tratamento com a molécula recombinante,
poderia estar relacionado a um evento rapido e transitério envolvendo a dineina, ndo
sendo indispensavel a dinactina; induzido pela presenca da proteina no
microambiente celular.

A avaliagdo da expressao génica do fator de transcricdo NF-kB foi inclusa
devido ao fato de que inibidores do proteassomo induzem o bloqueio da ativacéo
deste fator (ALMOND e COHEN 2002). O NF-kB é um fator de transcricao com cinco
subunidades sendo o heterodimero composto pela fracdo ativa de NFKB1 (p50) e a
subunidade p65, o mais abundante e envolvido no maior nimero de funcdes em
quase todos os tipos celulares (BALDWIN JR 1996). O gene NFKB1 em células SK-
MEL-28 nao foi quantificado devido a baixa amplificacdo. No entanto, o Amblyomin-X
induziu uma superexpressao desse gene, mesmo apos 24 h de tratamento, nas
células MIA PACA-2. Esta observacdo poderia, incialmente, representar uma
resposta celular ao Amblyomin-X na tentativa de promover a transcricdo de genes
anti-apoptoéticos que atuariam na sobrevivéncia tumoral dessa linhagem.

Esta analise em fibroblastos mostrou que o Amblyomin-X aumentou 0s niveis
de mRNA apés 4 h de tratamento. O nivel de mMRNA de NFKB1 foi normalizado apos
24 h de tratamento. Estes resultados sugerem que a presenca de Amblyomin-X no
microambiente celular poderia ter induzido uma resposta anti-apoptotica celular que
foi aparentemente atenuada e resolvida pelas células.

A analise da expressdo génica nas células tumorais e fibroblastos incluiu
genes relacionados ao controle proteico intracelular. A MAP kinase MEKK1 foi
relatada como uma importante molécula no recrutamento de vesiculas contendo
agregados proteicos para a formacéo de agregossomos (GARCIA-MATA et al. 2002).
N&o se observou alteracdo significativa na expressao desse gene na linhagem
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fibroblasto e MIA PaCa-2. Este alvo também n&o pode ser quantificado em SK-MEL-
28. Esses dados poderiam indicar que a possivel e esperada formacdo de
agregossomos poderiam ser recrutados por outra molécula.

A formacédo de agregossomos ocorre por dua vias diferentes. A primeira é a
via exclusiva de ubiquitina mediado pela molécla adaptadora HDAC6 (RODRIGUEZ-
GONZALEZ et al. 2008) e a segunda € via ndo-exclusiva de ubiquitina mediado pela
molécla adaptadora Bag3 (GAMERDINGER et al. 2010). A expressao génica de um
componente da via exclusiva de formacédo de agregossomos foi entdo, analisada. A
enzima E2 conjugadora de ubiquitina Ubcl3 realiza a poliubiquitinacao
exclusivamente pelo residuo de lisina na posi¢cédo 63 (K63) da molécula de ubiquitina
(BEDFORD et al. 2010) e esta relacionada a via exclusiva de ubiquitina de formacgéo
de agregosomos (YAO, T-P et al. 2010). O Amblyomin-X induziu um aumento na
expressdo de mRNA nas células tumorais apos 24 h de tratamento, principalmente e
em fibroblastos apos 4 h de tratamento, retornando a niveis basais apés 24 h de
tratamento.

O aumento de mRNA de Ubcl3 nas linhagens tumorais poderia entéo,
possivelmente estar relacionado a sinalizacao para formacdo de agregossomos e
depuracdo pela autofagia, uma vez que essa enzima conjuga ubiquitina por K63
(BEDFORD et al. 2010) e visto que a autofagia também é induzida pela sinalizacao
K63 (GARCIA-MATA et al. 2002). Além disso, em fibroblastos, esta alteracdo poderia
estar relacionada a via NF-kB por dois motivos: a ubiquitinacdo pela Ubcl3 é
necessaria para a transducdo do sinal por essa via (LAPLANTINE et al. 2009) e, o
proteassomo nao € inibido em fibroblastos (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010).
Sendo assim nao se espera a formacao de agregossomos e inducdo de autofagia
nesta célula quando induzida com Amblyomin-X.

Um componente da via nado-exclusiva de ubiquitina de formacédo de
agregossomos, a chaperona Hsp70 (GAMERDINGER et al. 2010), foi também
analisada por gPCR. O Amblyomin-X n&o induziu alteracbes importantes e
persistentes de expressao génica deste alvo nas linhagens tumorais. No entanto, em
fibroblastos 0 Amblyomin-X induziu um aumento na expressao de Hsp70 apds 4 h de
tratamento e uma normalizacdo dos niveis de mMRNA deste alvo apos 24 h. Este
aumento em fibroblastos, poderia estar relacionado a uma reposta ao tratamento

com Amblyomin-X para realizar o folding correto de proteinas em uma possivel
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resposta anti-apoptética frente a perturbacdo desencadeada pela presenca do
Amblyomin-X no microambiente celular.

A B-actina € outra proteina que apresenta um papel no controle proteico
intracelular. Ela atua na fusdo de lisossomos e autofagossomos na autofagia além
da sustentacdo da célula (KIMURA et al. 2008). A B-actina ndo apresentou
alteracdes na expressdo de mRNA em fibroblastos e MIA PaCa-2. No entanto, o
Amblyomin-X em SK-MEL-28 induziu um aumento na expressao deste gene apos 24
h de tratamento.

Este resultado observado poderia refletir alteracbes no citoesqueleto com a
possivel formacdo dos agregossomos visto que sdo componentes de alto peso
molecular (GARCIA-MATA et al. 2002). Este evento, caso ocorra, poderia ser mais
intenso nessa linhagem tumoral do que em células MIA PaCa-2, levando a célula a
transcrever mais B-actina como forma de sustentacdo desses agregados de alto
peso molecular. Este alvo poderia ainda apresentar uma possivel relacdo com a
depuracdo autofagico, caso ocorra, no que se refere a fusdo de autofagossomos

(contendo agregossomos) com lisossomos.

5.2 O Amblyomin-X induziu aumento na expresao proteica de
dineina e bloqueio da ativacdo de NF-kB nas células tumorais mas

nao em fibroblastos

A partir dos dados de gPCR, foi avaliada a expressado proteica por western
blotting das cadeias HC1, LIC2 e LC8-1/2 de dineina, B-actina e de NFKB1
(p105/p50). A proteina recombinante induziu nas duas linhagens tumorais, um
aumento na expressao proteica das trés cadeias de dineina em praticamente todos
os tempos de tratamento com Amblyomin-X. Estes dados corroboram com o0s
resultados apresentados de gPCR indicando que o aumento da transcricdo génica
desses alvos envolveu a traducdo em proteinas.

Sendo assim, aumentam as chances da dineina provavelmente desempenhar
um ou mais papeis importantes no transporte de cargas relacionados ao mecanismo
de acdo antitumoral do Amblyomin-X. Além disso, 0 aumento da expressao proteica
de LIC2, especialmente, em ambas as linhagens tumorais, faz com que a hipétese
de participacdo da dineina na formacédo de endossomos possa ser viavel, uma vez
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que o Amblyomin-X é internalizado por endocitose nas células SK-MEL-28 e MIA
PaCa-2 mas ndo em fibroblastos (MORAIS 2014). Além disso, a dineina € um
conhecido transportador de endossomos para as rotas que levam até a regiao
perinuclear (TAN et al. 2010) bem como a interacdo de LIC2 com Rabll, através da
proteina adaptadora FIP3 (HORGAN et al. 2010).

As cadeias LC8-1/2 interagem com moléculas envolvidas na autofagia e
apoptose, como AMBRAL (DI BARTOLOMEDO et al. 2010) e Bim (DAY et al. 2004) e
na via NF-kB (JUNG et al. 2008). O aumento da expressdo proteica das cadeias
LC8-1/2 também aumentam as chances da participacdo dessas proteinas em
eventos de sinalizacdo de autofagia, apoptose e da via NF-kB. Além disso, o
aumento da expressdo da cadeia motora HC1 poderia indicar o envolvimento da
dineina no transporte dos complexos contendo mTOR até seu local de acéo
(CLIPPINGER e ALWINE 2012) e do dimero atuante de NF-kB até o nucleo (SHRUM
et al. 2008).

Como evidenciado nos resultados, a expressao proteica de HC1 e LIC2 néo
se revelou alterada em nenhum tempo de tratamento com Amblyomin-X na linhagem
de fibroblastos. Esses resultados indicam que a alteracdo na expressao génica apés
4 h de tratamento ndo envolveu um aumento na traducéo dessas cadeias proteicas.
No entanto, na mesma analise, as cadeias LC8-1/2 encontram-se superexpressas
apos 4 h de tratamento, mas com normalizacdo e 24 h. Esse dado refor¢a a hipétese
de que o Amblyomin-X poderia induzir uma pertubacdo no microambiente celular
que é atenuado pela linhagem normal de fibroblastos. Sendo assim, as cadeias LC8-
1/2 poderiam estar envolvidas em uma resposta pro-apoptotica mediada pelo NF-kB,
uma vez que elas regulam negativamente esta via (JUNG et al. 2008) ou ainda uma
resposta anti-apoptotica mediada pelo sequestro do fator pro-apoptoético Bim (DAY et
al. 2004).

As hipoteses envolvendo a via NF-kB foram entédo avaliadas pela analise da
protedlise de NFKB1, que ocorre pelo proteassomo (COHEN et al. 2006; LIN et al.
1998), da fragédo p105 na forma ativa p50. Os inibidores do proteassomo conhecidos
induzem um bloqueio nesta via (ALMOND e COHEN 2002), uma vez que o inibidor
natural deste fator de transcrigao, o IkBa, necessita ser degradado pelo proteassomo
para liberar o complexo NF-kB para exercer sua fungdo (HAYDEN e GHOSH 2004),

além da necessidade da protedlise de NFKB1 pelo proteassomo (COHEN et al.
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2006; LIN et al. 1998) para formar o dimero mais abundante NFKB1 (p50) / RelA
(BALDWIN JR 1996; OKADA et al. 2004).

O Amblyomin-X induziu um bloqueio da protedlise do NFKB1 nas duas
linhagens tumorais e este dado reforca a inibicdo do proteassomo pelo Amblyomin-X
(CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010), atuando igualmente os demais inibidores do
proteassomo conhecidos (ALMOND e COHEN 2002; CRAWFORD et al. 2011;
DORSEY et al. 2008; JAIN et al. 2011; RUSCHAK et al. 2011). Portanto, a dineina
nao poderia estar envolvida na translocacdo de NF-kB nas duas células tumorais
estudadas porque o componente NFKB1 do dimero mais abundante (NFKB1/RelA)
nao foi ativado em consequéncia da inibicdo proteassomal induzida pelo Amblyomin-
X (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010). Apesar de nédo ter sido investigado, o
aumento da expresséo génica e proteica das cadeias LC8-1/2 também poderia estar
relacionada com a regulacdo negativa e, portanto, inativacdo da via NF-kB através
de uma interacdo redox com IkBa, que permitiria a atuacdo deste inibidor do NF-kB
no bloqueio da protedlise de NFKB1 (JUNG et al. 2008).

Além disso, a enzima Ubcl3 atua na ubiquitinacdo dos componentes da via
NF-kB (CHEN, J. e CHEN, Z. J. 2013; LAPLANTINE et al. 2009). Sendo assim, a
superexpressdo génica da enzima Ubcl3, no caso cas células tumorais induzidas
plo Amblyomin-X, ndo poderia indicar que a enzima, caso fosse codificada e
aumentasse a expressao proteica; pudesse atuar na ubiquitinacdo e ativacdo dos
componentes da via NF-kB, visto o bloqueio da protedlise de NFKB1 induzido pelo
Amblyomin-X.

Interessantemente, o Amblyomin-X induziu a protedlise de NFKB1 em
fibroblastos. Este resultado sugere e reforca a hipétese de que a presenca do
Amblyomin-X no microambiente celular poderia induzir uma resposta anti-apoptoética
por esta célula, mediada pela via NF-kB. Neste caso, a dineina provavelmente
apresenta um papel na translocacédo do dimero para o ndcleo, visto a necessidade
desse transporte para a funcao do fator de transcricdo (SHRUM et al. 2008), mesmo
sem o0 aumento da expressao proteica de HC1. Além disso, 0 aumento da expressao
génica de LC8-1/2 apds 4 h de tratamento em fibroblastos, somado a ativacéo da
protedlise de NFKB1 nesta célula; descarta a hipétese da regulacédo negativa pelas
cadeias LC8-1/2 da via NF-kB.

A hipbétese de que um evento transitorio ocorra devido a presenca do
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Amblyomin-X no microambiente celular dos fibroblastos, pode, portanto, estar
relacionado com a ativacdo da proteolise NF-kB. Este fato também poderia justificar
0 aumento observado da expresséo génica de Ubcl3 (com retorno aos niveis basais
apos 24 h de tratamento), uma vez que esta enzima atua na conjugacdo de
ubiquitina de componentes dessa via (CHEN, J. e CHEN, Z. J. 2013; LAPLANTINE
et al. 2009) e também porque o Amblyomin-X néo induz a inibicdo proteassomal em
fibroblastos (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010). Assim, ndo se espera a formacgéo
de agregossomos que envolveria necessariamente a sinalizacdo K63
desempenhada também pela Ubcl13 (BEDFORD et al. 2010).

A B-actina desempenha funcdes de sustentacdo do citoesqueleto celular e
fusdo de organelas autofagicas com o auxilio da forma filamentosa F-actina da B-
actina citoplasmética em células ndo-musculares (KIMURA et al. 2008). A analise
desta proteina por western blotting, mostrou que o Amblyomin-X induziu um
aumento na expressao proteica de [-actina somente na linhagem SK-MEL-28 e
apos 24 h de tratamento, mas ndo em fibroblastos e MIA PaCa-2. Este fato reforca a
hipétese de que o tratamento com Amblyomin-X poderia indicar uma sensibilidade
maior nesta linhagem tumoral em relacdo a MIA PaCa-2, caso ocorra a formacéo de
agregossomos e a depurac¢ao autofagica.

5.3 O Amblyomin-X induziu a formacdo de agregossomos de
morfologia diferentes nas linhagens tumorais que foram

transportados pela dineina pela via ndo-exclusiva de ubiquitinacao

Os inibidores do proteassomo conhecidos induzem a formacdo de
agregossomos (ALMOND e COHEN 2002; CRAWFORD et al. 2011; GARCIA-MATA
et al. 2002), requerendo a dineina para este transporte, através da via exlusiva de
ubiquitina (ALMOND e COHEN 2002; CRAWFORD et al. 2011; RODRIGUEZ-
GONZALEZ et al. 2008; RUSCHAK et al. 2011). Esta formacéo de agregossomos foi
descrita como sendo dependente da sintese de polipeptideos nascentes dos
ribossomos (CENCI et al. 2012).

O Amblyomin-X induziu a formacdo de agregossomos nas duas células
tumorais, ao contrario do que ocorreu em fibroblastos onde néo houve formacéo. A
nao formacdo de agregossomos em fibroblastos era esperada uma vez que o0
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Amblyomin-X néo inibe o proteassomo (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010). Além
disso, os agregossomos induzidos pelo Amblyomin-X nas células tumorais foram
formados de uma maneira dependente da sintese de polipeptideos nascentes dos
ribossomos, uma vez que o tratamento prévio com CHX impediu a formacédo de
agregossomos nessas células. Este fato compara o Amblyomin-X com os inibidores
do proteassomo conhecidos como o BTZ, pois é de conhecimento cientifico que este
agente tumoral também deixa formar agregossomos frente a uma inibicdo na sintese
proteica (CENCI et al. 2012).

Os estudos relacionados com a formagao de agregossomos frente a uma
inibicdo prévia por CHX, mostram que a sintese proteica contribui para determinar a
sensibilidade do inibidor do proteassomo pela saturacdo da capacidade degradativa
do proteassomo (CENCI et al. 2012). Sendo assim, o bloqueio da sintese proteica
pode diminuir a carga do proteassomo, protegendo as células da inibicdo
proteassomal (CENCI et al. 2012). Estes estudos poderiam justificar a ndo formacéao
de agregossomos induzidos pelo Amblyomin-X nas células tumorais tratadas
previamente com CHX que foi observada nos ensaios de microscopia de
fluorescéncia e citometria de fluxo realizados.

Os agregossomos podem ainda se formar em duas distintas morfologias;
esféricos ou em fitas (GARCIA-MATA et al. 2002). Os dois tipos podem ser
compostos de diferentes substratos como proteinas citosolicas, proteinas
transmembrana ou proteinas secretérias (GARCIA-MATA et al. 2002). A morfologia
varia de acordo com o tipo de substrato agregado e com o tipo celular (GARCIA-
MATA et al. 2002). O Amblyomin-X induziu a formacao de agregossomos do tipo em
fitas nas células SK-MEL-28 e do tipo esféricos nas células MIA PaCa-2, em andlis
por microscopia eletronica de transmissdo. Como esperado, ndo houve formacéo de
agregossomos em fibroblastos tratados com Amblyomin-X, uma vez que ndo ha
inibicdo proteassomal (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010).

A linhagem tumoral de melanoma (SK-MEL-28) representa células malignas
derivados de melandcitos localizados no tecido epitelial da pele (BOSCH et al. 2010;
COCHRAN et al. 1997). A linhagem tumoral de adenocarcinoma de pancreas (MIA
PaCa-2) representa células malignas localizadas no pancreas, que é uma glandula
dos sistemas endocrino e digestivo (NAWROCKI et al. 2004; SEUFFERLEN et al.

2012). Sendo assim, a hip6tese sobre o tipo de agregossomo formado nas células
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MIA PaCa-2 é de que eles sejam compostos majoritariamente de proteinas
secretorias, o que condiziria com a fungdo enddécrina e digestiva do pancreas. Estas
proteinas poderiam, portanto, ser o fator de distincdo entre 0s agregossomos
esféricos observados em MIA PaCa-2 e os agregossomos em fita observados em
SK-MEL-28.

Sabe-se que a formagdo de agregossomos pode ocorrer tanto pela via
exclusiva da sinalizacdo de poliubiquitinacdo K63, com auxilio da molécula HDAC6
(via exclusiva de ubiquitina) (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al. 2008), quanto pela via
nao exclusiva de ubiquitina, com auxilio da molécula Bag3 (GAMERDINGER et al.
2010). Na via nao exclusiva, o substrato proteico, ubiquitinado ou ndo, da chaperona
Hsp70 é transferido para a molécula adaptadora Bag3 (GAMERDINGER et al.
2010). Ambas as vias sao reconhecidas pelo complexo dineina para que ocorra o
transporte de agregados formados para a formagdo de agregossomos no MTOC
(YAO, T-P et al. 2010). No entanto, a via predominante nos inibidores de
proteassomo conhecidos é a via exclusiva de ubiquitina (ALMOND e COHEN 2002;
CRAWFORD et al. 2011; RODRIGUEZ-GONZALEZ et al. 2008; RUSCHAK et al.
2011).

Nos ensaios de ELISA, foi evidenciado que a molécula Bag3, ja se encontrava
constitutivamente em maior concentragao intracelular nas linhagens tumorais do que
em fibroblastos (que n&o apresentou diferencas entre controle e tratado com
Amblyomin-X tanto na avaliacdo de HDACG6, quanto Bag3). A maior quantidade de
Bag3 constitutiva em células tumorais ja € descrita na literatura por se tratar de uma
molécula anti-apoptética importante no processo carcinogénico para manutencéo da
massa tumoral (GAMERDINGER et al. 2010). Aléem disso, o aumento da
concentracéo intracelular de Bag3 somente nas linhagens tumorais mas nao em
fibroblastos tratados com Amblyomin-X, sugere fortemente que a via de formacao de
agregossomo envolvida poderia ser a via ndo exclusiva de ubiquitinagdo mediada
pelo transporte da dineina. A confirmagédo da formacdo de agregossomos justificaria
em parte, a hipétese do aumento da expressdo génica e proteica das cadeias de
dineina nas duas linhagens tumorais.

A participacdo da enzima Ubcl3 na formacdo de agregossomos em
fibroblastos foi descartada uma vez que nao ocorreu este evento celular. No entanto,

a participagéo desta enzima na formacao de agregossomos nas linhagens tumorais
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€ viavel, apesar de terem sido realizados apenas ensaios de expressdo génica por
gPCR. O aumento dos niveis de mRNA nas células tumorais induzidos pelo
Amblyomin-X poderia estar relacionado com a necessidade de sinalizacdo para a
formacdo de agregossomos que foi observada, uma vez que, Ubcl3 atua na
sinalizacdo K63 para formacao de agregossomos (BEDFORD et al. 2010; GARCIA-
MATA et al. 2002) e que, a hipdtese de atuacdo dela na via NF-kB foi descartada
devido ao bloqueio observado da proteolise de NFKB1. Apesar do via sugerida de
formacdo de agregossomos pelo Amblyomin-X nas células tumorais ser a via nao
exclusiva de ubiquitina, a superexpressédo de Ubcl3 poderia sugerir a ubiquitinacao
K63 dos substratos componentes dos agregossomaos.

5.4 O Amblyomin-X induziu o bloqueio da ativacdo autofagica nas
células tumorais envolvendo a participacdo da dineina na

sinalizacao intracelular

Os inibidores do proteassomo conhecidos, sdo sabidamente indutores da
autofagia (ALMOND e COHEN 2002; CRAWFORD et al. 2011; WU et al. 2010; ZHU
et al. 2010). Sabe-se ainda que a dineina apresenta papel importante no transporte
de componentes autofagicos como autofagossomos (GARCIA-MATA et al. 2002) e
lisossomos (PFISTER et al. 2006). E reconhecido também que o passo incial da
autofagia envolve a ativagdo da molécula LC3 (I em Il) que ird atuar na formacéo de
membrana autofagica (FIMIA et al. 2011; MIZUSHIMA et al. 2004; YAO et al. 2010).
JA o passo final da autofagia, envolve a fusdo dos lisossomos com o0s
autofagossomos contendo o material a ser depurado (KIMURA et al. 2008). Os
lisossomos sao ainda, vesiculas reconhecidamente acidas com o pH em torno de
5,0 e rico em aproximadamente cinquenta enzimas diferentes que permanecem
ativas nessas condicbes (HUOTARI e HELENIUS 2011; TRAGANOS et al. 1994).

O Amblyomin-X néo induziu a formacédo de membrana autofagica nos ensaios
de imunofluorescéncia em nenhuma das linhagens estudadas, nem a conversao de
LC3-1 em LC3-ll nos experimentos de western blotting. A proteina recombinante
também nao induziu um aumento na formacao de vesiculas acidas nos ensaios de
microscopia de fluorescéncia em nenhuma das células estudadas. Estes resultados
em fibroblastos ndo sdo uma surpresa porque o Amblyomin-X néo inibe o
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proteassomo nessa célula (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010) e também nao
induziu formagédo de agregossomos. Sendo assim, a autofagia ndo seria ativada
pela via da inibicdo proteassomal.

Estes resultados observados nas células tumorais foram surpreendentes. O
Amblyomin-X nesse caso, ndo atuou como um inibidor classico do proteassomo
porque esses agentes sdo conhecidos indutores da autofagia (ALMOND e COHEN
2002; CRAWFORD et al. 2011; WU et al. 2010; ZHU et al. 2010). Além disso a
inibicdo proteassomal pelo Amblyomin-X nas células tumorais estudadas foi
comprovada (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010), bem como a formacdo de
agregossomos.

Qual seria entdo o motivo do bloqueio da ativacdo da autofagia nas células
tumorais tratadas com Amblyomin-X? Um resultado interessante mostrou que o
tratamento prévio das duas células tumorais com rapamicina e posterior tratamento
com Amblyomin-X, retornou a quantidade visual de vesiculas acidas a niveis iguais
aos encontrados no controle negativo. A rapamicina € um agente farmacoldgico
reconhecidamente indutor da autofagia pela inibicdo de mTOR (BROWN et al. 1994).
O mTOR por sua vez, é responsavel pela regulacdo negativa da autofagia através
da fosforilacdo do complexo ULK1 (PARKHITKO et al. 2014; THOREEN et al. 2009)
gue despreenderia o core autofagico (AMBRA-1-Beclin-1-Vps34) da dineina, para
atuar na formacdo da membrana autofagica. Os dados sugeriram uma possivel
participacdo de mTOR na disfuncdo autofagica induzida pelo Amblyomin-X nas
células tumorais.

A dineina poderia apresentar alguma funcdo na autofagia nas células
tumorais tratadas com Amblyomin-X, uma vez que ndo ha formacdo de
autofagossomos e lisossomos? Sabe-se que a dineina pode atuar no transporte de
MTOR até o seu local de agéo (CLIPPINGER e ALWINE 2012) e que esta envolvida
no sequestro do core autofagico pela ligacdo das cadeias LC8-1/2-AMBRA1 (DI
BARTOLOMEO et al. 2010). O sequestro do core pode ocorrer com o0 auxilio do
recrutamento pelo fator pré-apoptético Bim as cadeias LC8-1/2, também regulando
negativamente a autofagia (DAY et al. 2004; LUO et al. 2012).

De modo interessante, o0 Amblyomin-X induziu um aumento na expressao
proteica de mTOR ap6s 4 h e 24 h de tratamento em ambas as células tumorais.

Nas linhagens tumorais, o Amblyomin-X induziu também uma diminuicdo da
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expressdo proteica de AMBRAL ap6s 4 h e 24 h de tratamento, principalmente.
Nenhuma alteracdo na expresséo proteica de Bim nessas linhagens foi observada.

Ensaios de microscopia confocal, revelaram que o Amblyomin-X induziu um
aumento na co-localizacdo de HC1/mTOR nas duas células tumorais e um aumento
na co-localizacdo de LC8-1/2/AMBRAL apenas nas células MIA PaCa-2. Nenhuma
alteracéo foi identificada na interagdo LC8-1/2/Bim.

Estes dados indicam que o mTOR possivelmente atua no bloqueio da
ativacdo da autofagia nas células tumorais tratadas com Amblyomin-X por quatro
motivos: (i) restauracdo dos niveis basais de vesiculas acidas em tratamento prévio
com rapamicina; (ii) aumento da expressao proteica de mTOR; (iii) aumento da co-
localizacdo de dineina (HC1) com mTOR e; (iv) aumento da co-localizacdo de
dineina (LC8-1/2) com AMBRAL nas linhagem MIA PaCa-2. Este ultimo motivo (iv),
sugeriu que o mTOR poderia ter impedido a liberacédo do core que contém AMBRAL,
da dineina, pela fosforilagcdo de ULK1.

Por que a co-localizacdo de dineina e AMBRAL ndo aumentou em SK-MEL-
28? O Amblyomin-X induziu uma diminuicdo da expresséo proteica de AMBRAL e
talvez a diminuicdo teria sido o suficiente para que ndo houvesse uma quantidade
expressiva dessa molécula ligada a dineina juntamente com o restante do core, que
permitisse a visualizacao da interacdo entre os dois alvos. Além disso, a diminui¢éo
da expressdo de AMBRAL corrobora para o blogueio da ativacdo da autofagia nas
duas células tumorais.

A molécula Bim pode atuar tanto na regulacdo negativa da autofagia pelo
recrutamento do core a dineina (DAY et al. 2004; LUO et al. 2012), quanto na
apoptose celular, visto seu carater pré-apoptotico pela atuacdo na mitocondria
dependente da ativacdo de Bax e Bak (LUO et al. 2012). Portanto, o Bim pode gerar
um crosstalk entre os eventos de autofagia e apoptose (DAY et al. 2004; LUO et al.
2012). O Amblyomin-X néo induziu alteracdes na expresséao proteica de Bim nem na
interacdo com a dineina nas células tumorais. Assim, a regulacdo negativa da
autofagia observada nessas células, ndo esta relacionada com Bim. Esses dados
reforcam a hipotese do papel principal de mTOR neste evento celular induzido pelo
Amblyomin-X que foi auxiliado pela dineina.

Além disso, o Bim n&o associado a dineina, poderia atuar de forma livre para

induzir uma resposta pro-apoptotica nas células tumorais induzidas por Amblyomin-X
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em resposta ao acumulo de agregossomos, uma vez que ndo foram depurados.
Sabe-se que a formacdo de agregossomos néo depurados pela autofagia s&o
desencadeadores de apoptose celular (GARCIA-MATA et al. 2002). Os inibidores do
proteassomo conhecidos induzem o mecanismo de apoptose através de moléculas
pré-apoptéticas da familia BH3 como o fator Bim (NIKRAD et al. 2005). Os dados
apresentados sugeriram que o Amblyomin-X, apesar de n&o ter induzido um
aumento da expressao proteica de Bim, ndo induziu o sequestro de Bim a dineina e,
portanto, ndo inativou Bim por essa via. Sendo assim, Bim poderia atuar na
apoptose celular desencadada pelo Amblyomin-X nas células tumorais estudadas
(AKAGI et al. 2012; CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010; VENTURA et al. 2013).

E conhecido o envolvimento da sinalizacdo K63 na autofagia (GARCIA-MATA
et al. 2002; WONG et al. 2010) e que a enzima Ubcl3 atua na conjugacéo de
ubiquitina via K63 (BEDFORD et al. 2010). A superexpressao génica de Ubcl3 nas
células tumorais tratadas com Amblyomin-X, neste caso, ndo poderia sugerir
nenhum envolvimento dessa enzima na ubiquitinacdo K63 uma vez que nao ha
inducdo da autofagia. Esse aumento nos niveis de mMRNA de Ubcl3 caso seja
codificado, reforca a hipotese de que esse dado nas linhagens tumorais, esta
relacionado exclusivamente a formacdo de agregossomos e ndo a via NF-kB e
autofagia.

Finalmente, o aumento da expressao proteica de B-actina observado em SK-
MEL-28 mas ndo em MIA PaCa-2, ndo poderia estar ligado a autofagia por ela estar
inibida, n&o requerendo assim, a fuséo de lisossomos e autofagossomos auxiliados
pelo esqueleto de F-actina (KIMURA et al. 2008). Com relacdo a esta observacao,
este aumento de B-actina indica a sustentacdo dos agregossomos que parece ser
mais necessaria em SK-MEL-28 do que em MIA PaCa-2, a ponto de precisar de
mais B-actina. Esta hipotese é reforcada pelos ensaios de viabilidade celular que
mostraram que o Amblyomin-X induziu e reducéo da viabilidade celular em menor
proporcao nas células MIA PaCa-2 do que em SK-MEL-28.

A via autofagica também foi analisada em fibroblastos tratados com
Amblyomin-X. A formagdo de vesiculas éacidas induzidas pela rapamicina foi
recuperada a niveis basais quando tratadas com Amblyomin-X posteriormente.
Nesta célula, a proteina recombinante ndo induziu alteragdes na expresao proteica

de mTOR, AMBRAL ou Bim. Também nao induziu altera¢cdes na co-localizacdo de
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HC1/mTOR e LC8-1/2/AMBRA1. No entanto, o Amblyomin-X induziu um aumento na
co-localizacao de LC8-1/2/Bim.

A recuperacao de niveis basais de vesiculas acidas em fibroblastos, sugeriu
gue o mTOR foi ativado apesar de néo ter ocorrido 0 aumento da expresao proteica.
Sabe-se que o Amblyomin-X néo é internalizado pelos fibroblastos (MORAIS 2014) e
gue nao induz a inibicdo proteassomal (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010), além de
nao ter induzido a formacédo de agregossomos e inducdo da autofagia. Neste caso, a
retirada do estimulo da rapamicina e a adicdo do Amblyomin-X, permitiu as células
uma recuperacdo de sua viabilidade celular, 0 que ndo ocorreu com as células
tumorais na comparacao entre rapamicina e rapa/Ambly.

O Amblyomin-X ndo diminuiu a viabilidade celular de fibroblastos mesmo apdés
72 h de tratamento. O mesmo ndo € observado nas linhagens tumorais onde a
citotoxicidade parece ser tempo-dependente. Sendo assim, o estimulo de inducao
autofagica pela rapamicina, em fibroblastos, foi cortado, permitindo uma
recuperacdo natural da quantidade de vesiculas acidas em fibroblastos visto que a
expressdo proteica de mTOR nem a interacdo com a dineina foram alteradas no
tratamento com Amblyomin-X. Esses dados somados a andlise de expresséo
proteica de AMBRAL e a interagdo com a dineina, indicaram que a autofagia néo foi
ativada e também néo esta inibida em fibroblastos como nas células tumorais.

Ainda com relacéo as células normais (fibroblastos), apesar do Amblyomin-X
nao ter induzido alteracdes na expressao proteica de Bim, a co-localizacdo entre
Bim e dineina aumentou. Os dados indicam que Bim foi sequestrado a dineina e
assim, permanece inativo. Esta observacdo somada a ativacdo da proteolise de
NFKB1 reforcam a hipétese de que a presenca do Amblyomin-X no microambiente
celular promove uma resposta celular anti-apoptotica transitoria nesta célula. Além
disso, o aumento nos niveis de mMRNA de Ubc13 observado apos 4 h de tratamento
(com retorno aos niveis basais apos 24 h), caso seja codificado, reforca a hipotese
de que essa enzima, poderia estar relacionada exclusivamente a via NF-kB e nao a

formacao de agregossomos e autofagia.

55 O Amblyomin-X induziu um aumento de proteinas
poliubiquitinadas via K63 relacionadas a vias diferentes auxiliadas

pela dineina entre as células tumorais e fibroblastos
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O Amblyomin-X induz o aumento de proteina poliubiquitinadas nas células
SK-MEL-28 e MIA PaCa-2 (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010). No entanto, ndo se
conhece o perfil de ubiquitinacdo. Com a investigacdo de todo o fluxo no controle
proteico intracelular que envolve a dineina, a préxima etapa foi investigar a
sinalizagdo de ubiquitina para verificar outras possiveis funcdes deste motor
molecular no mecanismo de acdo do Amblyomin-X. Como ja descrito na literatura, a
sinalizacdo K48 de ubiquitina promove a degradacdo do substrato proteico
ubiquitinado pelo proteassomo 26S, enquanto que a sinalizagdo K63 indica a
formacdo de agregossomos, ativacdo de autofagia, reparo de DNA, sinalizac&o
intracelular e.g. via NF-kB e trafego de endossomos (GARCIA-MATA et al. 2002).

Os resultados de citometria de fluxo, revelaram que o Amblyomin-X néo
induziu alteracdes na quantidade de proteina poliubiquitinadas via K48 em nenhuma
das linhagens. No entanto, na mesma analise, foi evidenciado um aumento da
guantidade de proteinas poliubiquitinadas via K63 em todas as células estudadas.

Apos 24 h de tratamento com Amblyomin-X nas células tumorais, o
proteasomo ja se encontra inibido (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010), ocorre a
formacdo de agregossomos e o0 bloqueio da ativagcdo da autofagia. Os resultados
obtidos sobre a sinalizacdo K48 nas células tumorais, indicam possivelmente que a
célula ndo esta sinalizando mais para a degradacdo proteassomal do que
comparado ao controle negativo porque o0 evento da tentativa de depuracdo dos
agregossomos, devido a inibicao proteassomal, ja esta ocorrendo.

Apoés 24 h de tratamento com Amblyomin-X em fibroblastos, o proteasomo
nao é inibido (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010), ndo ocorre a formacdo de
agregossomos nem a ativacdo da autofagia. Os resultados obtidos sobre a
sinalizacdo K48 em fibroblastos, indicam que a célula ndo esta sinalizando mais
para a degradacdo proteassomal do que comparado ao controle negativo porque
ndo h& necessidade do aumento nessa via.

Com relagédo a via K63, nas células tumorais, os resultados indicam que o
aumento induzido pelo Amblyomin-X esta relacionado a formacéo de agregossomos
transportados pela dineina. A sinalizacdo para formacdo de agregossomos parece
entdo ocorrer com o auxilio da poliubiquitinagdo K63, porém, foi sugerido que a
formacdo de agregossomos ocorreu pela via ndo exclusiva de ubiquitina (Bag3).
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Pode-se inferir que apesar da via envolvida ser ndo exclusiva de ubiquitina, &
necessario o aumento da sinalizacdo K63 para a formacdo de agregossomos nas
linhagens tumorais tratadas com Amblyomin-X, para que a dineina possa exercer
sua funcdo. Além disso o aumento de Ubcl3 nas analises de qPCR em conjunto
com o aumento da via K63 induzida pelo Amblyomin-X nas células tumorais, reforca
a sugestdao de que os substratos poderiam estar ubiquitinados via K63 e serem
transportados pela via ndo-exclusiva de ubiquitina pela dineina.

O aumento observado de K63 nas células tumorais, ndo esta relacionado a
autofagia por ela estar inibida nessas linhagens. Com relagdo ao dano ao DNA,
sabe-se que os inibidores do proteassomo diminuem a disponibilidade de ubiquitina
livre na célula devido a formacdo de agregossomos e assim, a deplecdo de
ubiquitina resulta em perda da monoubiquitinacdo de histonas no nucleo celular,
induzindo assim o dano (CRAWFORD et al. 2011). Sendo assim, o aumento de K63
induzido pelo Amblyomin-X ndo poderia apresentar correlacdo com o reparo do
DNA, o que é reforcado através de estudos anteriores que mostraram a degradacao
seletiva do material genético e inducdo de apoptose nessas linhagens tumorais
(CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010). A via NF-kB também n&o se relaciona com o
aumento de K63 nessas células devido ao bloqueio da protedlise de NFKB1
observado.

No caso dos fibroblastos, o Amblyomin-X também induziu um aumento na
sinalizacdo K63. Sendo assim, a via NF-kB poderia estar atuando em uma resposta
anti-apoptoética, auxiliada pela dineina, frente ao estimulo com a proteina
recombinante, através da sinalizacdo K63. De fato, essa hipotese foi confirmada
sendo reforgada em conjunto com o aumento a expressao de mRNA da subunidade
NFKB1 e de Ubcl3 observada apés 4 h e da ativacdo da proteolise de NFKB1 pelo
proteassomo.

A via K63 em fibroblastos, ndo esta correlacionada com a autofagia, visto que
ela ndo foi ativada (e também, ndo esta inibida) ou ainda com a formacdo de
agregossomos (que ndo ocorreu), pois ndo ha inibicdo proteassomal (CHUDZINSKI-
TAVASSI et al. 2010). A relacédo da via K63 com o reparo de DNA também néo €&
viavel visto que nao foi encontrado efeitos citotoxicos nessa linhagem, assim como a
hipotese de endocitose porque o Amblyomin-X ndo foi internalizado em fibroblastos

(dados nao publicados).
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5.6 A dineina é necessaria para a inibicdo do proteassomo e

internalizacdo do Amblyomin-X que é transportado até o ERC

Os inibidores do proteassomo conhecidos sdo todos pequenas moléculas
permeaveis a célula, como por exemplo, o0 BTZ, o CFZ e 0 MG-132 (ALMOND e
COHEN 2002; CRAWFORD et al. 2011). Sendo assim, eles ndo necessitam de um
mecanismo especializado de entrada porque passam diretamente pela membrana
celular. A seletividade descrita de alguns inibidores do proteassomo, como o CFZ por
exemplo, é restrita ao sitio de acdo no proteassomo (JAIN et al. 2011; MENG et al.
1999; SHEN et al. 2011).

O BTZ por exemplo, jA apresenta resisténcia tumoral (LU e WANG 2013;
RUSCHAK et al. 2011). O CFZ apresenta efeitos adversos hematoldgicos, cardiacos
e pulmonares além de neuropatia periférica (SIEGEL 2013). Foi descrito também a
acao citotéxica dos inibidores do proteassomo em fibroblastos (CHUNG et al. 2010;
LEGESSE-MILLER et al. 2012; PARK e KIM 2012; YOU e PARK 2011). No entanto,
a citotoxicidade descrita em fibroblastos ocorre com maior intensidade quando as
células estdo em estado proliferativo e ndo quiescentes, ou seja, que nao estao se
dividindo (LEGESSE-MILLER et al. 2012). Isso se deve ao fato que que as células
proliferativas necessitam degradar componentes do ciclo celular para manter a
ocorréncia do ciclo celular no tempo ideal (REED 2006; SKAAR e PAGANO 2009). O
efeito citotéxico dos inibidores do proteassomo também €& diminuido em células
tumorais em estado quiescente (SCHEWE e AGUIRRE-GHISO 2009). A acdo de
inibidores do proteassomo liberados para o uso na terapia do cancer (BTZ e CF2)
pelo FDA, esta ainda limitada para tumores malignos do sangue (CRAWFORD et al.,
2006; DORSEY et al. 2008; JAIN et al. 2011; RUSCHAK et al. 2011; SHEN et al.
2011).

O Amblyomin-X n&o apresentou citotoxicidade em células de fibroblastos
humanos e fibroblastos murinos NIH3T3 (AKAGI et al. 2012; CHUDZINSKI-TAVASSI
et al. 2010; VENTURA et al. 2013), HUVECs e células do sistema imune e
melandcitos (dados ndo publicados), até o0 momento. Além disso, a molécula se
encontra na fase de ensaios néo clinicos e ndo apresentou toxicidade em 6rgaos

como coragdo, cérebro e cerebelo, bacgo, rim, figado e pulmdo, nos exames
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histopatologicos (dados nédo publicados). O Amblyomin-X exerceu efeito citotoxico
em fibroblastos somente quando microinjetado, indicando uma selecdo pela
membrana celular (MORAIS 2014). A molécula apresentou citotoxicidade em
linhagens tumorais derivadas de tumores solidos humanos, SK-MEL-28 e MIA PaCa-
2 (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010).

Sendo assim, a preferéncia do Amblyomin-X pela célula tumoral ou uma
possivel seletividade pode ocorrer, embora ndo esteja descartada uma possivel
citotoxicidade em outras células normais ou ndo tumorais. A literatura demonstra que
as células tumorais apresentam maior exposicdo de PS na membrana tumoral do
gue na membrana das células normais (CONNOR et al. 1989; RAN et al. 2002;
WOEHLECKE et al. 2003). Essa preferéncia do Amblyomin-X pela célula tumoral
tem sido hipotetizada, por ocorrer através de uma interacdo com a PS da membrana
tumoral em ensaios com vesiculas contendo PS (dados néo publicados). Além disso,
essa interacdo poderia ocorrer através de uma interacdo eletrostatica (dados néo
publicados) e; ser reforcada pelo fato de que a atividade anti-coagulante do
Amblyomin-X é mais eficaz na presenca de fosfolipideos (dados néo publicados).

Sabe-se que a proteina recombinante € endocitada pelas células tumorais
mas nao por fibroblastos, supostamente pela regido de lipid rafts (MORAIS 2014).
Os dados da via K63 nessa células poderiam ainda indicar o papel da dineina na
endocitose do Amblyomin-X. Sendo assim, essa hipotese foi verificada.

Existem diversas vias diferentes de endocitose sendo todas complexas e
interconectadas, por exemplo, endocitose dependente de clatrina, independente de
clatrina, formacdo de cavéola, lipid rafts e etc (DOHERTY e MCMAHON 2009;
MARSH e MCMAHON 1999; MAXFIELD e MCGRAW 2004, MUKHERJEE et al.
1997). A endocitose leva a formagdo de endossomos (SE) que podem ser
destinados a degradacao ou reciclagem de estruturas da membrana (DOHERTY e
MCMAHON 2009; MARSH e MCMAHON 1999; MAXFIELD e MCGRAW 2004;
MUKHERJEE et al. 1997; STENMARK 2009). A degradacao ocorre ap0s maturacao
do SE, agora denominado EE, em LE e entdo em lisossomo, enquanto que a
reciclagem pode ocorrer por uma via rapida e direta para a membrana plasmatica ou
uma via lenta direcionando o SE, agora chamado RE, para o ERC que entdo podera
direcionar para a membrana plasmatica, para a TGN ou para maturacdo em LE
(DOHERTY e MCMAHON 2009; MAXFIELD e MCGRAW 2004; STENMARK 2009).
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A dineina transporta qualquer tipo de endossomos (TAN et al. 2010), sendo
que o transporte para o ERC envolve a ligacdo da cadeia LIC2 com a proteina
Rab1l através da molécula adaptadora FIP3 (HORGAN et al. 2010). Sabe-se ainda
gue no processo de endocitose ocorre o envolvimento da sinalizacdo K63 (GARCIA-
MATA et al. 2002).

Para se avaliar se a entrada do Amblyomin-X nas células tumorais é
dependente da dineina, o inibidor ndo exclusivo CA foi utilizado. O CA inibe a
atividade ATPésica da dineina (FIRESTONE et al. 2012) mas pode também inibir
outras estruturas com essa atividade, como por exemplo, 0 proteassomo
(GLICKMAN et al. 2002). O CA também inibe a via Hedgehog, frequentemente
ativada nas células tumorais (FIRESTONE et al. 2012).

O Amblyomin-X marcado (488-Amblyomin-X) foi internalizado por ambas as
linhagens tumorais estudadas. Porém, o sinal fluorescente foi drasticamente
diminuido quando as células foram previamente tratadas com CA.

Analisando-se a expressdo proteica de RabllA, observamos que o0
Amblyomin-X induziu um aumento em sua expressao proteica em quase todos 0s
tempos de tratamento nas linhagens tumorais. Além disso, os dados de microscopia
confocal revelaram um aumento da co-localizacao de LIC2 e Rab11A nessas células.

Temos entdo: (i) a primeira alteragcdo na expresséo génica da cadeia LIC2 de
dineina em andalise de microrarray como a de maior destague (CHUDZINSKI-
TAVASSI et al. 2010); (ii) a confirmacéo desta alteracdo por qPCR; (iii) aumento da
expressao proteica de LIC2 e de RabllA; (iv) aumento da sinalizacdo K63 e; (V)
internalizagcdo do 488-Amblyomin-X e redugéo da entrada na célula com tratamento
prévio com CA. Estes resultados, indicam que o Amblyomin-X é internalizado por
endocitose com o auxilio da dineina e pode ser transportado até o ERC, onde
provavelmente é liberado inteiro para atuar na inibigdo proteassomal.

Esta hipOtese € reforcada porque os endossomos, a medida que vao
maturando, apresentam pH cada vez mais acido e conteudo enzimatico cada vez
maior (DUNN et al. 1989; HUOTARI e HELENIUS 2011; TRAGANOS et al. 1994). No
entanto, o contetdo enzimatico do endossomo de reciclagem ainda ndo é maduro
suficiente para hidrolisar uma proteina (DUNN et al. 1989; HUOTARI e HELENIUS
2011; TRAGANOS et al. 1994). Sendo assim, esses dados sugerem que O

proteassomo possa ser o responsavel pela quebra do Amblyomin-X, uma vez que
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peptideos clivados principalmente por um padrdo do tipo tripsina, foram encontrados
em lisados celulares (dados n&o publicados).

Ja a liberacdo da proteina inteira no citoplasma poderia ocorrer no ERC no
momento em que o0 RE fosse destinado a reciclagem para a membrana ou para a
degradacdo através do LE ou ainda para a TGN. No entanto, o Amblyomin-X ndo co-
localiza com lisossomos (MORAIS 2014) e também néo foi encontrado um aumento
de vesiculas acidas nas células tumorais tratadas com a proteina recombinante.
Sendo assim, esses dados reforcam ainda mais a hipotese do transporte do
Amblyomin-X até o ERC pela dineina.

O Amblyomin-X induz parada do ciclo celular das células tumorais estudadas
na fase GO/G1l (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010). Na fase GO as células se
encontram metabolicamente ativas em estado quiescente, ou seja, ndo se dividem
(VERMEULEN et al. 2003). Quando a célula sai de GO e entra na fase G1, ocorre
intensa atividade metabdlica de sintese de RNA e proteinas, antecedendo a fase S,
onde ocorre a duplicacdo do DNA (VERMEULEN et al. 2003). A fase G2 ocorre ap6s
a fase S e prepara a célula para a divisdo celular com pequena sintese de RNA e
proteinas essenciais para o inicio da mitose (fase M) (VERMEULEN et al. 2003).
Sendo assim, a fluorescéncia do 488-Amblyomin-X estd aumentada em 24 h
(MORAIS 2014) possivelmente porque as células ndo internalizam a proteina
recombinante ao mesmo tempo, por estarem em fases distintas do ciclo celular e, ao
internalizar, ela induz a parada do ciclo em GO0/G1, onde estdo metabolicamente
ativas. Assim, mais moléculas podem ser internalizadas, o que aumentaria o sinal
fluorescente. Por isso, a avaliagdo da endocitose com 488-Amblyomin-X ou CA/488-
Amblyomin-X ou ainda a analise da co-localizacdo LIC2/Rab11A por um periodo de
tratamento de 24 h, indicam o transporte do Amblyomin-X até o ERC, mesmo
sabendo-se que a endocitose do Amblyomin-X ocorre ja a partir de 2 h (MORAIS
2014).

O préximo passo foi avaliar a necessidade do transporte do Amblyomin-X pela
dineina para que ela iniba o proteassomo. Como esperado, 0 Amblyomin-X induziu
uma inibicdo somente da atividade T-L nas linhagens tumorais, visto que ele inibie
preferencialmente essa atividade (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010), ao contrario
dos inibidores do proteassomo conhecidos que atuam na atividade ChT-L,
preferencialmente (ALMOND e COHEN 2002; CRAWFORD et al. 2011; DORSEY et
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al. 2008; JAIN et al. 2011; RUSCHAK et al. 2011; SHEN et al. 2011). O Amblyomin-X
perdeu a capacidade de inibicdo desta atividade quando as células tumorais foram
tratadas previamente com CA. O CA também inibiu a atividade ChT-L nas duas
linhagens celulares; no entanto, quando o tratamento com CA/Ambly foi comparado
ao tratamento com CA sozinho, o resultado foi um aumento da atividade ChT-L
induzido por CA/Ambly.

Estes resultados mostraram que para atingir o proteassomo, o Amblyomin-X
necessita ser transportado pela dineina. O CA inibiu a atividade ChT-L por inibir
atividade ATPasica. O proteassomo cliva seus substratos de uma maneira
dependente de ATP (GLICKMAN et al. 2002) e a atividade ChT-L é a primeira a ser
ativada (GLICKMAN et al. 2002). O Amblyomin-X também pode inibir a atividade
ChT-L em doses e tempo de tratamento maiores (CHUDZINSKI-TAVASSI et al.
2010). Ainda assim, o tratamento posterior com Amblyomin-X aumentou a atividade
ChT-L que havia sido inibida pelo CA sozinho, indicando que a inibicdo da dineina
afetou a inibicdo proteassomal.

No entanto, a viabilidade celular das células tumorais tratadas com CA/Ambly
guando comparadas ao tratamento com CA nao foi alterada apesar de apresentar
uma tendéncia de aumento. Este resultado poderia ser explicado devido ao fato do
agente CA nédo apresentar seletividade de inibicdo da dineina. Caso ela fosse inibida
completamente, possivelmente a viabilidade celular poderia aumentar com o
tratamento posterior com Amblyomin-X na comparacéo entre CA e CA/Ambly, pois a
inibicdo proteassomal seria prejudicada ainda mais e os efeitos citotoxicos do

Amblyomin-X poderiam ser menos intensos ainda.

5.7 Os ligantes da dineina induzidos pelo tratamento com
Amblyomin-X confirmaram hipoteses e revelaram possiveis vias

intracelulares envolvidas no seu mecanismo de acéo

Os resultados obtidos demonstraram papéis importantes e distintos entre as
células tumorais e fibroblastos. A investigacao dos ligantes da dineina induzidos pelo
Amblyomin-X nas células tumorais poderia confirmar hipoteses levantadas e sugerir
vias de sinalizacdo intracelular desencadeadas pelo estimulo com a proteina
recombinante. Sabe-se que a dineina transporta diversas organelas como
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endossomos (TAN et al. 2010; VARMA et al. 2009), autofagossomos (GARCIA-MATA
et al. 2002; VARMA et al. 2009), lisossomos (PFISTER et al. 2006; VARMA et al.
2009), Golgi (VARMA et al. 2009; YADAV et al. 2012), RE (ALLAN 1995; VARMA et
al. 2009) e agregossomos (GARCIA-MATA et al. 2002; VARMA et al. 2009); além de
transportar proteinas e complexos como NF-kB (SHRUM et al. 2008), mTOR
(CLIPPINGER e ALWINE 2012), Bim (DAY et al. 2004), AMBRAL (DI BARTOLOMEO
et al. 2010) e Rab1l (HORGAN et al. 2010).

Primeiro, os resultados obtidos demonstraram que a dineina auxiliou na
endocitose do Amblyomin-X, que provavelmente ocorreu pela regido de LR
(MORAIS 2014). Os LRs sao centros organizadores de moléculas envolvidas na
sinalizacao intracelular e influenciam a fluidez da membrana e o trafego de proteinas
de membrana (PIKE 2008; SIMONS e TOOMRE 2000). Estas estruturas sdo mais
ordenadas e coesas do que a bicamada lipidica da membrana celular, porém flutuam
livremente pela bicamada (PIKE 2008; SIMONS e TOOMRE 2000). E proposto
ainda, dois tipos diferentes de LRs, um tipo planar e o tipo cavéola (PIKE 2008;
SIMONS e TOOMRE 2000). O tipo planar ndo se apresenta no formato de
invaginacdo da membrana e o tipo cavéola se apresenta no formato de invaginacéo
e contém uma proteina chamada caveolina (PIKE 2008; SIMONS e TOOMRE 2000).

Os LRs séo regifes ricas em colesterol, receptores proteicos, lipideos e
glicoesfingolipideos (PIKE 2008; SIMONS e TOOMRE 2000). No entanto, os niveis
de phosphatidylcoline (PC) estdo diminuidos nesta regido para compensar os altos
niveis de esfingolipideos (PIKE 2008; SIMONS e TOOMRE 2000). Além disso,
estudos demonstram que a externalizacdo de PS pode se localizar na regidao de LR
(ISHII et al. 2005; SEGAWA et al. 2011). Sabe-se ainda que as células tumorais
apresentam maior exposicdo de PS (CONNOR et al. 1989; RAN et al. 2002;
WOEHLECKE et al. 2003) e que os LRs apresentam um importante papel na adesao
e migracao celular de células cancerigenas (MURAI 2012).

A endocitose de macromoléculas pode desencadear uma sinalizacdo celular a
partir de receptores de membrana contidos na regido de entrada do agente, mesmo
apos os receptores terem sido internalizados (MAXFIELD e MCGRAW 2004,
MURPHY et al. 2009). Neste sentido, alguns receptores foram encontrados ligados a
dineina em ambas as células tumorais tratadas com Amblyomin-X, por exemplo, sIL-
6R e TNFR. O sIL-6R é a forma soluvel da associacdo dos receptores de
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interleucina-6 (IL-6), IL-6R e gp130 (HEINRICH et al. 2003; JONES et al. 2001).
Estes receptores podem ser encontrados em LRs e dependem de sua integridade
(BUK et al. 2004; KIM et al. 2004). Receptores TNFR é uma referéncia aos tipos de
receptores para TNF-a que podem encontrados, como por exemplo, tumor necrosis
factor receptor-1 (TNFR-1) codificado pelo gene TNFRSF1A e tumor necrosis factor
receptor-2 (TNFR-2) codificado pelo gene TNFRSF1B (HUEBER 2003). O
envolvimento de receptores TNFR com LRs também foi descrito como importante na
transducdo de sinal (HUEBER 2003). Além disso, uma proteina adaptadora e
transdutora do sinal de TNFR, o TRAF4 (FENGFENG et al. 2013), que foi
encontrada ligada a dineina, também é constitutivamente associada a LR (WU et al.
2005).

Os LRs sédo endocitados quando estimulados, no caso, pelo Amblyomin-X,
visto que a endocitose da proteina recombinante foi sugerida por ocorrer pela regiao
LR (MORAIS 2014). Sendo assim, os receptores sIL-6R e TNFR encontrados
ligados a dineina nas células tumorais estimuladas pelo Amblyomin-X, poderiam ter
sido internalizados juntamente com a molécula recombinante pela regido LR.

Outras proteinas ligadas a dineina ap6s estimulacdo das células tumorais
com Amblyomin-X, e que se relacionam com os LRs, foram encontradas. A proteina
de membrana BACE2 é responsavel pelo processamento de APP que ocorre
predominantemente no LR (CORDY et al. 2003; FARZAN et al. 2000). A proteina do
citoesqueleto vimentina também é encontrada localizada em LR (MECKES et al.
2012). Proteinas da familia Src fazem a mediacdo da sinalizacdo do epidermal
growth factor receptor (EGFR) de dentro de LRs (IRWIN et al. 2011) e o inibidor de
Src, SNIP (DI STEFANO et al. 2007), foi encontrado ligado a dineina. A proteina Dsel
€ um proteoglicano de membrana (SARRAZIN et al. 2011) que também sé&o
encontrados em LR (MULLER, T. et al. 2003). A proteina NDUFV1 componente da
cadeia respiratoria envolvida na sintese de ATP também é encontrada em LRs (BAE,
T-J et al. 2004).

Em continuacgéo, a proteina LysRS que é um um tRNA também foi encontrada
em LR em situagcdo de stress celular (KEPP et al. 2010). A quinase cGKz2,
encontrada ligada a dineina, fica ancorada em lipideo e também ja foi encontrada
em LR (LUO et al. 2014; VAANDRAGER et al. 1996). As integrinas sao proteinas de
membrana receptoras de componentes da MEC que podem ser encontradas em
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LRs (DEL POZO 2004; LEITINGER e HOGG 2002); e a integrina B8 que asssocia
com a5, sendo receptora para fibronectina (Cell Invasion), também foi encontrada
ligada & dineina. A quinase PKC-a que é ativada por Ca** e DAG na presenca de PS
(SUMANDEA et al. 2003; RUVOLO et al. 1998), quando ativada, também pode inibir
a sinalizacéo relacionada ao EGFR, ligando a proteina caveolina de LR do tipo
cavéola (WANG et al. 2007), e foi encontrada ligada a dineina. A laminina-1q,
componente da MEC, também pode ser encontrada em LR (ICHIKAWA et al. 2009).
Todas essas observacdes reforcam a hipétese de internalizagcdo do Amblyomin-X por
endocitose na regido de LR.

Sendo assim, um ligante de dineina encontrado relacionado com LR também
sugere que o tipo de LR ao qual o Amblyomin-X possivelmente foi internalizado,
auxiliado pela dineina, nas células SK-MEL-28 e MIA PaCa-2; poderia ser o tipo
cavéola. Essa hipotese é reforcada observando-se a proteina PKC-a, uma vez que
poderia ser ativada em uma sinalizacao envolvendo EGFR no LR (WANG, X-Q et al.
2007). O EGFR é um receptor do tipo RTK (HERBST 2004) e apesar do EGFR néo
ter sido encontrado ligado a dineina, este receptor também poderia estar presente
no endossomo formado uma vez que somente as bandas com maior intensidade do
gel SDS-PAGE foram digeridas e analisadas por espectrometria de massa. Além
disso proteinas da familia Src atuam na sinalizacdo EGFR (IRWIN et al. 2011) e a
proteina inibidora de Src, SNIP (DI STEFANO et al. 2007) foi encontrada ligada a
dineina, reforcando a hipétese do envolvimento deste receptor.

A proteina PKC-a é ativada na presenca de PS (SUMANDEA et al. 2003;
RUVOLO et al. 1998). Recentemente, Amblyomin-X revelou uma interagdo com PS
mas nao com PC, através de analises utilizando a técnica differential scanning
calorimetry (DSC) com vesiculas contendo PS ou PC (dados nédo publicados). As
células tumorais posuem naturalmente maior quantidade de PS exposta no folheto
externo da membrana celular (CONNOR et al. 1989; RAN et al. 2002; WOEHLECKE
et al. 2003). O PS também pode ser externalizado na regiao LR (ISHII et al. 2005;
SEGAWA et al. 2011). Sendo assim, o Amblyomin-X poderia interagir com o PS
exposto nas células tumorais, servindo como uma ancora para a regiao de LR do
tipo cavéola e assim ser endocitado, com o auxilio da dineina, com o conteudo de
receptores e moléculas dessa regido.

No processo de endocitose, as proteinas G monomeéricas conhecidas por Ras
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superfamily of monomeric G proteins (Rab) s&do essenciais (DOHERTY e
MCMAHON 2009; MAXFIELD e MCGRAW 2004; STENMARK 2009; Structure and
function in cell signaling 2008). A Rab20 por exemplo, € um marcador de EE, assim
como a Rabll, embora a Rab1l esteja presente em menor quantidade (DOHERTY e
MCMAHON 2009; MAXFIELD e MCGRAW 2004; STENMARK 2009; Structure and
function in cell signaling 2008). A Rabll € um marcador de RE (DOHERTY e
MCMAHON 2009; MAXFIELD e MCGRAW 2004; STENMARK 2009; Structure and
function in cell signaling 2008). Quando o endossomo ndao matura em LE para seguir
para a via de degradacéo lisossomal, ele pode seguir para as rotas de reciclagem
(DOHERTY e MCMAHON 2009; MAXFIELD e MCGRAW 2004). Este fato pode
ocorrer por uma via rapida de reciclagem direta para a membrana celular ou por uma
via lenta de reciclagem sendo transportado at¢é o ERC (DOHERTY e MCMAHON
2009; MAXFIELD e MCGRAW 2004).

O ERC é uma colecdo de organelas associadas aos microtibulos e
condensadas em torno do MTOC (MAXFIELD e MCGRAW 2004). Do ERC, o
endossomo pode ainda ser direcionado para a membrana plasmatica (via lenta de
reciclagem), para a TGN e de |14, para maturacdo em late endosomes (MAXFIELD e
MCGRAW 2004).

Ambas as proteina Rab11A e Rab20 foram encontradas ligadas a dineina. As
células tumorais tratadas com Amblyomin-X apresentaram um aumento na
expressdo proteica de RabllA e LIC2 além de um aumento na co-localizacdo de
LIC2/Rabll. Esses dados somados com as proteinas encontras ligadas a dineina
reforcam a hipotese de que a dineina transportou as vesiculas endocitadas contendo
Amblyomin-X e receptores até a regido ERC através da interacdo LIC2/Rab11A. No
ERC, o Amblyomin-X poderia ser liberado para atuar no proteassomo e 0
endossomo seguiria para a rota de reciclagem lenta de volta a membrana
plasmatica. Essa hipétese é reforcada porque o Amblyomin-X ndo co-localiza com
lisossomos (MORAIS 2014), ndo aumentou a quantidade de vesiculas acidas e nao
foram encontrados marcadores Rab de LE, ligados a dineina. Além disso, o
Amblyomin-X inibe preferencialmente a atividade T-L do proteassomo e peptideos
derivados da proteina recombinante foram encontrados em padrdao de clivagem
predominantemente T-L (dados néo publicados). A hipbétese é a de que o Amblyomin-
X seja clivado no proteassomo.
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Em adicdo a esses dados, temos que uma vez identificada a via de
reciclagem lenta até o ERC, os endossomos, apds liberacdo de parte do seu
conteudo, retornariam a membrana plasmatica para reciclagem de receptores e
proteinas de membrana (DOHERTY e MCMAHON 2009; MAXFIELD e MCGRAW
2004). No entanto, a dineina ndo transporta cargas no sentido mais dos
microtubulos (PFISTER et al. 2006; VARMA et al. 2009). Esse transporte seria entdo
realizado pela cinesina (HIROKAWA et al. 2009; SCHLIWA e WOEHLKE, 2003;
VARMA et al. 2009). Porém, apés 24 h de tratamento com Amblyomin-X, as células
tumorais apresentavam aumento na co-localizacdo de LIC2/RabllA e através das
analises de Co-IP/massa, foram encontrados os marcadores de early endosomes,
Rab20 e Rabll (DOHERTY e MCMAHON 2009; MAXFIELD e MCGRAW 2004;
STENMARK 2009) e de recycling endosomes, Rabll (DOHERTY e MCMAHON
2009; MAXFIELD e MCGRAW 2004; STENMARK 2009). Além disso, foram
encontrados e também sugeridos, diversos receptores e proteinas de sinalizagéo.
Apoés o periodo de 24 h, o Amblyomin-X também ja induz apoptose (CHUDZINSKI-
TAVASSI et al. 2010) provavelmente decorrente dos agregossomos nao depurados.
Sendo assim, os dados sugerem que os endossomos néo foram reciclados de volta
a membrana plasmética tumoral apos libera¢éo do contetdo no ERC.

A superexpressao génica de maior destaque da cadeia LIC2 observada em
estudos de microarray (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010) e a confirmacédo desses
dados pelo aumento da expressao génica por qPCR e da expressao proteica por
western blotting, nas células tumorais estimuladas pelo Amblyomin-X, poderiam ser
explicadas pelo fato do Amblyomin-X requerer a endocitose com o auxilio da dineina
pela interacdo LIC2/Rab1l, para o transporte até o ERC. No entanto, outro ligante de
LIC2 foi identificado nos ensaios de Co-IP seguido de massa, o PARD3
(SCHMORANZER et al. 2009).

O PARD3 € uma molécula relacionada com a polarizacao celular e pode ser
encontrada nas juncOes tight e associar-se com complexos contendo PKCs ou
PARD6 (KHAZAEI e PUSCHEL 2009). Interessantemente, a PKC-a foi encontrada
ligada a dineina. Além disso, duas vias de sugestédo da ferramenta String se referrem
a juncdes tight. Uma delas foi a do complexo da juncdo tight (TGF-
BL/TGFBR2/TGFBR1/PARD6/RhoA) envolvendo as proteinas PARD3 e RhoGEF18.
A outra foi uma via envolvendo PKC-a e PARD3. Observando-se as proteinas
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envolvidas, pode-se concluir que elas estéo interconectadas por PARDS3.

As juncdes tight sdo juncdes intercelulares que regulam o fluxo de agua e
solutos entre as camadas epiteliais (SHIN et al. 2006). Sendo assim, a
superexpressao génica e proteica de LIC2 com maior destaque, poderia estar
também relacionada com as juncgdes tight com possivel envolvimento de PKC-a e
receptores de TGF-B, TGFBR1 e TGFBR2. Os receptores de TGF-3 sdo receptores
serina/treonina quinase (DORE JR et al. 1998) e essa hipétese do se envolvimento
se torna possivelmente viavel porque receptores de TGF-f também podem ser
encontrados em LR tanto do tipo planar ou quanto do tipo cavéola (CHEN 2009;
CHEN et al. 2008). Outra proteina encontrada ligada a dineina atuante nas juncfes
tight foi a sinaptopodina (PATRIE et al. 2002), reforcando a hip6tese do envolvimento
dessa via no mecanismo de ac¢ao antitumoral do Amblyomin-X.

A proteina RhoGEF18, encontrada ligada a dineina nas células tumorais
induzidas pelo Amblyomin-X, é uma GEF para RhoA e Racl e é ativada por GRy
(BLOMQUIST et al. 2000; NIU et al. 2003). Caso ela tenha sido ativada no processo
de endocitose auxiliado pela dineina, seria necessario que a proteina G
heterotrimérica (Gapy) associada a um receptor GPCR fosse ativada, gerando Ga e
GBy (Structure and function in cell signaling 2008), que recrutaria e ativaria
RhoGEF18 para o0 GPCR (BLOMQUIST et al. 2000; NIU et al. 2003). Assim, seria
possivel que receptores GPCR estejam envolvidos, apesar de ndo terem sido
encontrados na analise. Esses receptores podem néo ter sido encontrados porque
as bandas mais evidentes do gel foram selecionadas para digestao. Essa hipétese é
reforcada porque receptores GPCR podem ser regulados e localizados em LR, do
tipo cavéola ou ndo (FALLAHI-SICHANI e LINDERMAN 2009; OSTROM e INSEL
2004). Tendo em vista a acdo do Amblyomin-X na coagulacéo (BATISTA et al. 2010;
VENTURA et al. 2013) e a relacédo entre cancer e coagulacdo (KASTHURI et al.
2009); sugere-se que caso exista um receptor GPCR envolvido, este receptor
poderia ser, por exemplo, o receptor GPCR, PAR2 (COTTRELL et al. 2003;
KASTHURI et al. 2009).

Outra via de sinalizagdo sugerida pelo String foi a via de jungbes gap. As
juncdes gap sao juncOes intercelulares com a funcdo de estabelecer uma
comunicacdo entre as células (EVANS e MARTIN 2002). As proteinas ligadas a

dineina, envolvidas nessa via, foram a cGK2 e a PKC-a, ambas encontradas em LRs

164



(LUO et al. 2014; VAANDRAGER et al. 1996; WANG, X-Q et al. 2007).

Com relacdo as juncdes celulares, mais uma via foi sugerida pelo String, a
adesao focal. A juncdo de adesédo focal € uma juncao célula-matriz, proporcionando
a adesdo entre a célula e a ECM (BURRIDGE et al. 1988). As integrinas sao
glicoproteinas integrais aderentes entre a célula e a ECM agindo como receptores
de proteinas da ECM (DEL POZO 2004; LEITINGER e HOGG 2002). Por sua vez, a
ECM se interage por meio de integrinas e sao importantes para 0 crescimento
celular e apoptose (DEL POZO 2004; LEITINGER e HOGG 2002).

Uma integrina foi encontrada ligada & dineina nas células tumorais tratadas
com Amblyomin-X, a integrina 8. A integrina B8 se associa a integrina a5 e é
receptor de fibronectina, componente da ECM (Cell Invasion). A ferramenta String
sugeriu o envolvimento das proteinas integrina B8, PKC-qa, a proteina anti-apoptética
Bcl-2 e a laminina-1a nessa via. Além disso, o String sugeriu que a integrina 38 e a
laminina-1a estivessem envolvidas na via interacdo ECM -receptor. A laminina-1a &
componente da ECM, envolvida na adesdo e migracdo celular e se liga a
glicoesfingolipideos da membrana celular (ICHIKAWA et al. 2009). As integrinas, por
sua vez, tem a sua funcdo regulada e se localizam em LRs (DEL POZO 2004;
LEITINGER e HOGG 2002). Os LRs, por sua vez, também sdo extremamente ricos
em glicoesfingolipideos (PIKE 2008; SIMONS e TOOMRE 2000).

Assim, a hipotese de endocitose do Amblyomin-X, auxiliado pela dineina pela
regido LR é reforcada. Os dados apresentados das juncdes tight, gap e adesao
focal, sugerem que o Amblyomin-X possa atuar nas vias de adesdo e migracao
celular, visto que a proteina recombinante reduziu o numero de metastases em um
modelo de melanoma com metastase no pulméo, in vivo (AKAGI et al. 2012;
CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010). Esse dado € também complementado devido a
presenca da proteina EGFL6 encontrada ligada a dineina apds tratamento com
Amblyomin-X nas células tumorais. O EGFL6 apresenta uma estrutura que
hipotetiza uma ligacéo, por similaridade, com as integrinas, como por exemplo, com
a integrina a8/B1 e sabe-se que ela pode promover migracao celular (OBERAUER et
al. 2010).

Além disso, outra proteina relacionada com a ECM foi encontrada ligada a
dineina, a ADAMTS3. As proteinas a disintegrin and metalloproteinase with

thrombospondin motifs (ADAMTS), sao proteases da ECM envolvidas em
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coagulacéo, angiogénese e migracao celular, por exemplo (PORTER et al. 2005). A
ADAMTSS realiza a clivagem de pro-peptideos de colageno tipo Il (FERNANDES et
al. 2001). Esses dados reforcam a hipétese da participagdo do Amblyomin-X em vias
de adesdo e migracdo celular que podem culminar na reducdo do processo
metastatico observado in vivo (AKAGI et al. 2012; CHUDZINSKI-TAVASSI et al.
2010).

Outro resultado interessante foi a presenca de duas subunidades do
proteassomo ligadas a dineina nas células tumorais estimuladas pelo Amblyomin-X.
As duas proteinas encontradas, Rpnl0 e Rpnl3, estdo presentes na fracdo
regulatoria 19S do proteassomo 26S e sdo receptoras de ubiquitina (GLICKMAN et
al. 2002; RUSCHAK et al. 2011). Além disso, a proteina Rpnl0 possui funcbes
independentes fora da estrutura do proteassomo, como por exemplo, a regulacédo da
ativacdo de Akt induzida por EGF através da inibicdo da via RhoA/Rho-associated
coiled coil-containing protein kinase (ROCK)/phosphatase and tensin homolog
deleted from chromosome 10 (PTEN); via ROCK/PTEN (MAN et al. 2010). Esses
dados contribuem para a hipétese da presenca de EGFR no endossomo
transportado pela dineina a partir da regido de LR.

Além disso a ferramenta String sugeriu a via de sinalizacdo do proteassomo
envolvendo as proteinas Rpnl10 e Rpnl3 mas também sugeriu a via de degradacao
de B-catenina pelo proteassomo. A 3-catenina é um fator de transcricdo mas também
€ uma proteina que coordena a adesao celular e contribui na transducédo de sinal da
via Wnt, envolvida em transcricdo génica e regulacédo do citoesqueleto (VALENTA et
al. 2012). No entanto, como o0 proteassomo esta inibido nas células tumorais
tratadas com Amblyomin-X (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010), essa hipotese nao é
viavel.

As subunidades Rpnl0 e Rpnl3 encontradas ligadas a dineina,
provavelmente estariam presentes nos agregossomos € hao nos endossomos
porque sabe-se que proteassomos sao constituintes de agregosomos (GARCIA-
MATA et al. 2002). Ainda assim, como a proteina RpnlO possui funcdes
independentes do proteassomo (MAN et al. 2010), ela poderia estar ligada a dineina
através tanto das estruturas dos agregossomos quanto de endossomos, Visto sua
participacdo em vias de sinalizacdo envolvendo EGF (MAN et al. 2010), caso seja

uma via relacionada com a acdo do Amblyomin-X.
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Analisando-se as proteinas ligadas a dineina nas células tumorais tratadas
com Amblyomin-X, foi possivel confirmar outras hipoteses levantadas anteriormente.
A primeira esta relacionada com a formacdo de agregossomos. Essas estruturas,
guando formadas nas células requerem uma sustentacdo por serem estruturas de
alto peso molecular (GARCIA-MATA et al. 2002). Sendo assim, a vimentina,
componente do citoesqueleto como IF, se acomoda ao redor dos agregossomos
formando uma espécie de gaiola para realizar a sustentacdo dos agregossomos
(GARCIA-MATA et al. 2002). Além disso, foi sugerido através de ensaios de ELISA,
que os agregossomos formados nas duas células tumorais estudadas, ocorreriam
pela via ndo exclusiva de ubiquitina, mediado pela molécula Bag3. Os resultados de
Co-IP seguido de espectrometria de massa, revelaram que tanto a vimentina quanto
0 Bag3, estédo ligadas a dineina ap6s tratamento com Amblyomin-X; reforcando a
formacao de agregossomos e confirmando a via de formacao auxiliado pela dineina.

A segunda hip6tese esta relacionada ao bloqueio da ativacdo da autofagia. O
bloqueio foi verificado pela ndo conversdao de LC3-1 em LC3-ll, ndo difusdo da
fluorescéncia do LC3 marcado e a ndo ateracdo na quantidade visual de vesiculas
acidas, nas células tumorais. O auxilio da dineina nessa via foi sugerido pelo
aumento da co-localizagdo dela com as moléculas mMTOR e AMBRAL (em MIA
PaCa-2), além do aumento da expresséao proteica de mTOR e reducdo de AMBRA1
nas duas linhagens. A proteina Raptor € um componente exclusivo do complexo
MTORCL1 envolvido na inibicdo autofagica e necessario para esse evento celular
(PARKHITKO et al. 2014; THOREEN et al. 2009). Esta proteina foi encontrada ligada
a dineina, confirmando a ativacdo de mTOR e o papel da dineina na inibicao
autofagica induzida pelo Amblyomin-X.

Proteinas envolvidas no metabolismo celular foram encontradas ligadas a
dineina: Dsel, SHMT1, NDUFV1l, ME2GLYDH, ZDHHC14 e PCCase-B. Estas
proteinas talves estejam presentes nas estruturas de agregossomos transportados
pela dineina, com excec¢do de Dsel e NDUFV1 que poderiam também se encontrar
nos endossomos visto a possivel localizacdo delas no LR (BAE, T-J et al. 2004;
MULLER, T. et al. 2003). O String sugeriu que as vias envolvidas nesse caso, seriam
as de metabolismo de glicina, treonina e betaina. Além disso, estas proteinas
poderiam ter sido agregadas em resposta a disfuncdo mitocondrial induzida pelo
Amblyomin-X (MARIA et al. 2013).
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Outras vias foram sugeridas pelo String, como a do cancer, endocitose e
apoptose, que condizem com os dados apresentados. Além disso a via de
sinalizacdo MAPK foi sugerida mas os dados apresentados ndo sao suficientes para
hipotetizar o seu envolvimento no mecanismo de a¢cdo do Amblyomin-X.

Além disso, uma proteina transmembrana com fun¢des ainda desconhecidas,
a TMEM26 (TOWN et al. 2011), foi encontrada ligada a dineina e possivelmente se
localizou nos endossomos, por estar presente na membrana celular, apesar de nao
haver relatos na literatura de sua localizacdo em LRs. As proteinas relacionadas ao
tRNA, Misu e LysRS, também foram encontradas ligadas a dineina e, enquanto Misu
possivelmente estaria presente na estrutura do agregossomos; LysRS poderia
também estar presente na estrutura dos endossomos, visto que ela pode se localizar
nos LRs (KEPP et al. 2010).

O Amblyomin-X induz parada do ciclo celular na fase GO/G1 e dano ao DNA
nas células tumorais estudadas (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010). A proteina
nibrina, encontrada ligada a dineina, esta relacionada em resposta ao dano ao DNA
e ciclo celular (MARCELEIN et al. 2005). Sendo assim, a hipétese de que a nibrina
poderia ter sido induzida pelas células tumorais como um mecanismo de resposta ao
Amblyomin-X € viavel. Se caso essa resposta celular ocorresse, a célula, que ja teria
apresentado um dano ao DNA, estaria com o0 proteassomo inibido e o0s
agregossomos formados e ndo depurados pela autofagia, através da indugédo com o
Amblyomin-X. Assim, provavelmente a proteina encontrada ligada a dineina se
encontrava na estrutura dos agregossomos.

Outra proteina encontrada ligada a dineina € a proteina anti-apoptotica, Bcl-2
(BURLACU 2003). E uma proteina de membrana mitocondrial, do ER ou do
envelope nuclear (BURLACU 2003). Sabe-se também que Bcl-2 pode ser degradada
pelo proteassomo 26S apos modificacdo traducional (BREITSCHOPF et al . 2000) e
gue quando complexada com Beclin-1, componente do core autofagico, pode inibir a
autofagia (MARQUEZ e CHU 2012). Como ela foi encontrada ligada a dineina e
considerando-se a inibicao proteassomal induzida pelo Amblyomin-X; Bcl-2 poderia
estar contida nos agregossomos formados e assim, nao estar livre para exercer um
efeito anti-apoptoético ou de inibicdo da autofagia, o que reforca o envolvimento de
MTOR na inibicdo autofagica induzida pelo Amblyomin-X nas células tumorais.

Os dados de superexpressao génica de Ubcl3 em conjunto com o dados de
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aumento de K63, formagédo agregossomos, inibicdo da autofagia e inibicdo da via
NF-kB, sugeriram que esta enzima poderia ser a enzima E2 conjugadora de
ubiquitina atuante nas células tumorais tratadas com Amblyomin-X. Um dado
interessante foi ligacdo da proteina FBXL13 a dineina. Esta proteina é um substrato
do complexo SCF que é uma E3 ligase, sendo assim, FBXL13 atua na conjugacgao
de ubiquitina e, portanto, € uma E2 (WANG et al. 2014). Entdo, no processo de
formacdo de agregossomos sinalizados pela via K63 e transportados pela dineina
pela via ndo exclusiva de ubiquitina (Bag3) e induzidos pelo Amblyomin-X nas
células tumorais; além da provavel atuacdo da enzima Ubcl3, a enzima FBXL13
também poderia estar atuando nesse processo. Além disso, ela provavelmente foi
encontrada ligada a dineina, pela estrutura dos agregossomos.

Finalmente, fatores de transcricdo foram encontrados ligados a dineina.
CasZl esta relacionado a transcricdo de genes envolvidos na adesdo celular,
montagem vascular e morfogénese (LIU et al. 2011). CaRF é um fator de transcri¢ao
responsivo ao Ca2+ (TAO et al. 2002). N-CoR2 é um co-repressor da transcricdo de
alguns receptores nucleares (MENDEZ et al. 2008). O Amblyomin-X promove dano
ao DNA de células tumorais (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010). O N-CoR2, por ser
um co-repressor da transcricdo de receptores nucleares (MENDEZ et al. 2008),
poderia, hipoteticamente, ter sido induzido por alguma via ap6s ao dano ao DNA
induzido pelo Amblyomin-X. Esse fator possivelmente estaria ligado a estrutura de
agregossomos ligados a dineina. Outra proteina encontrada ligada a dineina
relacionada ao dano ao DNA induzido pelo Amblyomin-X foi a histona Hle, envolvida
na montagem do nucleossomo através da ligacdo dos nucleossomos adjacentes
(GERHARD et al. 2004).

Visto os dados anteriores que sugerem a atuagéo do Amblyomin-X em vias de
migracao e adesao celular que justificaria a reducdo da metédstase observada in vivo,
0 CasZl1 poderia estar atuando desde o inicio do estimulo do Amblyomin-X no
microambiente tumoral a fim de favorecer a transcricao de genes que, se codificados
em proteinas, atuariam na sinalizacdo da adesdo celular promovendo a via
endocitica de reciclagem lenta através da regido de LRs. Sabe-se que muitas vias
de sinalizacao séo ativadas por endocitose (MAXFIELD e MCGRAW 2004; MURPHY
et al. 2009) e o CasZ1 poderia explicar em parte os resultados de qPCR nas células

tumorais. Além disso, uma vez ligado a dineina ele poderia ter sido translocado para
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0 nucleo.

Visto que o0 Amblyomin-X induz um aumento no Ca2+ intracelular das células
tumorais estudadas (MORAIS 2014), o CaRF € um fator de transcri¢do viavel para a
transcricdo de um ou mais genes que envolvem as cadeias de dineina, alvos do
controle proteico e NFKB1. No entanto, caso ele atue, essa atuagdo deve ter sido
tardia porque para que o aumento do Ca2+ intracelular ocorra, a célula necessitaria
ter sofrido um stress. Apos 24 h de tratamento com Amblyomin-X, temos inibicdo do
proteassomo (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010), formacdo de agregossomos,
stress do RE (MORAIS 2014) e apoptose (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010) nas
células tumorais estudadas, 0 que justificaria 0 aumento do Ca2+ intracelular e a
consequente atuacdo de CaRF. Essa hipbtese é viavel porque o aumento da
expressao génica de muitos dos alvos estudados é mais intensa apos 24 h de
tratamento com Amblyomin-X. Mais uma vez, ja que foi encontrado ligado a dineina
ele poderia ter sido translocado para o ndcleo.

Os dados expostos indicam que as vias de adesado e migracao celular podem
ser importantes no mecanismo de acdo do Amblyomin-X. Indicam também a
possibilidade de ativacdo de receptores pela endocitose. Os receptores envolvidos
sugeridos foram: os receptores da familia TNF, TNFR-1 e TNFR-2; sIL-6R (IL-6R e
gp130); a integrina a5/38; os RTKs, EGFR e IGF-1R; os receptores serina/treonina
quinase TGFBR1 e TGFBR2 e; os GPCRs, e.g., PAR2. Sendo assim, alguns deles
ou todos, possivelmente, estariam contidos na regido de LRs. A ativacdo desses
receptores e vias, além de uma possivel ligacdo do Amblyomin-X a um deles, sédo
hipoteses que necessitam de maior investigacdo experimental, porém, o sIL-6R
encontrado ligado a dineina indica que houve ativacao de IL-6R/gp130.

A sinalizacdo JAK/STAT foi sugerida pelo String, envolvendo os receptores de
IL-6. A sinalizagdo JAK/STAT ocorre em reposta a citocinas e fatores de crescimento
e regulam proliferacao, diferenciacao e migracdo celular e apoptose (HEINRICH et
al. 2003; RAWLINGS et al. 2004). Sabe-se que a geracao de sIL-6R ocorre por uma
trans-sinalizacdo de IL-6 que provoca a formacgéo do complexo dos receptores IL-6R
e gpl30 e consequente formacédo de sIL-6R e ativacdo da via JAK/STAT (HEINRICH
et al. 2003; RAWLINGS et al. 2004). Evidéncias mostram que a proteina mTOR
pode ser regulada pela via JAK/STAT (LEIBINGER et al. 2013) e que ainda podem

estar interconectadas pela via PI3K/Akt em resposta a EGF ou insulin-like growth
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factor-1 (IGF-1), por exemplo (BEIER e LOESER 2011; MAN et al. 2010).

Outra observacado importante € a de que mTOR & um componente chave da
via PI3K/Akt, onde o0 mTOR é positivamente regulado pela fosforilacdo por Akt
(BEIER e LOESER 2011; PARKHITKO et al. 2014; THOREEN et al. 2009). A via
PI3K/Akt pode ser ativada por muitos receptores como os receptores de TGF-(3,
sendo 0s mais notaveis os receptores RTKs como o EGFR, mas principalmente o
insulin-like growth factor receptor-1 (IGF-1R) (BEIER e LOESER 2011; MAN et al.
2010). Além disso, a via PI3K/Akt € regulada negativamente, principalmente por
PTEN (BEIER e LOESER 2011). Sabe-se também que o IGF-1R pode ser
encontrado em LR (XU et al. 2013) e que vias intracelulares ativadas por receptores
de TGF-B, realizadas pela familia de proteinas Sma and Mad related proteins
(Smad), também apresentam um crosstalk com a via PI3K/Akt (HELDIN et al. 1997,
JIA e SOUCHELNYTSTKYI 2011). Além disso, € conhecido que moléculas da familia
dos receptores TNFR podem também ativar a via PI3K/Akt (TAKANORI e MICHAEL
2013).

O efeito inibitério da autofagia exercido por mTOR e auxiliado pela dineina
nas células tumorais tratadas com Amblyomin-X, pode ter sido ativado pela via
PI3K/Akt em resposta a um ou mais receptores (slL-6R, EGFR, IGF-1R, TGFBR1,
TGFBR2, TNFR) no processo de endocitose da proteina recombinante. Essa
hipétese é reforcada pela presenca de Rpnl0 ligado a dineina nas células tumorais
tratadas com Amblyomin-X, uma vez que Rpnl0 possui fun¢des independentes do
proteassomo 19S, regulando a ativacdo de Akt (MAN et al. 2010). Além disso, caso o
Akt esteja ativo e seja o responavel pela ativacdo de mTOR observada, um possivel
fator de transcricdo envolvido seria o forkhead box (Fox) do tipo O, uma vez que é
um conhecido subtrato da via PI3K/Akt (BEIER e LOESER 2011), mesmo com a
observacdo de que este fator ndo foi encontrado ligado a dineina a partir da bandas
selecionadas do gel obtido por Co-IP.

Outro dado importante que pode reforcar a contribuicdo de Akt na ativagéo de
MTOR € a de que a quinase PKC-qa, encontrada ligada a dineina, € um conhecido
ativador de Akt pela fosforilagdo da Ser473 (PARTOVIAN et al. 2004) e sabe-se
ainda que os LR estdo implicados na ativacdo de Akt (ELHYANY et al. 2004),
reforcando a hipotese de que a entrada do Amblyomin-X ocorra por LR. Sabe-se
ainda que a PKC-a é ativada por Ca2+ e DAG na presenca de PS (SUMANDEA et
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al. 2003; RUVOLO et al. 1998). Por sua vez a formacdo de DAG depende da
clivagem de phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP,), presente na membrana
celular, formando assim inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) e DAG, pela enzima PLC-
ou phospholipase C-y (PLC-y) (KADAMUR e ROSS 2013; Structure and function in
cell signaling 2008). A PLC-f3 é regulada por receptores GPCR enquanto que a PLC-
Yy é regulada por receptores RTK (KADAMUR e ROSS 2013; Structure and function
in cell signaling 2008). As proteinas encontradas ligadas a dineina nas células
tumorais tratadas com Amblymin-X, sugeriram que um receptor GPCR, como PAR2,
poderia estar envolvido; assim como receptores RTK, como EGFR e IGF-1R.

Ainda com relacdo aos receptores GPCR, possivelmente envolvidos na
internalizacdo de Amblyomin-X auxiliado pela dineina nas células tumorais; a
quinase envolvida poderia ser a protein kinase A (PKA), uma vez que ela é regulada
por GPCRs que ativam AC formando cyclic adenosine monophosphate (CAMP) que
ativa PKA (PIDOUX e TASKE'N 2010; Structure and function in cell signaling 2008).

Dese modo, se torna possivel que a ativacdo de mTOR e consequente
regulacdo negativa da autofagia observada nas células tumorais tratadas com
Amblyomin-X, tenha sido regulada pela via PI3K/Akt, com envolvimento de PKC-a
ou PKA e PLC-B ou PLC-y, interconectadas ou ndao com as vias JAK/STAT ou Smad
pela ativagcdo de um ou mais receptores (slL-6R, TGFBR1 e 2, GPCR, EGFR, IGF-
1R, TNFR1 e 2).

O Amblyomin-X tem como alvo principal o proteassomo. No entanto,
inibidores conhecidos do proteassomo passam direto pela membrana plasméatica
das células (ALMOND e COHEN 2002; CRAWFORD et al. 2011). O Amblyomin-X,
por ser uma proteina de 13,5 kDa, necessitou de um mecanismo especializado de
endocitose para a entrada na célula. A endocitose parece ocorrer preferencialmente
pelas células tumorais através de uma possivel ancoragem do Amblyomin-X na PS
exposta na regido de LR das células tumorais estudadas.

A endocitose da proteina recombinante foi auxiliada pela dineina e envolveu
uma regido contendo muitos receptores e moléculas de sinalizagdo. Além disso, os
agregossomos formados e transportados pela dineina, em consequéncia da inibicéo
proteassomal, ndo foram depurados e possivelmente desencadearam a apoptose.
Durante este processo diversas vias de sinalizagcdo foram envolvidas, assim como

vias de adesdo e migracdo celular, todas apresentando alguma relagdo com a
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dineina. Todos os resultados mostraram que a dineina desempenhou diversos
papéis importantes no mecanismo de acdo antitumoral do Amblyomin-X,
correlacionando com os resultados de reducdo da massa tumoral e metastase
observados in vivo (CHUDZINSKI-TAVASSI et al. 2010). Dados experimentais para
comprovar o envolvimento de todas as sinalizacbes, receptores e fatores de
transcricdo identificados através dos ligantes de dineina no mecanismo do
Amblyomin-X sé@o necessarios, no entanto, as hipoteses se mostram consistentes,

coerentes e passiveis de investigacao.
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6. CONCLUSOES

O Amblyomin-X é uma proteina recombinante obtida a partir da construcdo de
uma biblioteca de cDNA do Amblyomma cajennense. Esta molécula é um inibidor de
serino protease com um dominio tipo-Kunitz similar ao TFPI enddégeno. Possui
atividade de inibicdo do FXa e complexo tenase na presenca de fosfolipideos além
de atividade antitumoral in vitro e reducédo da massa tumoral e metastase in vivo.

A molécula apresentou nas células tumorais SK-MEL-28 e MIA PaCa-2,
resumidamente:

() interacdo preferencial pelas células tumorais estudadas, possivelmente
através de LRs tipo planar ou cavéola apés possivel ancoragem na PS exposta das
célula tumorais;

(i) ativacdo de sIL-6R e possiveis vias intracelulares (JAK/STAT, PI3K/Akt e
Smad com envolvimento de PKA, PKC-a, PLC-B ou PLCy), além de possivel
ativacao ou interagdo com um ou mais dos receptores TNFR (1 e 2), TGFBR (1 e 2),
EGFR, IGF-1R, GPCRs, integrina a5/$8 ou outros;

(i) possivel ativacdo do fator de transcricdo CasZl com translocacdo pela
dineina ou ainda ativacéo e translocacao de Fox; e possivel ativacdo de mTOR que
poderia ser induzida por um ou mais receptores; sIL-6R, IGF-1R, EGFR, TGFBR (1
ou 2), GPCR ou TNFR;

(iv) aumento da expressao génica de cadeias de dineina e alvos do controle
proteico e NFKB1;

(v) aumento da expresao proteica de cadeias da dineina;

(vi) endocitose e transporte do endossomo contendo o Amblyomin-X,
receptores e molécula de sinalizacédo, pela dineina até o ERC;

(vii) regulacéo de vias de adesao e migragao celular;

(vii) liberacdo do Amblyomin-X, provavelmente inteiro, no ERC e interagdo
com o proteassomo;

(iX) possivel clivagem do Amblyomin-X pelo proteassomo e inibicdo
proteassomal preferencialmente T-L;

(x) blogueio da protedlise de NFKB1 pelo proteassomo;

(xi) aumento de K63 com possivel partcipacdo de Ubcl3 e FBXL13, para a
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sinalizacao de formagao de agregossomos;

(xii) formacgdo de agregossomos transportados pela dineina até o MTOC pela
via ndo exclusiva de ubiquitina (Bag?3);

(xiii) possivel ativacado do fator de transcricdo CaRF com translocacéo pela
dineina, devido ao aumento de Ca2+ intracelular e stress do ER ja observados;

(xiv) permanéncia do estimulo de aumento da expressdo génica dos alvos e
expressao proteica das cadeias de dineina;

(xv) atuacdo de mTOR através do complexo mMTORC1 com o auxilio da
dineina e diminicdo da expressdo de AMBRAL;

(xvi) regulacdo negativa da autofagia impedindo a formagdo de membrana
autofagica e;

(xvii) citotoxicidade e apoptose desencadeada pela ndo depuracdo de
agregossomos.

No caso de MIA PaCa-2 a regulacdo negativa da autofagia poderia ter
ocorrido em conjunto com o sequestro de AMBRAL.

A molécula apresentou em fibroblastos, resumidamente:

(i) perturbacdo do microambiente celular sem internalizacdo do Amblyomin-X;

(i) aumento da expressdo génica de cadeias de dineina, Ubcl3, Hsp70 e
NFKB1;

(iif) aumento de K63 com possivel participacdo de Ubcl3, para a sinalizacao
da via NF-kB;

(iv) resposta anti-apoptética pela via NF-kB ativada protedlise de NFKB1 pelo
proteassomo e translocado pela dineina;

(v) resposta anti-apoptotica através do sequestro de Bim pela dineina;

(vi) atenuacdo do estimulo pela célula com retorno de expressdo génica e
proteica das cadeias de dineina, Ubc13, Hsp70 e NFKB1 a niveis basais.

O Amblyomin-X apresenta como alvo primario o proteassomo. Sendo assim,
algumas semelhancas com relacdo aos inibidores de proteassomo conhecidos foram
observadas:

(i) formacédo de agregossomos dependente da sintese de polipeptideos
nascentes dos ribossomos;

(ii) bloqueio da via NF-kB em consequéncia da inibicdo proteassomal e;

(iif) induc&o de dano ao DNA e stress do RE.
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O Amblyomin-X apresentou algumas diferencas com relacdo aos inibidores de
proteassomo conhecidos:

(i) € uma proteina e ndo um peptideo ou pequena molécula;

(i) ndo é permeavel a célula;

(iif) n&o apresentou citotoxicidade em fibroblastos;

(iv) atuou em células de origem em tumores soélidos e ndo em tumores
malignos do sangue;

(v) mecanismo de entrada por endocitose dependente de dineina,;

(vi) possivel ligagéo ou regulagdo de receptores de membrana;

(vii) inibiu preferencialmente a atividade T-L do proteassomo e ndo a ChT-L;

(viii) formacdo de agregossomos transportados pela dineina pela via néo
exclusiva (Bag3) e ndo pela via exclusiva (HDACB6) de ubiquitina;

(ix) regulagéo negativa da autofagia;

(x) inducao de resposta anti-apoptética em fibroblastos auxiliada pela dineina.

Os dados expostos indicam que o Amblyomin-X é um candidato promissor
como nova droga para o tratamento de tumores sdlidos como melanoma e
adenocarcinoma de pancreas, promovendo reducdo da massa tumoral e de
mestastases. Além disso, a molécula patenteada se encontra na fase de ensaios
ndo clinicos e até o momento ndo foram observados efeitos citotoxicos em
fibroblastos e outras linhagens ndo tumorais ou normais, nem efeitos danosos em
tecidos normais (evidenciado por testes histopatélogicos). Esses dados indicam uma
maior afinidade da proteina recombinante por ambientes tumorais.

O mecanismo de agdo do Amblyomin-X, em comum, nas linhagens tumorais

estudadas, esta representado na Figura 37.
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Figura 37 — Mecanismo de agcdo comum proposto para o Amblyomin-X nas células tumorais
SK-MEL-28 e MIA PaCa-2. O Amblyomin-X poderia ancorar na membrana tumoral pela
regido de LR (planar ou cavéola) através da interagdo com a PS exposta. O endossomo
contendo o Amblyomin-X, receptores e proteinas sinalizadoras seria internalizado com o
auxilio da dineina e sinalizagdo K63. Este processo poderia induzir a ativagao de vias
intracelulares especificas como PI3K/Akt, JAK/STAT e Smad e tabém induzir a inibicao
de vias de adesdo e migracao celular. O endossomo formado seria transportado até o
ERC pela dineina, liberando a molécula inteira de Amblyomin-X, no momento da
reciclagem pela via lenta, dos receptores e componentes da membrana celular que
foram internalizados. O Amblyomin-X exerceria o efeito de inibicdo proteassomal,
induzindo a formacdo de agregossomos sinalizados por K63, que seriam transportados
pela dineina pela via ndo exclusiva de ubiquitina, mediada por Bag3. Os agregossomos
ndo seriam depurados pela autofagia, uma vez que paralelamente, o mTOR foi ativado
possivelmente pela via PI3K/Akt, que poderia estar ou ndo interconectada com as vias
JAK/STAT e Smad. Assim, o mTOR foi posteriormente transportado pela dineina para
exercer seu efeito de inibicdo da membrana autofagica, impedindo a conjugacgéo de
LC3-I com PE para formar LC3-1l e consequentemente, a membrana autofagica. Os
agregossomos ndo depurados iniciariam entdo a sinalizacdo para a apoptose celular.
Paralelamente, a dineina ainda poderia translocar fatores de transcricdo para a
transcricdo de genes relacionados a dineina e ao controle de qualidade proteico
intracelular.
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