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RESUMO

B. Bellis, A.Oliveira , M. D Begnami, H. C. Freitasm, V. R. Martins, M. Roffé e G. M. Hajj. Um dos
principais pontos de controle da tradugdao de mRNAs ocorre através da fosforilagdo da subunidade
alfa do fator de inicio de traducdo elF2 (elF2a), o que leva a inibicdo da sintese geral de proteinas.
GCN2 é uma das quinases de elF2a que responde a caréncia de aminoacidos e radiagao UV,
fosforilando elF2a e inibindo a traducdo geral. Sua atividade depende da unido com a proteina
GCN1. A proteina IMPACT também interage com GCN1, competindo pela ligagdo GCN1-GCN2,
inibindo a atividade de GCN2 e estimulando a traducdo. Através de pesquisas em bancos de dados
utilizando o cBioPortal, observamos que em adenocarcinomas de pancreas, existem altera¢des nos
genes que codificam IMPACT, GCN1 e GCN2 em uma porcentagem significativa de casos. No Brasil,
este tumor é responsavel por cerca de 2% de todos os tipos de cancer diagnosticados e por 4% do
total de mortes por cancer. Devido a natureza agressiva da doenca e ao diagndstico tardio, a
maioria dos pacientes apresenta o cancer localmente avancado ou metastdtico, possuindo uma
alta taxa de mortalidade e sobrevida de 5 anos menor que 7%. Portanto, desvendar mecanismos
moleculares associados a este tumor é de extrema importancia para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas. Utilizando um modelo celular de adenocarcinoma de pancreas, nocaute
para IMPACT, realizamos ensaios funcionais. elF2 foi mais fosforilado pelas linhagens nocautes na
avaliacdo por estresse a UV, mas ndo para privacao de leucina. Além disso, células nocautes
também apresentaram menor capacidade de formar col6nias independentemente de ancoragem,
e menos formac¢dao tumoral nos ensaios em vivo, além de apresentarem menor capacidade de
formar e manter estruturas 3D avaliadas no ensaio de esferoides e adesdo. A partir da avaliacdo
dos Tissue Micro Arrays (TMAs), tumores primarios apresentaram maior quantidade de IMPACT
guando comparados com tumores metastaticos e tecido normal. Interessantemente, tanto no
TMA quanto nas linhagens celulares foram observados granulos de IMPACT tanto no nucleo
guanto no citoplasma e associados a proteinas caracteristicas de granulos de estresse e proteinas
do nucléolo. Diante dos resultados encontrados, podemos concluir que a proteina IMPACT pode
ter atuacdo no ciclo celular além de fazer parte de granulos de estresse. Além disso, levanta-se a
hipdtese que pode atuar em dois momentos na progressao tumoral: um primeiro momento onde
a superexpressao favoreceria a sobrevivéncia do tumor e um segundo momento onde a
diminuicdo de IMPACT facilitaria a metastase. Portanto o estudo dessa proteina pode melhorar o

entendimento ndo sé dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento e progressdao do



Adenocarcinoma de Pancreas, mas também de processos bioldgicos relacionados com outros

tumores e até mesmo outras doencgas. [Tese] Sdo Paulo, Fundagdo Anténio Prudente, 2021.



ABSTRACT

B. Bellis, A.Oliveira , M. D Begnami, H. C. Freitasm, V. R. Martins, M. Roffé e G. M. Hajj. One of
the main control points for the translation of mRNAs occurs through the phosphorylation of the
alpha subunit of the translation-initiating factor elF2 (elF2a), which leads to the inhibition of
general protein synthesis. GCN2 is one of the elF2a kinases that responds to amino acid depletion
and UV radiation, phosphorylating elF2a na d inhibiting general translation. Its activity depends on
binding with the GCN1 protein. The IMPACT protein also interacts with GCN1, competing for the
GCN1-GCN2 binding, inhibiting GCN2 activity and stimulating translation. Through database
searches using cBioPortal, we observed that in pancreatic adenocarcinomas, there are alterations
in the genes encoding IMPACT, GCN1 and GCN2 in a significant percentage of cases. In Brazil, this
tumor is responsible for about 2% of all types of cancer diagnosed and for 4% of all cancer deaths.
Due to the aggressive nature of the disease and the late diagnosis, most patients have locally
advanced or metastatic cancer, having a high mortality rate and a 5-year survival of less than 7%.
Therefore, unraveling molecular mechanisms associated with this tumor is extremely important
for the development of new therapeutic approaches. Using a cellular model of pancreatic
adenocarcinoma, knockout for IMPACT, we performed functional assays. elF2 was more
phosphorylated by the knockout strains in the UV stress evaluation, but not for leucine
deprivation. In addition, knockout cells also showed less ability to form colonies regardless of
anchorage, and less tumor formation in in vivo assays, in addition to showing lower ability to form
and maintain 3D structures evaluated in the spheroid and adehesion assays. From the evaluation
of Tissue Micro Arrays (TMAs), primary tumors showed a higher amount of IMPACT when
compared to metastatic tumors and normal tissue. Interestingly, both in TMA and in cell lines,
IMPACT granules were observed both in the nucleus and in the cytoplasm and associated with
proteins characteristic of stress granules and nucleolus proteins. Given the results found, we can
conclude that the IMPACT protein can act in the cell cycle in addition to being part of stress
granules. Furthermore, it is hypothesized that it may act in two moments in tumor progression: a
first moment where overexpression would favor tumor survival and a second moment where the
IMPACT decrease would facilitate metastasis. Therefore, the study of this protein can improve the
understanding not only of the mechanisms involved in the development and progression of
Pancreatic Adenocarcinoma, but also of biological processes related to other tumors and even

other diseases [Tese] Sdo Paulo, Fundacdo Antbnio Prudente, 2021.
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1.Introducao

1.1 Adenocarcinoma Pancreatico

O adenocarcinoma pancreatico corresponde a quarta principal causa de morte por cancer no
mundo ocidental com taxas de sobrevivéncia de aproximadamente 5 anos menores do que 7% .
Comparada com outros tipos de cancer, a incidéncia do adenocarcinoma pancredtico é muito
menor, entretanto, este possui alta mortalidade ©. Sua incidéncia anual global é de
aproximadamente 8/100.000 variando bastante entre paises e dentro de um mesmo pais @. Além
disso, as projec¢des indicam este cancer como provavel segundo maior causador de mortes em
2040 nos Estados Unidos, atrds somente do cancer de pulmao . No Brasil é responsdavel por 2%
de todos os canceres e por 4% das mortes por esta doenga, sendo projetado como o causador de
80 mil mortes de 2025-2029 e,

O pancreas é uma glandula que apresenta duas fungdes principais: producao de insulina, e de
enzimas digestivas. Se divide em cabeca, colo pancreatico, corpo e cauda (colada ao baco) (Figura
1) @. O tipo tumoral mais comum neste 6rgdao é aquele que se origina do tecido glandular,

correspondendo a 90% dos casos diagnosticados.

Pancreatic

Na grande maioria dos casos o local afetado é a Head of did il

Common bile duct pancreas

cabeca. O desenvolvimento desse tipo de cancer é
mais comum a partir dos 60 anos de idade e afeta cloas .

s \
mais os homens do que as mulheres .

Entre os fatores de risco, o uso de tabaco
aparece como um fator importante, contribuindo
com 25% dos casos ¢, aumentando em trés vezes Small infestine

(duodenum)
o risco no desenvolvimento da doenca. Além
disso, o grupo de pessoas que sofrem de pancreatite ~ Figura 1. Pancreas. Anatomy medicine.
cronica ou de diabetes mellitus de inicio tardio (a partir dos 50 anos), submetidas a cirurgias de
ulcera no estdbmago ou duodeno, que sofreram retirada da vesicula biliar, bem como com histérico
familiar de cancer tém mais chances de desenvolver a doenga .,

Os sintomas podem ser confundidos com sintomas relacionados a outras doengas. Se iniciam

leves, de forma gradual com desconfortos e dores na regido epigastrica, as vezes irradiando para a



regido das costas, perda de peso, mal-estar, ndusea e fadiga, sendo que a ictericia estd relacionada
apenas com o desenvolvimento tumoral na cabega do pancreas devido a compressdo do ducto de
bile o,

As metastases ocorrem principalmente no pulmdo e figado, sendo que pacientes com
acometimento linfonodal apresentam principalmente recorréncia pulmonar, enquanto pacientes
com elevado IMC apresentam principalmente recorréncia no figado «.

A causa de tantas mortes, portanto, é devido a dificuldade de diagndsticos precoces e

precisos, auséncia de tratamentos efetivos e por ser um cancer extremamente agressivo.

1.2 Tratamento

Atualmente a maior parte dos pacientes acaba morrendo em decorréncia de metastases que
ocorrem no figado, pulmao ou regiao peritoneal @,

Mesmo baixas, as chances de cura existem se a doencga for descoberta na fase inicial, nesses
casos o mais indicado é a cirurgia com retirada do tumor. Entretanto, mais de 90% dos individuos
sdo diagnosticados tardiamente e ja se encontram em estado avancado da doeng¢a ou com quadro
metastatico, enquanto somente 10% dos casos sao descobertos em estagio inicial e podem ser
elegiveis para cirurgia v,

Os procedimentos de radioterapia e quimioterapia, associados ou n3ao, também podem ser
utilizados para reducdo do tamanho do tumor exdécrino (mais comum) e alivio dos sintomas. O
tratamento de quimioterapia pode ser ministrado utilizando dois ou mais medicamentos em
conjunto.

Como primeira linha de tratamento, os esquemas de tratamento utilizados atualmente sao
Folfirinox (composto de 4 farmacos: acido folinico, fluorouracila, irinotecano e oxaliplatina) ou
Firinox (composto de fluorouracil, irinotecano e oxaliplatin) e Gencitabina em pacientes sem
limitagdes clinicas. Nos Estados Unidos, como 60% dos pacientes normalmente apresentam algum
tipo de comorbidade associada ao quadro oncoldgico, sdo alocados para um segundo grupo de
tratamento onde a quimioterapia monoterapia com Gencitabina ou combinada com Nabpaclitaxel
¢ indicada “. Para a segunda linha de tratamento ndo hd um padrdo, sendo levado em

consideracao o estado geral do paciente.



O marcador mais utilizado é o CA19.9 (antigeno carboidrato 19.9) secretado pelo pancreas,
correlacionado com os niveis de cholestasis e bilirrubinas e diretamente relacionados também
com o peso tumoral. Apresenta uma sensitividade de 80% e especificidade de 82-90% wa.

Tanto para tratamentos convencionais quanto para novas propostas terapéuticas, alguns
grupos apresentam respostas positivas, entretanto, a maioria deles ja se apresentam resistentes
aos tratamentos ou acabam se tornando resistentes com o passar do tempo.

A resisténcia as drogas se da pela plasticidade pronunciada das células do cancer de pancreas,
permitindo que elas mudem entre estados fenotipicos e selecionem clones celulares resistentes a
terapia ©. Para pacientes com metdstases e que apresentam limitacdes relacionadas a
comorbidade e que apresentam contraindicacdes ao tratamento ativo, existem somente

alternativas paliativas, a fim de melhorar a qualidade de vida com a coloca¢do de endo préteses «.
1.3 Classificagao Tumoral

A classificagao tumoral descreve a extensdo da enfermidade no momento do diagndstico e é
um dos fatores mais importantes para selecionar as opc¢des de tratamento e predizer um
diagndstico para o paciente.

O sistema empregado com maior frequéncia para a classificacdo tumoral é o TNM do
American Joint Committee on Cancer (AJCC) (Tabela 1) que classifica o tamanho do tumor, sua

propagacao em ganglios linfaticos e indica se ele estd em processo de metastases.

Tabela 1. Classificagdo TMN da American Joint Committee on Cancer (AJCC) para cancer de pancreas 28

Estagio Grupo de
Descri¢dao do estadiamento
AJCC estadiamento

O cancer estd confinado as camadas superiores das células do

ducto pancreatico e nao invadiu tecidos mais profundos. Nao se

0 Tis/NO/MO
espalhou para fora do pancreas. Nao se espalhou para os nddulos
linfaticos proximos (NO) ou para locais distantes (MO).
O cancer esta confinado ao pancreas e ndo é maior que 2 cm (T1).
Al T1/NO/MO Ndo se espalhou para os nédulos linfaticos préximos (NO) ou para

locais distantes (MO)
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T2/NO/MO

T3/NO/MO

T1/N1/MO

T2/N1/MO

T3/N1/MO0

T1/N2/M0

T2/N2/M0

T3/N2/M0

T4/Qualquer
N/MO

O cancer estd confinado ao pancreas e é maior que 2 cm, mas nao
mais que 4 cm (T2). Ndo se espalhou para os nddulos linfaticos
proximos (NO) ou para locais distantes (MO).

O cancer esta confinado ao pancreas e é maior do que 4 cm de
diametro (T3). Nao se espalhou para os nddulos linfaticos préximos
(NO) ou para locais distantes (MO).

O cancer estd confinado ao pancreas e ndao é maior que 2 cm (T1) E
se espalhou para ndo mais que 3 linfonodos préximos (N1). Ndo se

espalhou para locais distantes (MO0).

O cancer estd confinado ao pancreas e é maior que 2 cm, mas nao
mais que 4 cm (T2) E se espalhou para ndao mais que 3 linfonodos

proximos (N1). Ndo se espalhou para locais distantes (MO).

O cancer estd confinado ao pancreas e tem mais de 4 cm de
didametro (T3) E se espalhou para ndo mais que 3 linfonodos
proximos (N1). Ndo se espalhou para locais distantes (MO).

O cancer é confinado ao pancreas e nao é maior do que 2 cm (T1) e
se espalhou para 4 ou mais linfonodos préoximos (N2). Ndo se

espalhou para locais distantes (MO).

O cancer estd confinado ao pancreas e é maior que 2 cm, mas nao
mais que 4 cm através (T2) E se espalhou para 4 ou mais linfonodos

proximos (N2). Ndo se espalhou para locais distantes (MO).

O cancer estd confinado ao pancreas e tem mais de 4 cm de
didametro (T3) E se espalhou para 4 ou mais linfonodos préximos
(N2). N3o se espalhou para locais distantes (MO).

O cancer estd confinado ao pancreas e tem mais de 4 cm de
didmetro (T3) e é espalhado para 4 ou mais linfonodos préximos

(N2). Ndo é espalhada por locais distantes (MO0).



O cancer se espalhou para locais distantes, como o figado, o

Qualquer peritdbnio (o revestimento da cavidade abdominal), pulmdes ou
v T/Qualquer 0ssos (M1). Pode ser de qualguer tamanho (qualquer T) e pode ou
N/M1 nao ter se espalhado para os nddulos linfaticos préximos (qualquer

N)

1.4 Genética e plasticidade tumoral

Cada tumor apresenta, além das alteragdes mais frequentes, muitos outros eventos
genéticos, fazendo do cancer de pancreas uma das doencgas malignas geneticamente mais diversas
e heterogéneases,

Nos ultimos 10 anos, o conhecimento sobre a progressdao molecular do cancer de pancreas
aumentou, transformando esta malignidade em um dos tumores geneticamente mais bem
caracterizados e levando a criacdo de um modelo de progressio baseado em evidéncias
histopatoldgicas, clinicas e genéticas.

O desenvolvimento de pancreatite se destaca como um dos fatores de risco mais importantes
no desenvolvimento de cancer de pancreas. Ela se caracteriza como uma condi¢ao inflamatdria
gue é gerada por uma falha na inibicdo das enzimas digestivas produzidas pelo pancreas podendo
levar a um comprometimento da parte exdcrina do 6rgdo e até a uma insuficiéncia pancreatica.
Essa condicdo pode se iniciar durante a infancia de um individuo e acompanha-lo até a vida adulta.
As alteracOes genéticas comumente responsaveis pela pancreatite sio normalmente encontradas
em um ganho de func¢do no gene PRSS1 que codifica para uma tripsina, uma enzima digestiva
normalmente sintetizada pela porgdo exdcrina do péancreas e alteragdes no gene SPINK1
responsavel pela codificacdo de um inibidor de tripsina, além disso alteracdes menos frequentes
em outros genes também podem auxiliar no desenvolvimento da pancreatite como CFTR e CASR
(29),

No processo de desenvolvimento do cancer de pancreas em um primeiro momento as
alteragcbes genéticas encontradas geram instabilidade genémica durante a recombinagdo
homadloga como BRCA1 e BRCA2 = por exemplo, possibilitando a geragao de outras mutagdes em

genes importantes, tanto oncogenes como genes supressores de tumor, relacionados com outros



processos celulares como proliferacdo celular, remodelamento do citoesqueleto, vias de apoptose,
controle de danos do DNA, diferencia¢do celular e manuten¢dao de homeostase por exemplo © o,
Um dos genes normalmente afetados e relacionados com algumas dessas vias é o KRAS, um
oncogene cujas mutagdes estao presentes em aproximadamente de 92% a 95% dos tumores
avaliados 0, colocando esse gene como protagonista no desenvolvimento desse tipo de tumor ja
que esta associado a diversas vias importantes para a sobrevivéncia e desenvolvimento tumoral
como a via glicolitica, metabolismo de lipideos «. Embora as alteragdes em KRAS sejam
encontradas com tanta frequéncia no tumor, quase sempre s3ao encontradas no PAIN, que
corresponde a uma escala de lesdo anterior a tumoral, indicando que mutac¢des nesse gene
podem ser consideradas como pioneiras no evento de transformacdo maligna . Além disso,
SMAD4, relacionado com a via de TGFpB, associada ao crescimento celular, diferenciacdo e
manutencdo da homeostase celular, pode apresentar alteracdes em 55% dos casos avaliados,
TP53, um supressor tumoral responsavel pela resposta ao estresse gerando dano no DNA pode ser
encontrado em 85% dos casos e CDKN2A, um importante supressor tumoral, aproximadamente
em 90%. A tabela 2 apresenta as alteragdes genéticas mais frequentemente encontradas em

tumores pancreaticos.

Tabela 2. Genes frequentemente encontrados mutados em adenocarcinoma pancreatico (0

Pathway Genes targeted Preval in M D q Evolutionary
pancreatic cancer (%) effect of occurrence’
RAS-ERK * KRAS =45 Activating » Ligand-dependent RTK growth Stage1or2
signalling * BRAF .5 independence
* Immunosuppression
* Metabolic reprogramming
* Protein scavenging
G1/Stransition = CDKN2A =90 Inactivating Loss of G1/S checkpoint Stage 1or2
* APC2 *<5
*CHD1 *<5
* FBXWY? =<5
DNA damage «TP53 * 80-85 Gainoffunction  * Loss of G1/5 checkpoint Stagelor2
response *ATM o< (TP53 ooly) or » Loss of G2/M checkpoint
* Numerous others *<5each inactivating » Resistance to apoptotic signals
TGFpsignalling = SMAD4 *55 Inactivating * Loss of homeostatic mechanisms ~ Stage 2
= TGFBR1 *5-10 * Loss of expression of genes
= TGFBR2 «5-10 co-regulated by TGFf and p53
* ACVR1B =<5
* SMAD3 <5
Epigenomic * ARIDIA <10 Inactivating Inability to disrupt histone-DNA Stage 2 or3
reprogramming  *ARID18 <10 contacts within nucleosomes
(SWI/SNF) * ARID2 <10
* PBRM1 .5
* SMARCA2 *5
* SMARCA4 .5
Epigenomic *KMT2C <10 Inactivating Reduced H3K4 methylation Stage 2 or3
reprogramming = KM72D <10
(KMT2) * KMT2A <10
Cell stress MKK4 <5 Inactivating * Loss of INK signalling Stage 2
response » Perturbed TLR signalling
Axonal * ROBO1 5 Inactivating Altered cellular migration Stage2or3
quidance * ROBO2
«SUT
RNAsplicing S§F3B1 ~10 Altered * Disruption of Polycomb repressive  Stage 2 or 3
function complex binding to HOX genes
» Altered pre-mRNA splicing
Homophiliccell «PCDH15 10 Inactivating Calcium-dependent cell adhesion  Stage 2 or3
adhesion * Numerous others <5each within the cadherin superfamily



Além disso, os tumores de pancreas apresentam complexas aberra¢des estruturais
cromossomais como ganhos e perdas em regides que normalmente estdo associadas a oncogenes
e supressores de tumor como MYC, p16, p53, SMAD4 e AKT2 wass,

Interessantemente, as alteragGes genéticas contribuem para o desencadeamento de diversas
caracteristicas que favorecem o desenvolvimento tumoral mesmo em condi¢cdes muito adversas
nas quais as células tumorais de pancreas crescem conferindo enorme plasticidade ao tumor.

Tumores de pancreas apresentam grande dificuldade para obtencdo de nutrientes do meio,
assim como alto grau de hipoxia, uma vez que, apresentam uma pobre vascularizagao «. Para
contornar os problemas relacionados a falta de nutrientes alteragdes em uma familia de fatores de
transcricdo chamada MIT/TFE e em mTORCI, responsavel pelo inicio do processo de tradugdo
geral e RAS, que atua upstream na via de mTORC podem ser encontradas favorecendo vias de
autofagia e macropinocitose “. No caso da hipoxia alteracdes na expressdo de HIF1 favorecem o

crescimento tumoral e estd associado a pacientes com baixa sobrevida ),
1.5 Controle de Tradugao de mRNAs

A traducdo é o processo pelo qual a

2
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é o inicio da traducdo, que é definido por dois eventos: a formacdo do complexo elF4F, composto
pelos fatores de inicio de tradugao eucarioticos (elFs) elF4G, elFAE e elF4A que auxilia a ligagao
complexo ribossomal 43S ao cap v, e a formagdo do complexo de pré-iniciagdo 43S (PIC43S) uoue,
O PIC43S é composto pelos fatores elF1, elF3, elF5, a subunidade 40S do ribossomo e o complexo
ternario (Figura 2).

Uma das vias de controle do processo de inicio da tradugdo é a via de PI3K/Akt/mTORC1. A
ativacdo da via de mTORC1 ocorre a partir do reconhecimento de fatores de crescimento por
receptores Tyr Kinases e receptores acoplados a proteina G que ativam as vias de PI3K-AKT e Ras-
ERK promovendo a traducdao de mRNAs dependentes de cap, favorecendo o crescimento e
proliferacdo celular «-2 (Figura 3). A regulacdo da sintese proteica é promovida por mTORC1
através da fosforilagdo de 4E-BP. Essa proteina apresenta uma funcdo inibidora quando nao esta
no seu estado fosforilado, impedindo que elF4E se ligue a elF4A e elF4G para formar o complexo
elF4F e dar inicio ao processo de tradugdo ». Ao ser fosforilada na via de mTORC1, 4E-BP
disponibiliza elF4E para formar o complexo elF4F, que se associa ao complexo ternario formando o
complexo traducional de pré-iniciacao 48S, dando inicio a traduc¢do e favorecendo a traducdo de
mRNAs dependente de cap «:2. Além de fosforilar 4E-BP, mTORC1 também tem como alvo as
proteinas S6Ks que quando inativadas permanecem ligadas ao complexo elF3. Ao ser recrutado
mMTORC1 fosforila a kinase S6 que se dissocia do complexo elF3 permitindo que ambas as proteinas

se liguem a regidao 5'"UTR (Figura 4).
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Figura 4: Esquema explicando a relagdo de mTORC-1 com a fosforilagdo de 4E-BP e S6K1. Ao fosforilar as duas proteinas, o

complexo elF3-mTORC1 e elF4F podem se associar e dar prosseguimento ao inicio do processo de tradugdo 2.

Outra via de controle da traducdo ocorre na resposta ao estresse. O complexo ternario,
formado por elF2 associado ao Met-tRNAi e GTP e é responsdvel pela entrega do tRNA de
metionina para a subunidade 40S do ribossomo. Para iniciar o processo de traducdao o complexo
elF4F ja formado recruta o complexo de pré-iniciagdo 43S que pode entdo se ligar ao cap
localizado na regido 5’'UTR do mRNA e iniciar a varredura em busca do primeiro cédon de
iniciacdo, onde o ribossomo sera posteriormente montado para o inicio da formacado da proteina

w (Figura 5).
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Quando o primeiro AUG é localizado, o GTP de elF2 é hidrolisado e sofre uma alteracdo
conformacional diminuindo a sua afinidade pelo Met-tRNAI, sendo entdo liberado da maquinaria

de traducdo. elF2B catalisa a reacdo de

Active elF2a kinases

G

reciclagem de GDP para GTP em elF2,
habilitando-o para ser utilizado em outra

Inactive elF2
rodada de tradugdo <= (Figura 5).

elF2 apresenta 3 subunidades: a, B e

)™ — =
y. A fosforilagdo do residuo de Ser51 do
elF2a é um evento regulatdrio altamente
conservado evolutivamente e ativado em  Adiveel2
resposta a diversos tipos de estresses

que resulta na inibicao da tradugdo geral

dependente de cap, inibindo a entrega do ast
Met
iniciador Met-tRNAi para o complexo de 43S preinitiation A

complex formation @
iniciacdo w (Figura 5). 408

)

O bloqueio da sintese proteica é uma
Figura 5. Modelo do processo de fosforilagao do elF2a (6

estratégia utilizada pela célula em
situacdes de estresse para poupar energia e prevenir possiveis erros nos processos de traducao.
Concomitantemente com esta inibicdo global da traducdo, a fosforilacdo do elF2a melhora a
traducdao independente de cap de mRNAs que apresentam ORFs “upstream Open Reading
Frames” w1 e expressdo de genes relacionados a via e ATF4 que estdo associados a resposta de
adaptacdo ao estresse us),

Alguns estudos também evidenciam o papel da fosforilacdo de elF2a e resposta ao estresse
no desenvolvimento tumoral, ligado principalmente com a via de apoptose. Y Teng e seu grupo
demonstraram, por exemplo, que a desfosforilacdo do elF2a melhora a apoptose induzida por TNF
related apoptosis-inducing ligante (TRIAL) um indutor de apoptose, portanto a manutencdo da
fosforilagdo através de drogas pode potencializar a morte de células de tumores hepaticosus,

Outro estudo demonstrou que células que apresentam elF2a mutado que ndo pode ser
fosforilado transforma malignamente células NIH 3T3 enquanto a fosforilagdo sustentada induz
apoptose =, Portanto, com o bloqueio da fosforilacdo do elF2a, a célula cancerigena manteria a

traducao mesmo em condicdes de estresse e inibiria parte das vias de controle celular e apoptose,
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acionadas pela fosforilagdo do elF2a e traducdo de mRNA especificos que ndo sdo favorecidos no
processo de traducdo principal, podendo dessa forma crescer e se proliferar.

A fosforilacdo de elF2a é mediada por quatro proteinas kinases em mamiferos: PKR (responde
aos RNAs dupla fita resultantes de infecgdo viral), GCN2 (responde a falta de aminoacidos, tRNAs
descarregados w, inibicdo do proteassoma e irradiacdo UV), HRI (resposta a falta de heme) e PERK
(relacionada com a detecgao de proteinas mal dobradas no reticulo endoplasmatico) ues,

A fosforilacdo de elF2a por GCN2 em resposta a falta de aminoacidos, infeccdo viral ou
radiacdo UV ws ), requer a ligagdo de GCN2 com a proteina GCN1, através de um dominio RWD e
2, Um dos mecanismos de controle da atividade de GNC2 foi descrito pelo nosso grupo. A unido de
GCN2 a GCN1, necessaria para sua ativacao, pode ser competida pela proteina IMPACT us 172
(Figura 6).

O nome IMPACT (IMPrinted and AnCienT) provém do gene Impact ser impresso (“imprinted”)
em camundongos @ e de apresentar sua regido C-terminal extremamente conservada, que
contém o dominio “Ancient Domain”, presente em proteinas bacterianas e com funcdo de
endonuclease &n. Na por¢cdao N-terminal de IMPACT, existe um dominio RWD altamente homdlogo
aquele presente em GCN2, que apresenta uma regido chamada de Gl e que é a principal
responsavel pela ligacdo de ambas as proteinas com GCN1 e, Assim, IMPACT é capaz de interagir
com a proteina GCN1, o que sugere um modelo no qual IMPACT seria capaz de competir com

GCN2 pela unido a GCN1, resultando na incapacidade de ativacdo de GCN2e,

GCN1 GCN1
N— ) - IMpACT
GCN2

.

®

’ ﬁ Traducdo

Figura 6: llustragdo explicando o a relagdo entre IMPACT, GCN1 e GCN2 e a agdo dessas proteinas no processo do inicio de

tradugdo.
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De fato, foi demonstrado que a superexpressdo de IMPACT é capaz de inibir a fosforilacdo de
elF2a e a sua resposta “downstream”. Trabalhos anteriores mostraram que a superexpressao de
IMPACT em fibroblastos de camundongos (MEFs) inibem a atividade do GCN2 em condi¢des de
falta de leucina, podendo promover a tradugdo pela manutengao de baixos niveis de GCN2 ativa,
resultando em niveis mais baixos de fosforilacdo do elF2a e consequentemente aumentando o
inicio da tradugdo w.

Em camundongos nocaute para a proteina IMPACT houve aumento da fosforilacdo de GCN2 e
consequentemente do seu substrato elF2a, ja em camundongos nocautes para GCN2 a
fosforilagdo de elF2a se tornou muito menor do que camundongos normais « <, mostrando que
IMPACT apresenta uma funcdo de inibidora nesta via. Dessa forma, mesmo em condicdes de
estresse por falta de aminoacidos, a presenca de IMPACT pode manter o processo traducional
ativo.

Além da fungdo na via de GCN2, IMPACT também apresenta outras atividades independentes
de GCN2. Em leveduras, a falta de Yihl sua homologa, fez com que as células se acumulassem na
fase G2/M do ciclo celular, além de ser precipitada juntamente com Cdc28, a Unica Cdk
responsavel pelo controle do ciclo celular em leveduras e ortélogo a CDK1 em mamiferos.
Interessantemente IMPACT também foi imuno-precipitada juntamente com CDK1 estando ligado
ao seu dominio RWD s,

Preferencialmente expressa no sistema nervoso, principalmente na regido do hipotalamo,
IMPACT apresenta uma funcao importante na regulacdao da homeostase, camundongos nocautes
para IMPACT apresentaram diminuicdo da fosforilagdo STAT3 nesta regido do cérebro de forma
independente de GCN2, sugerindo que IMPACT esteja envolvido na sensibilidade do cérebro a
mudancas nos niveis de leptina, responsavel por ativar a via de STAT3 s,

IMPACT também foi relatado apresentando a funcdo de nuclease, mais especificamente
DNAse, a qual depende da presenca de ions metdlicos para exercer essa funcdo, uma vez que foi
sugerido que o dominio Ancient é similar ao dominio RNAse PH conhecido por se ligar a acidos
nucléicos, portanto pode ser considerado uma proteina com atividade enzimatica « . Além disso,
Yih1, em leveduras apresenta atividade relacionada com proteinas do citoesqueleto, uma actina
monomérica que auxilia no seu desempenho em impedir que GCN1 se ligue a GCN2 «wess, quando

associada a actina, se torna inativa e ndo pode competir com GCN2, quando esta livre da ligacdo
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com a actina monomérica passa a ser ativada e capaz de se ligar a GCN1, impedindo a fosforilagdo
de elF2 @ess,

Por outro lado, foi demonstrado que GCN2 pode ser localizado tanto no citoplasma quando
no nucléolo de forma independente da sua relagdo com elF2, demonstrando que esta proteina
pode apresentar funcdes diferentes daquelas descritas até o momento. Sabe-se que a regido
nucleolar apresenta uma fungdo importante no monitoramento de resposta a estresse por meio
da ativacdo da via de p53. Em condicdes nas quais ha falta de GCN2, foi observado um aumento na
expressao de p53, sem serem observadas alteragbes nos niveis de mRNA dessa proteina,
indicando que a regulacdo da expressdao de p53 pode ocorrer de forma pds transcricional e
mostrando que a perda de GCN2 ativa a via de p53 por inducdo de estresse nucleolar e,

Uma vez que a ativacdo de GCN2 acontece com a ligagdo de GCN1, e IMPACT esta
intimamente relacionada com esse processo, uma alteracdo nos niveis da proteina IMPACT
poderia gerar também mudangas no processo de resposta a estresse pela via de p53 e p21 (de
forma direta ou indireta a via de p53).

Recentemente Ching e seu grupo e realizaram uma andlise bioinformatica de dados de
sequenciamento de RNA provenientes do TCGA (The Cancer Genome Atlas) para amostras
oncoldgicas e do GTEx (Genotype-Tissue Expression Project) para amostras ndo oncolégicas. Em
tumores de prostata a expressdao de IMPACT apresentou alta correlagdo com varios genes
relacionados a via de resposta a falta de aminodcidos como EIF2AK4 (GCN2), o que eu ja era
esperado pelo fato de IMPACT estar relacionada com a ativacao de GCN2 através da sua ligacao
com GCNI1. Interessantemente, a expressdo de MTOR e RPS6KB1 também se apresentaram
correlacionadas com a expressdo de IMPACT, o que ndo pode ser observado em amostras normais
de tecido da prostata. Portanto, IMPACT pode apresentar alguma relacdo funcional mais direta
com a via de mTORC ainda ndao descoberta, ou essa relacdo pode ser estabelecida de forma
indireta, uma vez que a expressdo de IMPACT também se apresentou inversamente proporcional a
expressao de genes relacionados a resposta de estresse como ATF4 e DDIT3, ja que a expressao
desses genes é um resultado da fosforilacdo de elF2 cs,

Como a ativacdo de mTORC, apds o estresse se da devido a expressdo prejudicada de ATF4 e
outros genes relacionados a essa resposta ao estresse ou, IMPACT poderia estar atuando
indiretamente na atuacdo da via de mMTORC impedindo a fosforilacgdo de elF2 e o

desencadeamento de uma resposta ao estresse.
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Realizando uma pesquisa no portal cBioPortal sobre alteracdes génicas (delecdes profundas,
amplificagcdes ou mutagdes) em IMPACT, GCN1 e GCN2 e observamos que o adenocarcinoma de
pancreas aparece em primeiro lugar no nimero de alteracdes apresentadas. Este fato é observado
em dois bancos de dados diferentes, do TCGA e da UT Sowthwestern. No banco de dados
proveniente da UT Southwestern Medical Center, 14% dos casos apresentam alteracdes em um ou
mais destes genes. As principais alteracdes encontradas sdo a delegao (8,3%) ou amplificagao
(6,4%) do gene de IMPACT. No banco de dados do The Cancer Genome Atlas (TCGA) foi observada
uma taxa de amplificagdo génica de IMPACT em 8,3% dos casos (Figura 7).Como o

Adenocarcinoma de Pancreas foi o tipo tumoral que mais apresentou altera¢des genéticas em

IMPACT, escolhemos este tipo de tumor para trabalhar.
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Figura 7. Grafico apresentando o resultado da busca de alteragdes génicas em IMPACT, GCN1 e GNC2 no cBioPortal. A)
Porcentagem de casos em que foram encontradas alteragdes génicas de IMPACT em diversos tipos tumorais. O adenocarcinoma
de pancreas aparece em primeiro lugar, considerando ainda dois bancos de dados independentes. B) Detalhamento das alteragdes

génicas encontradas dos dois bancos de dados. Pancreatic adenocarcinoma UTSW Pancreatic adenocarcinoma TCGA.

Uma alteracdo génica em um destes trés genes poderia levar a um desbalanco no controle
traducional que afetaria varios outros processos fisioldgicos. Por exemplo, uma amplificacdo de
IMPACT poderia levar a uma diminuicdo na ativacdo de GCN2, impedindo o bloqueio traducional
causado pela fosforilacdo de elF2a. Deste modo este projeto tem o objetivo de avaliar se podem
ser observadas alteracdes na expressao proteica de IMPACT, em adenocarcinomas de pancreas e
gual o impacto funcional dessas alteracdes para o processo de tumorigénese do pancreas.

Além disso, recentemente um estudo demostrou por andlise de dados de bioinformatica

provenientes de bancos de dados que a proteina IMPACT pode estar relacionada com mecanismos
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de resisténcia adaptativa de diversos tumores abordados na meta analise, permitindo que células
tumorais se tornem capazes de enfrentar ambientes estressantes ja que se encontra associado a
vias de resposta ao estresse como a via ativada por GCN2 e portanto, desvendar as interacdes e o
modo de acao da proteina também se apresentam como um objetivo promissor neste trabalho.

Durante o doutorado, o trabalho que haviamos proposto inicialmente se desdobrou em
duas grandes vertentes de estudo. Uma delas, que ja estava sendo realizada, relacionada a
experimentos que caracterizariam o comportamento das linhagens celulares alteradas
geneticamente para avaliar a funcdo de IMPACT na célula tumoral e outra relacionada a
localizagdo subcelular da nossa proteina de interesse. Por esse motivo, esta tese foi escrita
separando essas duas vertentes.

Primeiramente vamos expor os tépicos de material e métodos e resultados referentes as
alteragdes moleculares que induzimos nas linhagens celulares e os ensaios funcionais. Em um
segundo momento os mesmos topicos serdo abordados para mostrar nossos achados referentes
a co-localizacdo de IMPACT com outras proteinas. Esperamos que essa abordagem facilite a

leitura e a compreensado do caminho que percorremos até aqui.

2.0bjetivo

Este projeto tem o objetivo de avaliar se podem ser observadas alteracdes na expressdo
proteica de IMPACT no adenocarcinoma de pancreas e as consequéncias funcionais de alteracdes
de expressao dessa proteina no processo de tumorigénese do pancreas.

Os objetivos especificos deste projeto foram:

e Verificar em modelos celulares como a expressdao de IMPACT afeta a traducdao de mRNAs e
outros processos fundamentais da tumorigénese como proliferacdo celular, apoptose,
migracao, invasdo e formacao de colonias;

e Avaliar in vivo as diferengas no processo de formagao tumoral das linhagens nocautes para a
proteina IMPACT em comparagdo com a linhagem controle;

e Organizar uma coorte de casos de adenocarcinoma de pancreas cujo tecido tumoral

parafinado estivesse disponivel na instituicao;
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e Determinar a expressao de IMPACT, nestes casos de adenocarcinoma pancreatico;

e Avaliar a localizagdao subcelular de IMPACT em linhagens celulares de adenocarcinoma de
pancreas e nos tecidos tumorais parafinados disponiveis na instituicao;

e Avaliar a colocalizagdgo de IMPACT com outras proteinas relacionadas a formagdo de

granulos tanto no nucleo quanto no citoplasma.

3. Material e Métodos e Resultados

3.1 Parte | - Experimentos funcionais em linhagens celulares

3.1.1 Material e Métodos

3.1.1.1 Cultura celular
A partir das linhagens celulares de adenocarcinoma de pancreas disponiveis na instituicdo,
estdo sendo utilizadas neste projeto as linhagens comerciais ASPC-1, proveniente de uma
metastase (ascite) de uma mulher de 67 anos de idade e Mia PaCa-2, proveniente de um
carcinoma de pancreas de um homem de 65 anos. Ambas as células utilizam meio RPMI 10% soro
fetal bovino e para a linhagem Mia PaCa-2 foi utilizada um acréscimo de 2,5% de soro de cavalo

como recomendado pela fabricante.

3.1.1.2 Comparacao dos niveis de IMPACT nas linhagens celulares

Foram plagueadas 1,5x10° células de ambas as linhagens em placas de 35mm, apds os
devidos tratamentos as células foram lisadas e os niveis proteicos de IMPACT foram acessados
através da técnica de Western Blot. As amostras foram fracionadas em gel SDS-PAGE em
amperagem controlada. Apds a corrida, foi feita a transferéncia para membrana de nitrocelulose.
Apds a transferéncia a membrana foi bloqueada com TBST com 5% de leite por 1 hora. O
anticorpo primario de escolha foi colocado overnight, apds esse processo foi colocado o
anticorpo secundario acoplado a peroxidase (GE Healthcare) por 1 hora e a membrana foi

revelada com kit de quimiluminescéncia no equipamento (Uvitec Cambridge — Alliance LD2).
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3.1.1.3 Geragao de linhagens nocautes para o gene IMPACT

A inibicao de IMPACT foi realizada pela metodologia CRISPR-Cas9 que consiste na utiliza¢do da
endonuclease Cas9, guiada por pequenos RNAs guias (sgRNAs) até a regido de interesse no
genoma. ApOds a localizagao, a Cas9 quebra da dupla fita do DNA em um locus génico alvo. Apéds a
clivagem, a regido do genoma que foi danificada deve ser reparada por uma das duas vias de
reparo existentes na célula: juncdo de pontas ndo homdlogas ou recombinagdo homodloga. Na
auséncia de uma fita molde, as fitas sdo religadas por meio do processo de juncdo de pontas nado
homologas, que é caracterizado por gerar mutagGes sob as formas de inser¢do/delecéo (indel).
Portanto, este tipo de reparo utilizado pela célula, pode gerar nocautes, ja que as mutagdes indel
gue ocorrem em um éxon codificador podem levar a mutacdes de troca de fase de leitura e a
coddons de parada prematuros ws.

Foi utilizado o plasmideo contendo a endonuclease Cas9 e genes de resisténcia a puromicina e
ampicilina [pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (PX330) (Addgene ID: 42230)] (Figura 8). Nele,
foram inseridas as sgRNAs que guiaram a endonuclease Cas9 ao sitio de interesse no genoma da

célula.
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Com a finalidade de gerar células nocauteadas através do sistema CRISPR-Cas9, as guias
utilizadas no estudo foram desenhadas para terem como alvo os primeiros éxons do gene que
codificam a proteina IMPACT (gene IMPACT), sendo essa uma forma de romper com qualquer
possivel variante resultante de splicing que pudesse ser gerada pelo transcrito. Além disso, essa

estratégia previne que uma proteina truncada, ainda com alguma atividade, seja codificada. E
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importante mencionarmos que, neste trabalho, utilizamos o sistema CRISPR-Cas9 derivado de
Streptococcus pyogenes, que necessita de uma sequéncia PAM (do inglés, protospacer adjacent
motif) imediatamente posterior a sequéncia de DNA alvo, caracterizada, nesse sistema, pela
sequéncia 5'-NGG. Dessa forma, os sgRNAs utilizados no estudo foram gerados a partir da
ferramenta disponivel online em http://crispr.mit.edu/. Nele, como entrada, é inserida a
sequéncia de nucleotideos de DNA da regido do genoma que vai ser editada. A ferramenta
fornece, entdo, uma lista de possiveis RNAs guias a partir da sequéncia de entrada, com valores de
especificidade (notas, ou scores), que refletem os efeitos off target da guia no genoma humano,
sendo esta nota o critério utilizado para a escolha das melhores guias (quanto maior a maior
score, menores as chances de que o sistema CRISPR/Cas9 altere sequéncias off target). Para o
gene IMPACT foram feitas as guias nomeadas de TOP (CACCGGGGACGCAGGGAGCGACCAG) e BOT
(AAACCTGGTCGCTCCCTGCGTCCCC).

Os plasmideos confeccionados foram transfectados nas células ASPC-1 e Mia PaCa-2
utilizando-se Lipofectamina 3000® — Invitrogen (5ug de DNA, 5 ul de lipoamfectamina e 10 ul de
reagente em 1,5 mL de meio Opti-MEM®).

Foram desenhadas as seguintes condicoes de transfeccdo:

1. Sem plasmideo, controle de selegcao com puromicina;
2. Plasmideo vazio, ou controle sem sgRNA;
3. Plasmideo alterado, contendo as sgRNA para localizagao do gene IMPACT

A transfecc¢ado foi realizada de acordo com o protocolo do reagente e o meio de cultura foi
trocado no dia seguinte. Decorridas 24h, as células da linhagem Mia PaCa-2 foram tratadas com
2,5ul de puromicina (1 mg/mL) e as células da linhagem ASPC-1 foram tratadas com 3ul de
puromicina (1 mg/mL) para sele¢do das células contendo o plasmideo. O tempo total de selecdo
foi de 6 dias, sendo o meio contendo antibidtico trocado a cada 2 dias. Apds a selecdo com
puromicina, as células foram cultivadas por 24h em meio normal de cultivo para recuperacao e,
entdo, 500 células de cada condicdo foram plaqueadas em uma placa de 100 mm, que foi deixada
em estufa Umida a 379C até que se formassem colOnias derivadas de uma unica célula (clone).
Apds o crescimento das colbnias por aproximadamente 10 dias, as col6nias individuais foram
coletadas e transferidas para uma placa de 24 micropogos com o auxilio de uma micropipeta.

Assim que cada colbnia atingiu 80% de confluéncia, os clones foram expandidos em placas cada
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vez maiores até que se atingisse quantidade suficiente de material para realizacdo de um extrato
proteico, utilizado para detectar os niveis de IMPACT por western blot.

Em paralelo, as células estavam sendo submetidas a protocolo de selecio com puromicina
para estabelecimento da sensibilidade ao antibidtico, que seria utilizado nos experimentos de
selecdo apds a transfeccdo com o plasmideo de interesse. Para a linhagem ASPC-1 padronizamos a

utilizagdo de 3pl de puromicina e para a Mia PaCa-2 2, 5ul, ambas a 1mg/ml.

3.1.1.4 Determinacao da fosforilagao da subunidade a de elF2
Para determinar a fosforilagdo da subunidade a de elF2 nas linhagens celulares, as células
foram submetidas a 2 tipos diferentes de tratamento:
e Estresse porirradiacdo de UV:
1,5x 10° células foram plagueadas em placas de 35 mm. No dia seguinte o meio de cultura foi
retirado e as células foram lavadas 2x com PBS 1x, o PBS foi retirado e as células foram submetidas
a 40 J de UV. Apés o tratamento, o meio de cultura convencional foi colocado e apds 30 minutos
de recuperacgao « o extrato foi feito para Western Blotting.
e Estresse por falta de leucina:
1,5x 10° células foram plagqueadas em placas de 35 mm. No dia seguinte o meio de cultura foi
retirado e as células foram lavadas com PBS 1x e o meio de cultura RPMI sem leucina com 10% de
soro fetal bovino dialisado foi adicionado. Apds os tempos de 3h e 6h os extratos para Western

Blotting foram feitos.

3.1.1.5 Curva de crescimento

Foram plaqueadas 8000 células de cada uma das linhagens celulares Mia PaCa-2 IMPACT ko e
Vazio e ASPC-1 IMPACT ko e Vazio em placas de 35 mm suficientes para serem contadas em
duplicata por 5 dias seguidos. Apds 72 horas do plaqueamento iniciou-se o primeiro dia de
contagem que foi realizada utilizando a cdmara de Neubauer, uma média da quantidade de células
de cada campo foi feita e o valor foi ajustado para o volume no qual as células foram
ressuspendidas. Os valores finais foram normalizados pelo valor inicial plagueado. O resultado foi

analisado pelo software GraphPad Prism.
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3.1.1.6 Ensaio de formacgao de colonia - Soft agar

Para determinar o crescimento de col6nias independentemente de ancoragem as células
foram plaqueadas sobre agarose ultrapura (Invitrogen). O plaqueamento das células alteradas e
seus respectivos controles foram feitos simultaneamente.

Primeiramente foi feito o revestimento da camada inferior com uma mistura de agarose 1%
com meio de cultura concentrado 2X (adicionado de Soro Fetal Bovino a 10% para a linhagem
ASPC-1 e Soro Fetal Bovino 10% + Soro de Cavalo 2,5% para a linhagem celular Mia PaCa-2), na
proporc¢do 1:1. Apds a deposicdo em placa 35mm de 1,5 ml dessa mistura de forma a minimizar o
depdsito de bolhas na agarose, as placas foram fechadas e deixadas a temperatura ambiente para
a solidificacdo da agarose. Apds o revestimento da camada inferior, foi iniciada a preparacdo da
camada superior na qual as células foram inseridas.

As células foram tripsinizadas, filtradas e contadas. Como o volume utilizado para o
revestimento superior também foi de 1,5 ml de uma mistura de meio de cultura concentrado 2X
(adicionado de Soro Fetal Bovino a 10% para a linhagem ASPC-1 e Soro Fetal Bovino 10% + Soro de
Cavalo 2,5% para a linhagem celular Mia PaCa-2) com agarose ultrapura 0,6%, cada pogo recebeu
0,75ml de meio de cultura contendo as células e 0,75 ml de agarose, portanto a concentracdo de
células foi diluida em uma proporc¢ao de 1:2. Neste caso para o plagueamento do numero correto
de células foi realizado um calculo de ajuste. Para a linhagem celular Mia PaCa-2 foram plaqueadas
1500 células e para a linhagem celular ASPC-1 foram plaqueadas 3000 células de modo a
minimizar a deposi¢cdo de bolhas na mistura. Apds o procedimento as placas foram fechadas para
gue a camada superior se solidificasse em temperatura ambiente por 30 minutos. Apds a
solidificacdo, 1 ml de meio de cultura concentrado 1x (adicionado de Soro Fetal Bovino a 10% para
a linhagem ASPC-1 e Soro Fetal Bovino 10% + Soro de Cavalo 2,5% para a linhagem celular Mia
PaCa-2) foi adicionado sobre o revestimento de agarose para impedir o ressecamento da agarose
e foi trocado semanalmente.

Apéds 21 dias, quando as col6nias chegaram ao tamanho adequado, o meio de cultura foi
retirado e foi adicionado 300ul da solucdo de tetrazdlio de nitro-azul por poco para corar as
colonias. As placas foram incubadas durante a noite a 37°C e no dia seguinte os pogos foram

fotografados.
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3.1.1.7 Modelo Xenotransplante Ectépico

Para este estudo, foram utilizados 3 camundongos NUDES para cada uma das linhagens
celulares pré-estabelecidas: ASPC-1 IMPACT ko e Vazio, Mia PaCa-2 IMPACT ko e Vazio,
totalizando 12 animais de ambos os sexos. Os animais foram produzidos e fornecidos pelo biotério
do A.C.Camargo Cancer Center.

ApOds as células terem alcangado a confluéncia total, foram contadas e ressuspendidas em
aliquotas de 100ul de solugdo PBS 1X estéril. Para cada animal foram utilizadas 1x10° us1s<1 células
implantadas ectopicamente no flanco dos animais. Apds o implante, os animais foram
monitorados periodicamente para a observacdao do crescimento tumoral. Quando os tumores
alcancaram um crescimento equivalente a 1cm3, os animais foram eutanasiados por
aprofundamento de anestesia, e os tumores foram removidos, mensurados e processados para
anadlise histoldégica. Os dados de tamanho do tumor e peso dos animais foram coletados
semanalmente. As laminas histoldgicas do tumor foram coradas com Hematoxilina-Eosina para
confirmar o tipo de tecido. O extrato do tecido tumoral foi feito e as amostras foram testadas em

Western Blott para garantir a linhagem celular injetada em cada animal.

3.1.1.8 Ensaio de migragao celular

Para realizar o ensaio de migracao celular, as variagdes nocautes e vazias das linhagens ASPC-
1 e Mia Paca-2 foram tripsinizadas, contadas, e 5x10° células foram plaqueadas em placas de 24
mm para garantir uma confluéncia maior do que 80%. No dia seguinte as células foram
submetidas a um tratamento com mitomicina na concentra¢do de 50ug/ml para a linhagem Mia
PaCa-2 e 60ug/ml para a linhagem ASPC-1 pelo periodo de 4 horas, para inibir a o processo de
divisdo celular e garantir que a observacgao final sera resultante do processo de migracao e ndo do
processo de duplicacdo celular, apds as 4h horas de tratamento, o meio de cultura convencional
foi adicionado as células. Apds o tratamento, utilizando uma ponteira de 200 pl com a ponta
perpendicular ao fundo da placa, foi realizado um risco de forma a retirar a camada de células
presente no local onde a ponta da ponteira foi passada. Neste mesmo dia, a regido riscada, foi
marcada e fotografada e as células da linhagem Mia PaCa-2 foram mantidas por 48 horas e as
células da linhagem ASPC-1 foram mantidas por 24 horas, ambas a 372C. Apds estes periodos, as
mesmas regioes foram fotografadas novamente para avaliar a movimentagao das células.

O ensaio descrito acima também foi realizado em condi¢cOes de estresse para ambas as

linhagens celulares e suas distintas condigdes (vazio e nocaute para a proteina IMPACT). Neste


https://pt.wikipedia.org/wiki/Hematoxilina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Eosina

22

caso o ensaio foi realizado nas mesmas condi¢des descritas no paragrafo acima, entretanto ao
invés do meio de cultura convencional contendo 10% de soro fetal bovino, o meio de cultura
utilizado foi RPMI sem leucina (Meio RPMI 1640 sem leucina - Cultilab) e soro fetal bovino
dialisado (Gibco — Ref: 26400-044). No momento do plagueamento as células estavam em meio de
cultura convencional. No dia seguinte apds terem aderido na placa o meio de cultura foi trocado
pelo sem leucina e a mitomicina foi adicionada de acordo com a linhagem celular. A partir deste
momento todo o ensaio foi realizado utilizando o meio de cultura sem leucina com soro fetal
bovino dialisado.

Utilizando o programa Imagel, as dreas foram quantificadas, a quantificacdao foi normalizada

utilizando o controle como referéncia.

3.1.1.9 Ensaio de viabilidade celular por MTT

O teste do MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]} é um teste
colorimétrico usado para avaliar a viabilidade celular. Desidrogenases mitocondriais, presentes
apenas em células metabolicamente vidveis, clivam o anel de tetrazélio, transformando-se de um
composto de coloragdo amarela em um composto de coloracdao azul escuro, chamado de
formazan {E, Z- 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan}, que sdo cristais insolUveis em
solugdes aquosas. Assim sendo, a producdo deformazan reflete o estado funcional da cadeia
respiratoria.

Para isso, 10.000 células de cada uma das linhagens pré-estabelecidas foram plaqueadas em
placas de 96-wells (Corning), em quintuplicatas. Para que o tratamento com radiacdo UV pudesse
ser realizado no mesmo dia do plagueamento, a placa foi tratada anteriormente com polilisina por
meia hora para facilitar a adesao das células.

Cada poco foi lavado duas vezes com PBS 1x e as células foram tratadas com diferentes
intensidades de radiacdo UV (56J, 84J, 168) e 258J). No dia seguinte foi adicionado a cada poco
20ul de MTT a 5 mg/mL. As placas foram incubadas por 4 horas a 372C em estufa com 5% de CO,.
Apds esse periodo, o meio de cultura foi removido e foram adicionados 200ul de solvente de MTT.
As placas foram cobertas com papel aluminio e permaneceram em agitacao no orbital shaker por
15 minutos. Em seguida, foram lidas as absorbancias através de em um comprimento de onda de
590nm com filtro de referéncia em 620nm, a fim de avaliar viabilidade celular apds o tratamento

com estas diferentes condi¢cGes propostas.
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Os resultados obtidos foram armazenados em um banco de dados em Excel para Microsoft®

e, posteriormente, transferidos para o software GraphPad Prism para a realizagdao das analises

estatisticas e elaboracao dos gréficos.

3.1.1.10 Ensaio de formagao de esferoides

Para avaliar um segundo aspecto do processo de transicao epitélio mesénquima, realizamos o

ensaio de adesao celular a partir da elaboragdo de esferoides de ambas as linhagens celulares.

Para a linhagem ASPC-1 IMPACT ko e Vazio utilizamos a metodologia de Hanging Drop

enquanto para a linhagem Mia PaCa-2 IMPACT ko e Vazio utilizamos a metodologia por

magnetizacdo de células com NanoShuttle (Kit Biosciences):

Hanging Drop: Uma placa de 96 well com fundo em U foi preparada com a mistura de
agarose 1% na proporc¢do de 1:1 com meio de cultura RPMI 2X. Para cada poco 50ul
desta mistura foi adicionado de forma que o a mistura adquirisse o formato em U do
poco. Apds a polimerizacdo, 100ul de meio de cultura foi adicionado a cada poco. As
células foram tripsinizadas e para cada poco, 3x10° células foram ressuspendidas em
10ul de meio de cultura RPMI adicionado de 10% de SFB. Cada suspensao de 10ul foi
aplicada na tampa da placa, sendo uma gota por poco e cuidadosamente invertida
para fechar aplaca. A placa foi incubada por 24h a 37°C. No dia seguinte, a placa foi
submetida ao shaker (300 rpm) por 2 horas. Apds este periodo, a placa foi
centrifugada a 500 rpm por 5 minutos e incubada por 48 horas a 37°C. Apds as 48
horas os esferoides foram plaqueados, e apds 48 horas foram fixados com
Paraformaldeido (4%) e corados com hematoxilina para serem fotografados.

NanoShuttle: As células foram tripsinizadas, ressuspendidas e contadas. 10° células
foram misturadas e incubadas por 1h no shaker, a 37°C para que a mistura fosse
homogeneizada. Apds esse periodo, a mistura foi centrifugada e ressuspendida em
300ul de meio de cultura RPMI adicionado de 10% de soro fetal bovino e 2,5% de soro
de cavalo, e colocado em uma placa com superficie de baixa adesdo celular. Uma placa
contendo imas (Concentrating Drive) foi acoplada na parte inferior da placa e foi
incubada a 37°C por 48h. Apds esse periodo, outra placa contendo imas foi acoplada
na parte superior da placa (substituindo a tampa) (Levitating Drive) para manter os

esferoides em levitacdo no meio de cultura. A placa foi novamente incubada a 37°C
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por 48 h. Os esferoides foram plagqueados e apdés 48 h foram fixados com

Paraformaldeido (4%) e corados com hematoxilina para serem fotografados.

3.1.1.11 Ensaio de adesao celular
Para avaliar a capacidade de adesao celular das linhagens estudadas nesse projeto realizamos
o ensaio de adesdo. O ensaio foi realizado em uma placa de 24 well que foi anteriormente tratada

da seguinte forma:

° Sem tratamento

. BSA: 40 mg/ml

. Fibronectina: 5 pg/ml
. Laminina: 5 pg/ml

. Coldgeno I: 5 pg/ml

Os substratos foram diluidos para a concentragao final utilizando PBS 1X, 200 ul de cada um
dos substratos foi adicionado em pocos de 48 well em triplicata para cada tipo celular e incubadas
em temperatura ambiente por 2 horas. Apds esse periodo a placa foi invertida para retirada dos
substratos e foi lavada 2 x com PBS 1X. Apds esse processo a placa foi bloqueada utilizando-se o
meio de cultura da célula adicionados de 10% de soro fetal bovino e a placa foi incubada por 30
minutos a 372 C. A solucdo de bloqueio foi retirada e os poc¢os foram lavados uma vez com PBS 1X
e foi adicionado 200 pl de meio de cultura.

As células foram tripsinizadas, ressuspendidas, contadas e um total de 100 mil células foi
adicionada por poco apds a tripsina ser retirada, completando o volume do pogo para 300 ul. Apds
essa etapa, as células foram incubadas por 30 minutos a 372 C.

Apds esse periodo as células foram lavadas duas vezes de 300 pl com PBS ** gelado. Apds a
lavagem, as células foram fixadas em metanol gelado por 10 minutos em temperatura ambiente e
foram lavadas uma vez com PBS 1X. 100 pl da solugdo de violeta cristal (0,5% w/v de violeta cristal
em 20 % de etanol) foi adicionado em cada pogo e a placa foi submetida por agitagao por 10
minutos. O excesso de cristal violeta foi retirado por imersao da placa em 4gua destilada trés vezes
de 1 minuto cada, sendo gentilmente agitadas. Em cada poco foi adicionado 200 ul de metanol
100% e a placa foi incubada sob agita¢do por 15 minutos em temperatura ambiente. 100 pl foram
retirados da solugdo final e foram transferidos para uma placa de 96 well e a leitura foi feita por

uma absorbancia de 595 nm.
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3.1.1.12 Avaliagao da relagao de IMPACT com a via de mTORC1

Embora a proteina IMPACT esteja relacionada com o processo de inicio de tradugao por uma
via diferente da via de mTORC, resolvemos avaliar se de alguma forma a proteina IMPACT poderia
estar relacionada com a via de mTORC, além disso, nos sentimos ainda mais enviesados a testar
essas possibilidades apds as andlises bioinformaticas realizadas pelo grupo de Ching v que
correlacionou IMPACT a via de mTORC apds anadlises ao banco de dados do TCGA em
adenocarcinoma de pancreas.

Para isso 1,5 x 10° células de ambas as linhagens nocauteadas (ASPC-1 e Mia PaCa-2) foram

plagueadas. No dia seguinte foram submetidas a 4 condig¢des:

° Condicdo 1: carenciadas por 48 horas
° Condicdo 2: carenciada por 48 horas e tratada posteriormente com soro por 2 horas
° Condicdo 3: carenciadas por 48 horas, tratadas com rapamicina (40 nM) por 30

minutos e depois tratada com soro por 2 horas
° Condicdo 4: sem tratamento
Apds os tratamentos o extrato foi feito e as amostras foram submetidas ao experimento de

Western Blot para avaliacdo das proteinas de interesse.

As proteinas escolhidas para avaliacdo da via foram a proteina ribossomal S6 e 4EBP que estado

dowstream na via de mTORC1. Os anticorpos utilizados foram:

Anticorpo Catdlogo Titulagao

RPS6 total Cell Signaling #23175S 1:1000
Fosfo - RPS6 Cell Signaling #4856S 1:1000

4EBP total Cell Signaling #9452S 1:1000
Fosfo - 4EBP Cell Signaling #2855S 1:1000

3.1.1.13 Perfil Polissomal
O perfil polissomal é uma técnica que nos permite estudar o translatoma, ou seja, a parte dos
MRNAs que e que estdo sendo efetivamente traduzidos. No processo traducional, um mesmo

MRNA pode ser traduzido simultaneamente por mais de um ribossomo, formando os polissomos
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v, Através dessa técnica podemos avaliar o perfil desses polissomos em relacdo ao ribossomo 80S,
ou seja, que ndo esta traduzindo e estabelecer niveis traducionais para células e tecidos.

Apds submetermos as amostras, provenientes de extratos do citoplasma a um gradiente
linear de sacarose na proporgao de 5%-50%, um grafico cromatograma é gerado, no qual podemos
diferenciar nos picos a porcdo correspondente as subunidades 40S, 60S, ao ribossomo 80S e os

picos correspondentes aos polissomos (Figura 8).

Polissomos

Absorbéancia 254nm

003

3,000 3,500 4000 4,500 5000 5,500 6 500 7,000 7,500 8,000 8,500 9,000 9,500 10,00010,50011,00011,50012,00012,500

5% Gradiente de Sacarose 50%

Figura 9: Representagdo do cromatograma gerado a partir da absorbancia de 254nm. No grafico podemos observara os
picos correspondentes as subunidades ribossomais 40S, 60S e 80S e os picos correspondentes a quantidade de ribossomos que
estdo traduzindo um mesmo mRNA. A partir do pico 3n considerando que o processo de tradugdo esta ocorrendo de forma

eficientemente ativa, enquanto os picos 1n e 2n se encontram em inicio e final do processo traducional.

Os primeiros 2 picos polissomais ndo sdo considerados por estarem relacionados com mRNAs
em inicio ou final do processo de traducdo, portanto consideramos somente a partir do terceiro
pico que corresponde aos MRNAs que estdo sendo traduzidos de forma efetiva (Figura 9).

Este experimento nos permite separar os MRNA que estdo sendo traduzidos e
consequentemente aqueles associados a ribossomos formando os polissomos. Desta forma
podemos calcular a taxa de traducdo de extratos provenientes de células e tecidos e
posteriormente os mMRNAs associados aos ribossomos podem ser isolados a fim de avaliar quais
deles estdo sendo preferencialmente traduzidos. Dessa forma, podemos chegar ao conhecimento
de altera¢des que podem estar ocorrendo a partir de diferentes tratamentos, no caso das células,
e em diferentes tecidos, além de ser uma técnica que nos permite avaliar a taxa traducional de
cada amostra.

Apds a obtencdo do cromatograma, as areas abaixo do grafico sdo quantificadas e podemos
chegar a taxa traducional fazendo a relacdo entre a area abaixo do grafico correspondente aos

picos polissomais a partir do pico 3n e a area correspondente ao pico 80S:
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Taxa Area pico dos polissomos

traducional — , _
Area pico 80S

Neste trabalho o perfil polissomal foi feito tanto nas linhagens IMPACT ko quanto nas Vazio.
Os tratamentos foram:
1. Carenciadas por 48h
2. Carenciadas por 48h e tratadas com soro por 2h
3. Carenciadas por 48h, 30 m com Rapamicina (40nM) e 2 h com soro
4. Carenciadas por 48h, 40 J de UV e 30 m com soro

Apds tratamento das células nas condi¢cOes desejadas, as mesmas foram tratadas com 100
ug/ul de ciclohexamida (CHX) (Sigma-Aldrich) por 7 min. Em seguida, as placas foram lavadas duas
vezes com PBS 1X gelado + CHX 100 pg/ul e as células foram lisadas com tamp3do contendo 20 mM
Tris-HCI pH 7,5 (Sigma-Aldrich), 100 mM KCI (Sigma-Aldrich), 10 mM MgCI2 (Sigma-Aldrich), 1%
Triton X-100 (Sigma-Aldrich), 1 mM DTT (Sigma-Aldrich), 100 pg/mL ciclohexamida (Sigma-Aldrich),
inibidor de protease (Promega) e Ribonucleoside Vanadyl Complex (Biolabs). As amostras foram
incubadas no gelo por 15 minutos apds adicdo do tampao de lise, centrifugadas a 14.000 RPM por
15 min a 4°C e o sobrenadante foi utilizado para a separag¢dao polissomal. Uma parte do
sobrenadante foi recolhido para a analise do RNA total (50 ul).

Os extratos obtidos a partir das linhagens celulares foram aplicados em gradiente linear com
concentragdes de 5% a 50% de sacarose, os quais foram preparados em tampao contendo 20 mM
Tris-HCI pH 7,5, 100 mM KCI, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT. O fracionamento das amostras de
linhagens celulares e tecidos congelados ocorreu apds ultracentrifugacdo a 39.000 RPM por 2 h a
4°C no rotor SW41Ti (Beckman Coulter — Catalogo: 331362). Essa centrifugacdo permite que
mMRNAs associados a ribossomos sejam separados dos mRNAs livres ou associados a poucos

ribossomos sendo possivel, dessa forma, isolar mMRNAs que estdo sendo ativamente traduzidos.
3.1.2 Resultados

3.1.2.1 Niveis de IMPACT nas linhagens celulares e selecao do modelo de estudo
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Para iniciar nosso trabalho, investigamos a expressdao da proteina de interesse em linhagens
comerciais de adenocarcinoma de pancreas disponiveis no laboratério. Foram feitos 6 ensaios de
Western Blotting utilizando o anticorpo anti-IMPACT (Sigma HPA041045) e feitas as médias para

determinar a quantidade enddgena da proteina IMPACT em cada linhagem celular disponivel

(Figura 10):
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Figura 10. A. Western Blotting para a proteina IMPACT nas linhagens celulares de Adenocarcinoma de Pancreas disponiveis na

instituicdo. B. Quantificacdo da proteina IMPACT em relacdo a proteina B-actina. Foram utilizados os dados 6 ensaios realizados.

A partir destes experimentos, as linhagens celulares escolhidas foram ASPC-1, que apresenta
o maior nivel enddgeno da proteina IMPACT e a linhagem Mia PaCa-2, uma vez que a linhagem
BxPC-3 que seria escolhida por apresentar a menor quantidade enddgena de IMPACT apresentou
niveis muitos baixos de transfeccdo e a linhagem PANC-1 necessitava de quantidades muito altas
de puromicina para o processo de selecdo das col6nias apds a transfeccdo com o plasmideo, o que
poderia causar alteragdes nas respostas posteriores.

Para avaliar se as linhagens escolhidas teriam um nivel satisfatério de transfec¢do para serem
utilizadas no protocolo que gerariam células nocaute, nds fizemos um teste de transfec¢do com
um plasmideo contendo apenas GFP (o que permitiria a avaliacdo pelo microscépio de
fluorescéncia).

Como apresentado na figura 10 tanto a linhagem ASPC-1 quanto a linhagem Mia PaCa-2
apresentaram resultados satisfatérios com aproximadamente 50% das células expressando

fluorescéncia.


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/hpa041045
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ASPC-1 Mia PaCa-2

Figura 11. Teste de transfec¢do com plasmideo contendo apenas GFP para as linhagens ASPC-1 e Mia PaCa-2, demostrando

que o protocolo foi eficiente em ambas as linhagens celulares.

Portanto, ambas as linhagens foram selecionadas para serem submetidas a metodologia de

CRISPR-CAS9 para nocaute da proteina IMPACT.

3.1.2.2 Geragao de linhagens nocautes para IMPACT

Apds a escolha das linhagens mais adequadas ao estudo, realizamos o processo de
silenciamento de IMPACT utilizando a técnica de CRISPR/Cas9. Para isso, o vetor Px330 foi
modificado inserindo-se as guias TOP (CACCGGGGACGCAGGGAGCGACCAG) e BOT
(AAACCTGGTCGCTCCCTGCGTCCCC) no sitio de corte da enzima BBSI, Figura 12.

Px330-Amostral Px330—-Amostra 2

\NCTANEAATAGC AAfCACCGGAATGGCHNC CATT TATGGCGIET TTTAGANN TAN

710 220 230 240 750 ) 220 730 240 250
AGAN

AAHEACCGGAATGGHAGCCATH TAT GGH GETT

Figura 12. Sequenciamento realizado apds o procedimento de inser¢ao das guias TOP e BOT no plasmideo PX330,

mostrando que ambas as guias foram inseridas com sucesso.

Apds a construcdo dos vetores, as células Mia PaCa-2 e ASPC-1 foram transfectadas com o
vetor vazio ou o vetor contendo as guias para o gene IMPACT e selecionadas com puromicina pelo
periodo de 6 dias. Aproximadamente 70 colOnias originadas cada uma por uma unica célula foram

selecionadas e cultivadas até atingirem quantidade suficiente para cobrir uma placa de 24 mm.
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A expressao de IMPACT em cada clone foi testada por Western Blot e foram escolhidos 7
clones para a linhagem ASPC-1 e 6 clones para a linhagem Mia Paca-2, que n3ao apresentaram
bandas para a proteina de interesse mesmo quando submetidas a uma superexposi¢cdo. Para
evitar trabalhar com um clone, o que poderia levar a obtenc¢do de resultados artefatuais devido a
presenca de alteracdes génicas inespecificas geradas durante o processo de selecdo, optou-se por
trabalhar com um pool de clones de cada célula, gerando dessa forma uma sub-linhagem com
populacdo Unica.

Depois deste procedimento, um novo Western Blotting foi realizado para garantir que o pool

estivesse nocaute da proteina IMPACT (Figura 13)

Mia PaCa-2 Mia PaCa-2  ASPC-1 ASPC-1

Vazio IMPACT ko Vazio  IMPACT ko
Figura 13. Western Blotting das sub-

linhagens ASPC-1 Vazio e IMPACT ko e

IMPACT | i L Y 37kDa

Mia PaCa-2 Vazio e IMPACT ko

demonstrando que pool das colbnias

B-actina - -l - I - 42kDa nocautes também se apresentou

nocaute para a proteina IMPACT.

3.1.2.3 Determinacao da fosforilagao da subunidade a de elF2

Primeiramente, realizamos experimentos para determinar se a auséncia de IMPACT estaria
levando a um efeito esperado na resposta ao estresse, e se poderiamos encontrar diferengas entre
as linhagens nocaute e vazia para essa resposta.

Na auséncia de IMPACT, é esperado que ocorra um aumento da atividade de GCN2, levando a
um aumento na fosforilagdo da subunidade a de elF2. Para avaliar se as linhagens apresentariam a
resposta de fosforilacdo esperada quando confrontadas com o estresse, as células foram
submetidas a dois tipos de estresse relacionados com a fosforilacdo de elF2 via ativacdo de GCN2:

falta de leucina e exposicao a radiagdo UV s,
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Figura 14. Western Blot e quantificagdo da fosforilagdo da subunidade a de elF2 para as linhagens Mia PaCa-2 IMPACT ko e
Vazio (A) e ASPC-1 IMPACT ko e Vazio (B) apds tratamento com 40 J de luz UV, demonstrando que o estimulo com UV fosforila a

subunidade a de elF2 e que em células nocautes essa fosforilagdo é maior do que em células controles como o esperado. 2way

ANOVA p=0,0024 (Mia PaCa-2) e p=0,042 (ASPC-1).

Em relacdo ao estresse por exposicdo a radiacdo UV, podemos observar que o tratamento foi
efetivo (Figura 14), ou seja, houve a fosforilagdo da subunidade a de elF2 para ambas as linhagens
celulares. Além disso, as linhagens nocautes de ambas as células apresentaram maior nivel de
fosforilagdo quando comparadas com as linhagens controles, mostrando que a falta da proteina
IMPACT gera um aumento da fosforilacdo em condicbes de estresse, uma vez que, ndo se
apresenta como um competidor para a ligacdo entre GCN1/GCN2.

Em relacdo ao estresse por falta de leucina (Figura 15) podemos observar que o tratamento
também foi efetivo, ou seja, houve a fosforilacdo da subunidade a de elF2 para ambas as
linhagens celulares. Entretanto, ao compararmos os niveis de fosforilacdo da subunidade a de elF2
das linhagens nocautes com seus controles, ndo é possivel observar uma diferenca significativa,
indicando que a presenga ou auséncia da proteina IMPACT nado interfere na resposta ao estresse

por falta de leucina nas linhagens estudas, diferentemente nos resultados encontrados nos
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experimentos com estresse por radiacdo UV. Entretanto, talvez se nos testdssemos outros tempos

poderiamos observar alguma resposta a esse tratamento.
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Figura 15. Western Blot e quantificacdo da fosforilagdo da subunidade a de elF2 para as sub-linhagens sub-linhagens Mia
PaCa-2 Vazio, Mia PaCa-2 IMPACT ko, ASPC-1 Vazio e ASPC-1 IMPACT ko apds tratamento com meio de cultura sem leucina,
demonstrando que o estimulo fosforila a subunidade de elF2 e que em células nocautes essa fosforilagdo é maior do que em

células controles. 2way ANOVA p=0,88 (Mia PaCa-2) e p=0,53 (ASPC-1).

Como explanado anteriormente, GCN2 estd relacionada com a resposta aos 2 tipos de
estresse, falta de aminoacidos no meio e danos gerados por radiagdo UV. De acordo com os
resultados obtidos, podemos levantar a possibilidade de que os mecanismos envolvendo essas
duas respostas ndo sejam exatamente os mesmos e possam apresentar variacdes, uma vez que a
falta de IMPACT altera os niveis de fosforilacdo de elF2 no caso de estresse por radiacdo UV e ndo
gera alteracdo quando as células sdo submetidas a estresse por falta de leucina. Como GCN2 ndo
responde tdo bem a falta de leucina « seria interessante testar essas células na auséncia de outro
aminodcido. Recentemente Gaurav e seu grupo demostraram que a falta de asparagina no meio
pode ativar GCN2 por estresse por falta de aminodcidos, fosforilando elF2 e ativando a transcricao
de genes relacionados a resposta ao estresse por intermédio de ATF4 v, Portanto, testar essas

células em situacdo de estresse a outros aminodcidos pode nos trazer um resultado diferente
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daquele observado a partir da privacdo por leucina. No entanto, infelizmente ndo houve tempo

vidvel neste projeto para realizar este tipo de estresse.

3.1.2.4 Crescimento nao é alterado pela falta de IMPACT
Apds a verificacdo da resposta das células no que diz respeito a fosforilacdo de elF2a, fomos
observar se a auséncia de IMPACT apresentava algum efeito sobre diversas propriedades
bioldgicas relacionadas a tumorigénese.
Para determinar se existe diferenca entre a proliferacdo das células nocauteadas em
compara¢do com as células controles optamos por realizar a curva de crescimento dessas duas

linhagens (Figura 16).
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Figura 16. Curva de crescimento das sub- linhagens ASPC-1 IMPACT ko em comparagdao com ASPC-1 Vazio e Mia PaCa -2
IMPACT ko em comparagdo com a Mia PaCa-2 Vazio. 2way ANOVA p=0,18 (ASPC-1) e p=0,57 (Mia PaCa-2)

A proliferacdo das linhagens nocauteadas quando comparadas com suas respectivas linhagens
controles ndo apresentou diferencas significativas, indicando que a proteina IMPACT quando
nocauteada ndo gera nenhuma alteracdo no processo de crescimento celular em condigdes
normais de crescimento. Tentamos avaliar também o crescimento em condi¢cbes de estresse,
como auséncia de leucina, no entanto, as células ndo se mantiveram viaveis nestas condi¢des pelo

periodo necessario de 7 dias e o experimento ndo pode ser realizado.

3.1.2.5 Células IMPACT ko geram menos colonias in vitro e in vivo
Como ndo observamos diferencas nas taxas de proliferacdo, optamos por avaliar a seguir a
capacidade de formagdo de colonias independentemente de ancoragem, que é uma
caracteristica que estd relacionada com o processo de metastase uma vez que a célula se torna
capaz de gerar colb6nias independentemente de estar ligada a uma lamina basal. Para avaliar essa

caracteristica foi realizado o ensaio de formagao de colonias em soft dgar (Figuras 17 e 18).
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ASPC-1 Vazio ASPC-1 IMPACT ko

Figura 18. A: formagdo de col6nias da linhagem Mia PaCa-2 Vazio, B: formagdo de col6nias da linhagem Mia PaCa-2 KO para a
proteina IMPACT. Ambas as placas foram cultivadas por 21 dias e coradas com tetrazélio de nitro-azul.

Mia PaCa-2 Vazio Mia PaCa-2 IMPACT ko

Figura 17. A: formagdo de colonias da linhagem ASPC-1 Vazio, B: formagdo de col6nias da linhagem ASPC-1 IMPACT ko para a
proteina IMPACT. Ambas as placas foram cultivadas por 21 dias e coradas com tetrazélio de nitro-azul
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Figura 19. Quantificagdo das coldnias para as linhagens ASPC-1 (Vazio e IMPACT ko) (p=0,0003) e Mia PaCa-2 (Vazio e IMPACT ko)
(p=0,002) mostrando que as células nocaute de ambas as linhagens geram menor quantidade de col6nias. Teste T ndo pareado,

p=0,0003 (ASPC-1) e p=0,002 (Mia PaCa-2)

De acordo com os graficos acima (Figura 19) e com os resultados estatisticos (p=0,0003 para
a linhagem ASPC-1 e p=0,002 para a linhagem Mia PaCa-2) podemos observar que as linhagens
nocautes apresentam menor capacidade de gerar colénias independente de ancoragem quando
comparadas com as linhagens controles. Células normais quando dissociadas do substrato
entram em estado apoptdtico e morrem e», entretanto células transformadas adquirem a
capacidade de formar colonias e se manterem vivas independente da ancoragem em substratos.
Portanto, o fato de células nocauteadas para a proteina IMPACT apresentarem menor formacao
de col6nias quando colocadas em condi¢cdes em que ndo podem utilizar um substrato para se
fixarem indica que a proteina de interesse desse estudo pode estar relacionada com o perfil de
maior agressividade tumoral dessas células.

Para confirmar a possibilidade de que as células que ndo expressam IMPACT possuam menor
grau de agressividade tumoral, realizamos ensaios in vivo de crescimento tumoral subcutaneo
em camundongos imunodeficientes. De maneira semelhante ao observado no ensaio de soft
agar (Figuras 17 a 19), as células da linhagem ASPC-1 IMPACT ko e Mia PaCa-2 IMPACT ko e
apresentam menor crescimento in vivo do que as células Vazio, demonstrando menor

agressividade (Figura 20), resultado que esta de acordo com o ensaio de soft agar.
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Figura 20. Curva de crescimento tumoral apos injecdo das células ASPC-1 e Mia Paca-2 vazio e IMPACT ko em camundongos
nude mostrando que células nocautes apresentam menor crescimento tumoral quando comparadas com células controles. 2way

ANOVA p= 0,039 (ASPC-1) e p<0,0001 (Mia PaCa-2).

3.1.2.6 Falta de IMPACT nado altera viabilidade celular
Para avaliar se havia diferenca no nivel de morte celular nas linhagens celulares de
adenocarcinoma de pancreas realizamos o ensaio de morte celular comparando as linhagens
nocautes para a proteina IMPACT com seus controles. A comparacdo foi realizada apds o
tratamento com diferentes doses de radiagdao UV que foi utilizado como condigdo de estresse,

uma vez que as linhagens celulares nocauteadas para a proteina de interesse apresentaram maior

fosforilagdo da subunidade a de elF2.
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Figura 21: Niveis de viabilidade celular comparadas entre as linhagens celulares Mia PaCa-2 IMPACT ko e Vazio e ASPC-1
IMPACT ko e Vazio sob estresse de UV. Foram usadas diversas doses de radiagdo: 52J, 84J, 168J e 252). Ndo houve diferenca
significativa entre os grupos. 2way ANOVA p=0,94 (ASPC-1) e p=0,75 (Mia PaCa-2).

Como é possivel observar nos graficos apresentados acima (Figura 21), as linhagens
nocauteadas para a proteina IMPACT tanto para a linhagem ASPC-1 quanto para a linhagem Mia
PaCa-2 ndo apresentam diferenca significativa nos niveis de morte celular quando comparadas
com suas respectivas linhagens controles, mostrando que provavelmente a atuacdo da proteina

IMPACT ndo esteja ligada ao processo de morte celular deflagrado por dano ao DNA, uma vez que
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sua auséncia ndo apresentou uma alteracdo significativa na morte das células em situacdo de
estresse.

Entretanto, estas duas linhagens celulares ndao apresentam a proteina p53 tipo-selvagem. Foi
previamente descrita na literatura a relagdo entre a ativagdo de GCN2 e a presenga de p53 onde
em células nocauteadas para GCN2, foi visto um aumento da expressdo de p53, embora a
quantidade de mRNAs dessa proteina nao estivesse alterada, indicando que essa regulagcao se da
por um evento pods transcricional. Além disso, os mMRNAs correspondentes aos genes alvos de p53,
como p21 também apresentaram um aumento. Por esse motivo, acreditamos que talvez em
linhagens p53 selvagem possa existir alguma diferenga de viabilidade entre as linhagens ko e as
linhagens Vazio para IMPACT. Infelizmente ndo houve tempo habil neste projeto para o

estabelecimento de linhagens nocaute para IMPACT que apresentassem p53 tipo-selvagem.

3.1.2.7 Migragao parece nao estar relacionada com IMPACT

Para verificar mais um aspecto do grau de agressividade dessas células optamos por avaliar a
migracao celular, uma das caracteristicas celulares ligada aos processos de invasdao, metastase e
transicdo epitélio-mesénquima, que a célula tumoral deve adquirir para sair da regido do tumor
primario e se dirigir ao sitio metastatico .

Para avaliar a capacidade de migragao, realizamos um ensaio de wound healing. Nesse ensaio,
as células foram plaqueadas em quantidade suficiente para a formacdo de uma monocamada. A
seguir, foi realizado um risco removendo parte das células deixando uma “ferida”. Apds 24/48
horas, foi avaliada a capacidade das células de migrar fechando a “ferida”. E importante ressaltar
gue as células foram tratadas com mitomicina para bloquear a capacidade de proliferacao, de
modo que este aspecto ndo interferisse no resultado de migracao.

Os graficos da Figura 22 apresentam a diferencam de migracao das linhagens nocautes em
comparacdo com suas linhagens controles. Ambas as linhagens foram submetidas a condicdes
normais e condicdes de estresse por falta de leucina. N3ao foi possivel realizar esse ensaio
submetendo as células a estresse por UV pois apds o estimulo, boa parte das células morrem e a
monocamada formada para gerar a ferida se desfaz.

Tanto em condi¢des normais quanto em condigdes de estresse, a auséncia de IMPACT nao
parece alterar de forma significativa o padrao de migracdo das células para a linhagem ASPC-1,

entretanto para a linhagem Mia PaCa-2 podemos observar uma diferenga significativa (p=0,0286).
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No entanto, como este fendmeno nao foi observado nas duas linhagens, existe a possibilidade de

que seja um efeito inespecifico criado na construcgdo da linhagem.
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Figura 22. Quantificagdo da migracdo em area das linhagens ASPC-1 (Vazio e IMPACT ko) e Mia PaCa-2 (Vazio e IMPACT ko).
Teste de Mann-Whitney, p=0,48 (ASPC-1), p=0,028 (Mia PaCa-2), p= 0,65 (ASPC-1 — Estresse) e p=0,82 (Mia PaCa-2 — Estresse).

Deste modo, optamos por avaliar as propriedades de adesdo célula-célula e célula-substrato

em ensaios de formacao de esferoides e adesao.

3.1.2.8 Células nocautes geram menos esferoides

Para avaliar um segundo aspecto do processo de transicdo epitélio mesénquima, realizamos o

ensaio de elaboracdo de esferoides de ambas as linhagens celulares. As células da linhagem ASPC-

1 tiveram seus esferoides feitos pela metodologia de hanging drop enquanto, as células da

linhagem Mia PaCa-2 tiveram seus esferoides feitos pela metodologia de nanoshuttle. Os

esferoides foram formados e plaqueados para avaliar o halo de células formado ao redor dos
esferoides.

Para cada linhagem celular foram quantificados no minimo 7 esferoides para os

nocautes e 7 esferoides para a linhagem controle. De acordo com o grafico abaixo (Figura 24)

gerado a partir das imagens (Figura 23) pudemos observar que os esferoides gerados a partir de

células nocautes apresentam maior drea em comparacdo aos originados de células controles que
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apresentam IMPACT, indicando que talvez essas células apresentem menor capacidade de adesdo

célula a célula, ou maior afinidade pelo substrato.

IMPACT ko

Mia PaCa-2

ASPC-1

Figura 23: Imagens dos esferoides formados pelas linhagens ASPC-1 e Mia PaCa-2 IMPACT ko e Vazio (aumento de 20X). Podemos
observar as diferengas na formagao e manutengao das estruturas de esferoides entre as linhagens nocautes que agregam menos

as células e vazias que mantém mais facilmente o formato agregado, o que resulta em um aumento da area, representada na

Figura 24 em forma de grafico.
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Figura 24: Graficos mostrando a diferenga das areas entre as linhagens nocautes e controles. Tanto para a linhagem ASPC-1
quanto para a linhagem Mia PaCa-2 as células nocautes apresentam maior area de esferoides, mostrando que esses esferoides se

desfazem mais facilmente apds o plagueamento. Teste Mann -Whitney, p=0,0002 (ASPC-1) e p=0,0156 (Mia PaCa-2).

3.1.2.9 IMPACT nao altera a adesao celular

Com o intuito de determinar se as células apresentam diferencas na capacidade de adesao,
realizamos o ensaio com diversos tipos de substrato e para ambas as linhagens celulares. Segundo
esse resultado (Figura 25), ndo podemos observar diferencgas significativas de capacidade de
adesdo entre as linhagens nocautes e as linhagens controles, em nenhum tipo de substrato
utilizado.

Analisando o resultado obtido no ensaio de formacdes de esferoides (Figura 24) nds nos
questionamos o que estaria fazendo com que os esferoides das linhagens nocautes se desfizessem
com maior facilidade. Duas hipdteses foram levantadas para explicar essa condicdo: as diferencas
poderiam ser encontradas no grau de capacidade dessas células de aderir ao substrato ou na

capacidade de adesao célula-a-célula.
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Figura 25: Ensaio de adesdo celular. Foram utilizados como substratos Laminina, Fibronectina, Colageno | e BSA, além dos
controles sem tratamento e sem célula. Ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos, 2way ANOVA, p=0,996 (ASPC-

1) e p=0,694 (Mia PaCa-2).

Observando esse novo resultado obtido apds o ensaio de adesdo, como ndao foram
encontradas diferencas na capacidade de adesdo ao substrato acreditamos que a capacidade de

adesdo célula-a-célula das linhagens nocautes possam estar alteradas.

3.1.2.10 Avalia¢ao da relagao de IMPACT com a via de mTORC1
Em uma publicacado recente de Ching e seu grupo «s foi apresentada a partir de meta-analises
de bioinformatica com dados do TCGA para amostras tumorais e GTEx para amostras ndo tumorais
de sequenciamento de RNA a correlacdo diretamente proporcional de expressao de IMPACT com
genes relacionados a via de mTORC1 como MTOR e RPS6KB1, enquanto apresentou uma

correlagdo inversamente proporcional com a expressdo de genes relacionado a resposta ao
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estresse como ATF4 e DDIT3. Para avaliar se essa relacao de expressao de IMPACT com genes da
via de mTORC1 estd diretamente ou indiretamente relacionada nds utilizamos as linhagens
celulares nocauteadas a fim de descobrir se ha alteracdo na resposta fosforilativa das proteinas da
via de mTORC1 na auséncia de IMPACT.

As células foram submetidas a tratamento com rapamicina por 30 minutos e posteriormente
tratadas com soro para estimular a traduc¢do. Para avaliar a atuacdao de mTORC1 nds avaliamos as
proteinas RPS6 e 4eBP, que se encontram dowstream na via.

De acordo tanto com a figura 26 quanto com a figura 27 nao foram observadas alteracdes na
fosforilagdo das proteinas avaliadas comparando-se as linhagens nocautes e as linhagens
controles. A partir desse resultado, podemos dizer que a falta da proteina IMPACT ndo altera a
funcionalidade da via de mTORC em situagdes normais, ja que em ambos os casos (células
nocautes e vazias) a fosforilacdo de 4E-BP e S6 ndo se alteram. Neste caso, portanto, a relacdo
diretamente proporcional de expressao das proteinas da via de mTORC (MTOR e RPS6KB1) com a
expressao de IMPACT encontradas por Ching =se seu grupo podem ser, até o momento associadas
com a resposta da via de ATF4 que é ativada pela fosforilacdo de elF2. Entretanto, Ching e seu
grupo, utilizaram a metodologia de meta analise, enquanto nds realizamos um ensaio funcional,
como as diferengas metodoldgicas precisam ser consideradas, a partir de novos estudos ainda

podem ser avaliadas intera¢des mais préximas entre IMPACT e a via de mTORC1.
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Figura 26: Western blot mostrando as proteinas douwnstream a mTORC e suas fosforilagGes tanto nas linhagens IMPACT ko
quanto nas linhagens Vazio de ambas as células de adenocarcinoma de pancreas. Ndo podemos observar diferenga significativa
entre as linhagens nocautes e seus respectivos controles.
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Figura 27: Quantificagdo dos esperimentos de Western Blot para avaliar as diferengas de expressdo e fosforilagdo das
proteinas RPS6 e 4eBP, relacionadas com a via de mTORC. N3do podem ser identificadas diferengas significativas na fosforilagdo
dessas proteinas quando comparamos as linhagens IMPACT ko com as vazias. 2way ANOVA, p=0,182 (ASPC-1 — RPS6), p=0,959
(ASPC-1 - 4eBP), p=0,801(Mia PaCa-2 - RPS6) e p=0,936 (Mia PaCa-2 - 4eBP).

3.1.2.11 IMPACT diminui as diferengas entre as taxas de tradugao

Como IMPACT afeta o controle traducional, e esperado que sua auséncia afete os niveis de
tradugdo da célula. Para avaliar esse aspecto foi realizado um ensaio de perfil polissomal. Este
experimento foi realizado para avaliar a taxa de traducdo das linhagens celulares e posteriormente
avaliar os mRNAs preferencialmente traduzidos. Desta forma podemos diferenciar os picos das
subunidades ribossomais 40S, 60S, 80S e os picos de polissomos de acordo com o numero de
ribossomos associados ao mRNA.

Dois milhGes de células foram plaqueadas em placas 150mm e foram incubadas por 3 dias. No
qguarto dia, as células foram carenciadas por 48 horas e apds o tratamento (carenciada, soro,
rapamicina, UV) o extrato foi feito. Apds a prepara¢ao do gradiente de sacarose nas concentragdes
de 5% e 50% as amostras foram aplicadas no gradiente e centrifugadas por 2h a 39000 RPM e
depois o grafico cromatograma foi gerado e posteriormente normalizado pela média dos valores

gue compreendem a regido de interesse (Figura 28).
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Figura 28: Cromatograma gerado a partir dos valores de absorbancia normalizados. Podemos observar no grafico os picos
referentes as unidades ribossomais 40S, 60S e 80S e os picos dos polissomos logo em seguida. Para avaliar a taxa de tradugdo, a

relagdo area dos picos do polissomos/area do pico de 80 é realizada.
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Figura 29. Graficos apresentando a taxa de tradugdo das linhagens ASPC-1 IMPACT ko e Vazio e Mia Paca-2 IMPACT ko e Vazio
com diversos tratamentos: Soro, Carenciada, Rapamicina e UV. Teste utilizado, Two Way Anova. Para a linhagem ASPC-1 as
diferesncas estatisticamente significativas ocorreram para as seguintes condi¢des: ASPC-1: * p<0,0001 ,** p=0,0003, *** p=0,0432,

*%%% n=0 0267. Mia PaCa-2: * p<0,0001,** p<0,001,*** p<0,0001,**** p<0,0001.

Ao olharmos os graficos acima, podemos observar primeiramente que para ambas as
células, ASPC-1 e Mia PaCa-2 as diferencas entre as taxas de traducdo dos tratamentos
carenciados e soro sao maiores nas células Vazio quando comparadas com as células IMPACT ko.
Essa diferenca nos mostra que a auséncia de IMPACT na célula provavelmente por manter GCN2
sempre livre para se associar a GCN1 diminui os niveis de traducdo, uma vez que a ativacdo da
via de GCN2 inibe a atuagdo da via de mTORC1 v1e,

Para os tratamentos com rapamicina, as células ASPC-1 e Mia PaCa-2 responderam de forma
diferente. Enquanto que as células Mia PaCa-2 responderam ao tratamento com rapamicina,
diminuindo as taxas de traducdo tanto nas linhagens Vazio quanto das linhagens IMPACT ko, as
células ASPC-1 Vazio ndo responderam ao tratamento enquanto as células IMPACT ko sim, o que
difere dos resultados encontrados em outros trabalhos da literatura v:<7, onde as células ASPC-1
selvagens respondem ao tratamento com rapamicina, diminuindo a proliferacao celular em
concentracdes de Rapamicina muito inferiores das utilizadas por nds. Essa resposta,
provavelmente esta relacionada a variabilidade celular da linhagem utilizada por nés, ja que ao
longo das passagens as células podem ter acumulado outras alteracdes que podem ter
influenciado os resultados.

J4 com o tratamento com UV as células ASPC-1 mantiveram as taxas de traducdo similares

aquelas células que foram carenciadas. Enquanto nas células Mia PaCa-2 as taxas de traducdo
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tradadas com soro se mantiveram acima daquelas que foram somente carenciadas. Segundo a
literatura, apds o tratamento com UV, ha a diminui¢do do processo de tradugao na célula s s,
em alguns casos abaixo dos niveis basais 7». Embora nossas células ndao tenham tido a diminuigao
da taxa de tradugdo abaixo dos niveis basais, em comparagdo com o tratamento de soro houve
uma diminuicdo. Entretanto, apds o tratamento com UV, nossas células receberam o estimulo de
30 minutos com soro (protocolo utilizado desde o inicio para avaliar a eficdcia da UV nas nossas
células) enquanto o nosso controle de soro utilizado nesse experimento foi um tratamento de 2
h com soro apds o carenciamento, o que ndo nos permite fazer uma comparagdo das nossas
células tratadas com UV e aquelas tratadas somente com soro. Para responder se o tratamento
de UV foi eficaz em diminuir as taxas de traducdo em relacdo ao tratamento de soro, deveriamos
ter utilizado um controle com tratamento de soro por 30 minutos.

Observando os graficos de forma geral, tanto para as células ASPC-1 quanto Mia PaCa-2, a
falta de IMPACT parece diminuir as diferencas entre as taxas de traduc¢do. Provavelmente isso se
deve porque com a falta de IMPACT, e a liberacdo de GCN2, ha provavelmente uma maior

ativacdo da via de elF2 e consequentemente diminui¢ao da tradug¢ao por mTORC1.

3.2 Parte Il - Localizagao subcelular

3.2.1 Material e Métodos

3.2.1.1 Tissue Micro Array (TMA) e casuistica

Foi construido um TMA contendo tecidos de adenocarcinoma de pancreas de pacientes da
instituicdo. Os dados clinicos e patoldgicos foram obtidos a partir dos prontudrios médicos. Foi
verificada a existéncia de material de bidpsia ou cirurgia preservados em parafina, para os quais o
diagndstico histoldgico foi revisado por patologista. Nos casos em que os pacientes foram
submetidos a quimioterapia ou radioterapia neoadjuavante foi utilizado tecido proveniente de
bidpsia. Nos casos em que nao tenha sido realizada neoadjuvancia o tecido proveniente da cirurgia
foi utilizado. Os critérios de inclusdo utilizados foram: pacientes diagnosticados com
adenocarcinoma de pancreas entre 2003 e 2015, com informacdes suficientes no prontudrio e
amostra preservada em parafina onde houve representacdo adequada da neoplasia.

A construcao do TMA foi realizada apds ser escolhida e identificada, por um patologista, a

area adequada na neoplasia através de uma marcacdo circular em cada nova lamina de vidro na
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regido mais representativa do tumor e correspondente ao bloco de parafina escolhido. Usando o
tissue microarrayer (Beecher Instruments, Silver Spring, Maryland) a area de interesse foi retirada
com um “core” de 0,6mm de cada bloco doador e transferido para um outro bloco chamado de
receptor. O TMA foi montado com amostras em duplicata. A partir desse novo bloco foram
preparados cortes histolégicos seriados em laminas de vidro cortadas através de microtomia

mecanica na espessura de 4um.

3.2.1.2 Imunohistoquimica

Desparafinizacdo: As laminas foram deixadas na estufa a 60°C overnight para que o excesso de

parafina pudesse ser derretido. No dia seguinte, foram submetidas pela série de xilol 100% por 3
vezes, imergindo os cortes completamente por 10 minutos em cada cuba. Este processo foi
suficiente para retirar o conteudo de parafina presente na lamina. Apds esse processo as laminas
foram submetidas pela série de etanol (EtOH) absoluto por 4 vezes, imergindo por 1 minuto em
cada cuba, para reidratacdo dos cortes e foram mantidas em 4gua deionizada até o momento da
recuperacao antigénica.

Recuperacdo antigénica: As laminas foram lavadas duas vezes de 5 minutos, com tampao PBS

1X (137 mM NacCl, 2,7 mM KCIl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, H20 g.s.p.) pH 7,2. Apds as
lavagens as laminas foram submersas em tampdo de base Tris (NH,C(CH,OH)s3) recentemente
feito, na concentragdao de 10 mM, pH 9,0 em panela de pressao por 40 minutos.

Apdbs a recuperagdo antigénica, as laminas foram deixadas em temperatura ambiente e
lavadas em agua deionizada 2 vezes por 5 minutos, seguindo de uma lavagem com solugdo PBS 1X
pH 7,2 por 5 minutos. A atividade de peroxidase enddgena foi blogqueada utilizando solucdo de
H.0; (perdxido de hidrogénio) 10V, lavando a lamina 4 vezes por 5 minutos.

Anticorpo primario: Apds o bloqueio da peroxidase enddgena o anticorpo primario anti-

IMPACT (Sigma HPA041045) foi colocado overnight a 4°C diluido em Tris-HCI (50 mM) pH 7,5 + 1%
BSA, na titulacdo de 1:50

Revelacdo (Kit Dako® - Liquid DAB + Substrate Chromogen System — K3468): No dia seguinte,

as laminas foram lavadas duas vezes com solug¢do PBS 1X pH 7,2 por 5 minutos e o reagente HRP
link (Dako® - K4068) foi aplicado 1 vez por 30 minutos em temperatura ambiente dentro de
camara umida. As laminas foram lavadas duas vezes com solugao PBS 1X pH 7,2 por 5 minutos e o
reagente HRP enzyme (Dako® - K4068) foi aplicado 1 vez por 30 minutos. As laminas foram

novamente lavadas uma vez com solug¢ao PBS 1X pH 7,2 por 5 minutos e aplicar o reagente DAB na
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proporcdo de 1:50, conforme recomendac¢bes do fabricante para revelacdo. A reacdo foi parada
colocando as laminas em cuba com H,O deionizada e posteriormente coradas com hematoxilina
por 5 minutos. As laminas foram montadas utilizando meio de montagem aquoso (Dako® - S3025)
seguindo recomendagdes do fabricante.

A quantificacdo da proteina no tecido foi realizada pelo programa Aperio ImageScope -
Pathology Slide Viewing Softwar e utilizando o algoritmo para identificacdo de proteinas de

citoplasma.

3.2.1.3 Imunofluorescéncia

Para avaliar a disposicdao da proteina IMPACT nas linhagens celulares de adenocarcinoma de
pancreas realizamos o ensaio de imunofluorescéncia e o seguinte protocolo foi utilizado:

3x10° células foram plaqueadas sobre laminulas dispostas em placas 60 mm. No dia seguinte,
as células foram fixadas com Methanol 100% durante 3 minutos, lavadas 3 x com PBS, e
permeabilizadas e bloqueadas adicionando a cada laminula PBS + 0,5% Triton por 5 minutos e PBS
+ 5% BSA por 1 hora. Foi adicionado 50ul do anticorpo 1° diluido em PBS + 1% BSA, por 1 hora
para cada laminula, posteriormente a laminula foi novamente lavada 3 x com PBS, e 50ul do
anticorpo 2° (anti-rabbit alexa fluor-488 (Invitrogen, A11001), anti-mouse alexa fluor-546
(Invitrogen, A-11003 e anti-goat alexa fluor-546 Invitrogen). diluido em PBS+ 1% BSA + DRAQ5S
(Cell Singnaling, 40845-50, 1:250) foi adicionado por 1 hora. Apds esse periodo as laminulas foram
novamente lavadas 3 x com PBS e por fim, a visualizacdo foi feita em microscépio confocal. Neste

projeto, até o momento, foram utilizados os seguintes anticorpos:

Anticorpo Catdlogo Titulagao
Anti-Pelo Santa Cruz sc393448 1:10
Anti-Tia-1 Santa Cruz 1751 1:10
Anti-FMRP Santa Cruz 293156 1:10
Anti-B23 Santa Cruz 47725 1:10
Anti-GCN2 Santa Cruz 374609 1:10

Anti-IMPACT Sigma HPA041045 1:10
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3.2.1.4 Imunohistoquimica Multiplex - Kit OPAL
Para a realizagdo da imunohistoquimica de fluorescéncia foi utilizado o Kit Opal™ 4-Color
Manual IHC Kit 50 slides — Perken (NEL810001KT) e as seguintes etapas foram seguidas:

Desparafinizacdo: As laminas foram deixadas na estufa a 60°C overnight para que o excesso de

parafina pudesse ser derretido. No dia seguinte, foram submetidas pela série de xilol 100% por 3
vezes, imergindo os cortes completamente por 10 minutos em cada cuba. Este processo foi
suficiente para retirar o contelddo de parafina presente na lamina. Apds esse processo as laminas
foram submetidas pela séria de etanol (ETOH) absoluto por 4 vezes, imergindo por 1 minuto em
cada cuba, para reidratacdo dos cortes e foram mantidas em agua miliq até o momento da
recuperacao antigénica.

Recuperacdo antigénica: As laminas foram lavadas 5 vezes de 1 minuto, com agua miliq. Apds

as lavagens as laminas foram submersas em tampao AR6 do kit utilizado diluidos na proporcdo de
1:10 em agua miliq autoclavada, e foram colocados em micro-ondas por 45 segundos em poténcia
de 100% e depois por 25 minutos em poténcia de 20%.

Apds a recuperagao antigénica, as laminas foram deixadas em temperatura ambiente por 15
minutos para esfriarem e foram lavadas em 3agua milig 1 vez por 2 minutos, seguindo de uma
lavagem com solugdo TBST (25mM Tris-HCL pH 7,5, 150 mM NacCl e 0,05% Tween® 20) por 2
minutos. A atividade de peroxidase endégena foi bloqueada utilizando solu¢dao de H,0, (perdxido
de hidrogénio) 10V, lavando a lamina 4 vezes por 5 minutos.

Blogueio de ligacbes inespecificas: apds o bloqueio da atividade da peroxidase enddgena as

laminas foram lavadas em agua milig 5 vezes por 1 minuto cada. Para o bloqueio de possiveis
ligacdes inespecificas foi utilizado Protein Block Serum-Free — Dako (X0909) por 20 minutos. Apds
esse 0 processo de bloqueio as laminas foram submetidas a uma lavagem de 1 minuto em agua
miliq. Anticorpo primdrio: os anticorpos primarios e suas respectivas titulagdes, apresentados na

tabela abaixo, foram colocados overnight a 4°C diluido em Tris-HCI (50mM) pH 7,5 + 1% BSA.

Anticorpo Catdlogo Titulagdo
Anti-IMPACT Sigma HPA041045 1:100
Anti-TIA Santa Cruz sc34739 1:50
Anti-GCN2 Santa Cruz sc374609 1:100
Anti-FMRP Millipore MAB2160 1:100

Anti-P53 Santa Cruz sc-126 1:500
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Revelacdo (Kit Dako® - Liquid DAB + Substrate Chromogen System — K3468): No dia seguinte,

as laminas foram lavadas tres vezes com solu¢do TBST por 2 minutos e o reagente HRP link
(Dako® - K4068) foi aplicado 1 vez por 30 minutos em temperatura ambiente dentro de camara
Umida. As laminas foram lavadas trés vezes com solu¢do TBST por 2 minutos e o reagente HRP
enzyme (Dako® - K4068) foi aplicado 1 vez por 30 minutos. As laminas foram novamente lavadas
trés vezes com solugdo TBST por 2 minutos. O excesso de tampao foi drenado e o fluoréforo do kit
(Opal Working Solution) diluido na proporcao de 1:1000 em 1x Amplification Diluent foi aplicado e
as laminas foram incubadas por 10 minutos.

Apds esse processo as laminas foram novamente submetidas ao processo de recuperagao
antigénica descrita anteriormente. Para a realizacdo da marcacdo multiplex as laminas foram
submetidas novamente ao protocolo a partir do bloqueio da atividade de peroxidase enddgena
até que as 3 proteinas de interesse tenham sido marcadas.

Para finalizar a coloragdo das amostras reagente Draq 5 (Thermo Fisher - 65- 0880-92) na
proporcdo de 1:250 (PBS-BSA 5%) por 30 minutos. Apds este periodo as laminas foram lavadas em
TBST 3 vezes de 2 minutos. As laminas foram montadas utilizando meio de montagem aquoso

(FluorSave - 345789) seguindo recomendacdes do fabricante.

3.2.2 Resultados

3.2.2.1 Imuno-histoquimica, Tissue MicroArray (TMA) e casuistica

Como nosso projeto se baseou no dado de que IMPACT possa estar tendo sua expressao
alterada em uma parte dos casos de adenocarcinoma de pancreas, devido a uma amplificacdo ou
delecdo génica, é importante avaliar se, de fato, existe mesmo alguma alteracao proteica.

Para isso, foi construido um Tissue MicroArray (TMA) contendo 67 casos de Adenocarcinoma
de Pancreas. Para determinar um perfil dos pacientes inclusos no TMA utilizado neste estudo
foram avaliados os prontuadrios clinicos dos pacientes. O material correspondente a 67 pacientes
foi incluido no TMA, sendo 31 deles do sexo masculino e 36 pacientes do sexo feminino. A idade
média dos pacientes no momento da coleta era de 59 anos, entretanto a idade minima foi de 28
anos enquanto a idade maxima foi de 87 anos, mostrando que a doenca pode acometer tanto
individuos mais jovens quanto individuos mais idosos.

Foram testados, por meio de Western Blotting, 2 anticorpos para a realizagao do protocolo de

imuno-histoquimica no TMA. Como apresentado na figura abaixo (Figura 30), um dos anticorpos
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(HPA041045) se apresentou adequado e foi utilizado no procedimento enquanto o outro

(HPA041968) foi considerado inadequado por apresentar reagao inespecifica e nao foi utilizado.

Anticorpo Anticorpo
HPA041968 HPA041045

—
Figura 30. Weatern Blot dos extrato das
_~ =
Ty e células Mia PaCa-2 Vazio para comparagio
e o
: -— entre o anticorpo descartado (HPA041968)

para utilizagdo na imunohistoquimica e o
anticorpo  utilizado no  procedimento

(HPA041045).

Para avaliar a localizacdo e a quantidade da proteina IMPACT no tecido tumoral dos pacientes
da instituicdo, realizamos reacdo de imuno-histoquimica no TMA. Podemos observar que em
alguns casos a proteina apresenta-se em quantidade bastante acentuada na regido tumoral
enquanto em outros casos a marcagdao se apresenta quase que nula. Em tecidos normais, a
proteina IMPACT é preferencialmente expressa em neurdnios s e se apresenta em estruturas
granulares associadas aos polissomos . Na figura 31 podemos observar também formacdes
granulares da proteina na regido tumoral, indicando que a proteina IMPACT pode estar ativada em
grandes quantidades em células tumorais transformadas gerando alteracdo no processo de
traducdo. Além disso, a reacdo nos revelou a presenca de IMPACT ndo somente na regido

citoplasmatica, como era esperado, mas também na regido nuclear.

Figura 31. Reagdo de imuno-histoquimica para a proteina IMPACT no tecido de Adenocarcinoma de Pancreas mostrando a

presenca de estruturas granulares na regido citoplasmatica e nuclear das células no tecido.
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A expressao de IMPACT nos tecidos tumorais foi avaliada quantitativamente através da
quantificacdo pelo programa Aperio Imagescope. Para isso, somente a drea tumoral foi
selecionada em cada spot. A sele¢do correta da area tumoral foi conferida por um patologista com
vasta experiéncia na drea. Como comparacgdo, tecidos ndo-tumorais provenientes de bordas de
tumor, e metastases linfonodais foram incluidas no TMA. Pudemos observar que a expressao de
IMPACT foi significativamente maior no tecido tumoral quanto comparado ao tecido normal ou
metastase linfonodal (Figura 32). Realizamos também uma andlise pareada, em que somente os
casos que apresentassem tecido normal e tumoral provenientes do mesmo paciente (Figura 33) e
tecido tumoral e metastatico provenientes do mesmo paciente (Figura 33) foram avaliados. Nesta
analise, pudemos observar uma diferenca significativa (p=0,0186) entre os tecidos normais e
tumorais e uma diferenca significativa entre tecidos tumorais e metastaticos (p=0,0005).

Indicando que IMPACT pode possivelmente ter dois papeis no processo de progressao tumoral.
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Figura 33. A. Comparagdo da quantidade de IMPACT presente nos tecidos tumorais e nos tecidos normais. Foram utilizados
somente os dados dos pacientes que apresentaram amostra de tecido tumoral e tecido normal, N=14. Teste Mann-Whitney
P=0,0186. B. Comparag¢do da quantidade de IMPACT presente nos tecidos tumorais e metastaticos. Foram utilizados somente
dados dos pacientes que apresentaram amostra de tecido tumoral e também tecido metastatico, N=10. Teste Mann-Whitney
P=0,0005.

Realizamos também uma analise pareada, em que somente os casos que apresentassem
tecido normal e tumoral provenientes do mesmo paciente e tecido tumoral e metastatico
provenientes do mesmo paciente foram avaliados. Nesta andlise, pudemos observar uma
diferenca significativa (p=0,0186) entre os tecidos normais e tumorais e uma diferenca significativa
entre tecidos tumorais e metastaticos (p=0,0005), nas quais tanto o tecido normal quanto o tecido
metastdatico apresentam menor quantidade de proteina quando comparado com o tecido tumoral.

Por outro lado, foi possivel observar uma separacao dos casos por nivel de expressdo tanto no
tecido normal quanto no tecido tumoral, revelando um grupo com maior expressao de IMPACT e
outro com menor expressao de IMPACT. Entretanto, independentemente da quantidade basal de
IMPACT, quase todos os casos apresentam aumento na quantidade dessa proteina no tecido
tumoral indicando que talvez uma maior quantidade dessa proteina promova certa vantagem para
as células tumorais.

Apds essa avaliagdo inicial, correlacionamos a quantidade de proteina IMPACT com os dados

clinicos disponiveis, os resultados estdo apresentados na tabela abaixo:

Tabela 3: Correlagoes dos dados clinicos com a quantidade de IMPACT no tecido tumoral.

Mediana da expressao Valor de P

Feminino 39,91

Sexo 0,6111
Masculino 35,89
Pouco 11,86

Diferenciagao Muito 36,13 0,3294
N3o diferenciado 33,16
Acometido 36,42

Acometimento ganglionar 0,8885
N3o acometido 25,5
Sim 33,08

Invasao Vascular 0,9805
Nao 36,17

Invasao Neuronal Sim 21,63 0,2507
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Ndo 34,46
la 18,34
1b 44,46

Estadio 2a 19,93 0,1486
2b 34,46
3 36,52

Valor de R Valor de P
Idade 0,2865 0,0278 *
Tamanho do tumor -0,1131 0,3938

Em nenhum dos dados clinicos considerados, foi observada alguma diferenca significativa,
indicando que embora a quantidade de IMPACT seja maior quando comparada nos tecidos
tumorais em relacdo aos tecidos normais, essa diferenga ndao aparenta ser relevante na evolugao

clinica dos pacientes, sendo demonstrada pela curva de sobrevida (Figura 34).

Sobrevida
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3.2.2.2 Localizagdo Subcelular de IMPACT em células e tecidos.

Apds a observacdo de que IMPACT apresentava aspecto granular nos tecidos tumorais
humanos (Figura 31), decidimos avaliar a distribuicdo subcelular da proteina nas linhagens
celulares e nos tecidos tumorais do TMA e para isso realizou-se o ensaio de imunofluorescéncia
contra IMPACT.

Como foi observado no experimento de Imuno-histoquimica IMPACT formando estruturas
granulares no citoplasma, nds optamos por tratar parte de nossas células com Arsenito de Sddio
afim de induzir a formacdo de granulos de estresse, uma vez que esse composto favorece a

formagdo de estruturas granulares por gerar estresse oxidativo 3, para poder avaliar melhor a
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colocalizacdo de IMPACT com outras proteinas que ja sdo conhecidas como componentes de
granulos de estresse na célula.

As células ndo tratadas com Arsenito de Sédio IMPACT nao apresenta a formacdo de granulos
(Figura 36), se apresentando de forma mais difusa, ja quando as células sdao tratadas, a proteina
IMPACT formou granulos na regido do citoplasma em ambas as linhagens celulares (Figura 35),
indicando que esses granulos podem estar associados a granulos de estresse. Ja na regido nuclear
encontramos IMPACT em duas conformacodes distintas: uma forma mais espalhada (Figura 36) que
se apresentou em praticamente todas as células e em granulos mais acentuados (Figura 35) que
embora pudesse ser encontrada tanto em células tratadas com arsenito quanto nas ndo tratadas
ndo puderam ser detectadas com frequéncia, indicando que provavelmente essa condicdo é

transitoria.

IMPACT Draqg5 Merge

ASPC-1

Mia PaCa-2

0 pm 75

Figura 35: Imunofluorescéncia das linhagens ASPC-1 e Mia PaCa-2, tratadas com Arsenito de Sédio. Em verde a
marcacdo de IMPACT e em azul a marcagdo nuclear com Drag5. Podemos observas a formagéo de granulos

(setas brancas) tanto na regido do niicleo quanto no citoplasma.
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Figura 36: Imunofluorescéncia
das linhagens ASPC-1 e Mia
PaCa-2, sem o tratamento
com Arsenito de Sédio. Em
verde a marcagao de IMPACT
e em azul a marcagao nuclear
com Drag5. Podemos
observas que ndo ha a
formacdo de granulos
principalmente na regido do

citoplasma.

Os granulos de IMPACT também puderam ser observados pela técnica de Imunofluorescéncia

Multiplex no tecido tumoral tanto na regido citoplasmdtica quanto no nucleo (Figura 37),

corroborando com o achado nas linhagens celulares. Na imagem a seguir, as setas indicam a

localizagdao de IMPACT em ambas as regioes.

Figura 37:
Imunofluorescéncia

multiplex  do  tecido
tumoral, mostrando, a
presenga de IMPACT, em
verde, na regido nuclear,
marcada em azul, e
citoplasmatica em forma
de granulos (setas

brancas).
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Na tentativa de caracterizar os granulos de IMPACT, realizamos ensaios de co-localizacdo com
diversas proteinas tanto citoplasmaticas quanto nucleares. Os ensaios foram realizados tanto no
TMA quanto em linhagens celulares.

Nos ensaios envolvendo as linhagens celulares nds realizamos a co-localizagdo de IMAPCT
com as seguintes proteinas: FMRP, GCN2, TIA1, B23 e PELO, e para o TMA a co-localiza¢do foi feita
com GCN2, FMRP, TIA1 e P53. FMRP e TIA1 foram escolhidas porque estdo relacionadas com a
foracao de granulos de estresse o citoplasma. GCN2 por ser uma proteina relacionada com a
resposta ao estresse e por estar relacionada com a via de IMPACT, B23 por estar associada ao
nucleo, principalmente com o processo de biogénese do ribossomo e PELO por estar associada
tanto com processos do ciclo celular no nucleo quanto com o processo de parada do ribossomo no
citoplasma.

FMRP é uma proteina multifuncional associada ao controle traducional que se encontra
associada a polissomos, se ligando ao RNA, tem um papel importante no desenvolvimento
neuronal além do envolvimento com diversas outras vias importantes para o desenvolvimento
celular como resposta ao estresse e na dinamica do citoesqueleto s, Pode ser encontrada tanto
no citoplasma quanto no nucleo. Nas linhagens celulares, com a exposicao ao Arsenito de Sédio,
os granulos formados no citoplasma por FMRP e IMPACT parecem colocalizar (Figura 38) apenas
em alguns momentos quando os granulos se apresentam maiores, e pouco também quando

ambas as proteinas ndo estdao formando granulos.
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Figura 38: Imunofluorescéncia das células ASPC-1 e Mia PaCa-2 tratadas e ndo tratadas com Arsenito de Sédio. FMRP, em
vermelho, IMPACT em verde, o nucleo em azul e a sobreposigdo das imagens (merge). Podemos observar a presencga de granulos
citoplasmaticos formados tanto em FMRP quanto de IMPACT apds o tratamento com Arsenito de Sédio e que se colocalizam em

alguns pontos e a auséncia dessas formagdes granulares nas células sem tratamento, mas com pouca co-localizagdo no citoplasma.

No tecido tumoral (Figura 39), IMPACT também apresenta co-localizagio com FMRP, mas
também de forma moderada, comparadas com outras proteinas discutidas mais a frente. Além
disso, a co-localizacdo ndo se apresenta de forma tdo homogénea como nas linhagens celulares.
Isso porque o tumor é muito mais heterogéneo quando comparado com linhagens celulares em
cultura, e dessa forma temos variacdo de expressao e co-localizacdo dentro de um mesmo corte
tecidual, ou seja, de um mesmo paciente, e também em um mesmo tumor, como podemos ver

nas imagens abaixo.
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Figura 39: Imunofluorescéncia Multiplex no tecido tumoral de pancreas apresentando diversos niveis de co-localizagdo de

FMRP e IMPACT (marcagdo em amarelo). FMRP em vermelho, IMPACT em verde e ndcleo em azul.

Além disso, realizamos a quantificacdo das imagens obtidas no TMA e analisamos a correlacdo
entre as proteinas estudadas. Para isso realizamos andlise dos dados de duas formas:(1) como o
tumor se apresenta de forma heterogénea, optamos por realizar as anadlises fazendo a média dos
dados de todas as imagens de um mesmo corte tecidual, ou (2) de cada imagem separadamente.
Essa abordagem nos permitiu avaliar se poderiamos utilizar esse parametro posteriormente como
uma caracteristica do paciente ou n3ao. Apds as analises observamos que os dados se comportam
da mesma maneira, sendo analisados de forma conjunta (tirando a média das imagens de um
mesmo spot) ou de forma individual. Por esse motivo, os graficos apresentados de agora em
diante, que tenham correlagao com a co-localizagao de proteinas apresentarao os dados de forma
individual, uma vez que o comportamento observado ndo esta associado ao paciente em si, mas

sim a um comportamento bioldgico das proteinas no processo tumoral.
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Sendo assim, optamos por avaliar primeiramente, se a co-localizacdo se apresentava de forma
diferente no tecido tumoral, metastdtico e normal. Observando de forma superficial a distribui¢do
dos dados, j& podemos perceber que tanto existem amostras com maior nivel de co-localizacdo
como amostras em que a co-localizagdo se apresenta de forma muito timida, mostrando um
amplo espectro de possibilidades. E de forma muito interessante, podemos observar que o tecido
tumoral apresenta menor quantidade de co-localizagdo quando comparado com os tecidos

metastaticos e normal.
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Figura 40: Grafico apresentando a quantificagdo da co-localizagdo entre IMPACT e FMRP no tecido tumoral, metastatico e
normal. Diferenca significativamente estatistica entre o tecido tumoral em comparagdo com os tecidos metastaticos (p<0,0001) e

normais (p=0,0134). Teste One-Way Anova.

Neste caso, sendo FMRP uma proteina encontrada normalmente em associacdo com
ribossomos, e IMPACT ja tendo sido encontrado em associacdo com ribossomos também @1 e,
uma diminuicdo da co-localizacdo dessas duas proteinas pode significar algum tipo de alteragao
nos granulos formados a partir dos ribossomos, que pode gerar um favorecimento do processo
tumoral. Entretanto, os casos contendo metdstase e normais que apresentassem tecido para a
realizacdo das imagens é muito pequeno, e por isso, acredito que seria ainda mais interessante no
futuro uma comparagao com mais caos normais e metastdaticos para que possamos responder essa
hipdtese com mais clareza.

Além disso, buscamos avaliar se os niveis de co-localizagcdo estavam sendo influenciados pela
qguantidade de proteina encontrada nas amostras, para avaliar esse ponto de forma justa, nds
guantificamos as proteinas a partir das imagens e normalizamos essas quantidades pelas areas

guantificadas, que corresponderam somente as dreas de interesse.



60

Correlagio IMPACT x FMRP
EDD0

FMRP

0 500 1000 1500 000 2500
IMBAET

Figura 41: Grafico correlacionando a quantidade das proteinas IMPACT e FMRP. Apresenta diferenga significativamente

estatistica. Correlagdo de Pearson, p<0,0001, valor de r =0,7784
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Figura 42: Grafico, mostrando a correlagdao da quantidade das proteinas IMPACT e FMRP com a co-localizagdo dessas
proteinas. Correlagdo entre as proteinas e a co-localizacdo é fraca. Teste Correlagdo de Pearson, valor de r IMPACT x Co-localizagdo

=0,04681, valor de r FMRP x Co-localizagdo = 0,3654.

Embora as quantidades de proteinas estejam relacionadas entre si, a co-localizacdo dessas
proteinas ndo varia de acordo com suas quantidades (Figura 41). Portanto podemos concluir que
essa variacao se dd por uma caracteristica bioldgica do tumor em relacdo ao tecido metastatico e
normal (Figura 42).

GCN2 ja descrito anteriormente também estd associada a outros processos celulares e se
apresentou raramente em formas granulares quando as células foram tratadas com Arsenito de

Sédio. Embora esteja normalmente associada as regides citoplasmaticas, Nakamura, A., & Kimura,
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H. (2017) recentemente observaram formagdes granulares contendo GCN2 associadas ao nucléolo
e sua relagdo com a via de ativacao de p53. Em células onde GCN2 foi silenciado, foi observado um
aumento nos niveis de p53 embora nao tenha sido observado o aumento na transcricgdo do mRNA,
indicando que a falta de GCN2 regula os niveis de p53 de forma pds-transcricional por resposta a
estresse nucleolar eu. Sendo IMPACT intimamente relacionada com a ativacdo de GCN2, sua
localizagdo em regides préoximas ao nucleo poderia estar relacionada a esta atuag¢ao de GCN2.

A partir da imunofluorescéncia nas linhagens celulares, GCN2 se apresenta colocalizado com
IMPACT principalmente na regido citoplasmatica de uma maneira muito interessante ao redor do
nucleo independente do tratamento com Arsenito de Sddio, isso acontece em ambas as linhagens
embora de forma mais discreta na linhagem Mia PaCa-2, o que provavelmente podemos
considerar como uma variagao caracteristica das linhagens celulares. Essa localizagdo subcelular
de ambas as proteinas pode estar associada a uma de suas fungdes relacionadas ao inicio do

processo de tradugao.
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Figura 43: Imunofluorescéncia das células ASPC-1 e Mia PaCa-2 tratadas e ndo tratadas com Arsenito de Sodio. GCN2, em

vermelho, IMPACT em verde, o nucleo em azul e a sobreposi¢cdo das imagens (merge). Podemos observar a presenca de granulos
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citoplasmaticos formados principalmente pela proteina IMPACT apds o tratamento com Arsenito de Sédio e a co-localizagdo de

IMPACT com GCN2 ao redor do ntcleo das células.

Assim como nas linhagens celulares, no tecido tumoral, a co-localizagdo também acontece,
entretanto, a heterogeneidade se confirma novamente no tecido. Neste caso, assim como com a
proteina FMRP, a co-localizagdo de GCN2 com IMPACT também acontece de forma desigual em
um mesmo corte de tecido, indicando a diferenca entre diferentes regides de um mesmo tumor.

(Figura 44).

Figura 44: Imunofluorescéncia Multiplex no tecido tumoral de pancreas apresentando diversos niveis de co-localizagdo de

GCN2 e IMPACT (marcagdo em amarelo). GCN2 em vermelho, IMPACT em verde e nlcleo em azul.

Para essa proteina também, nds realizamos as mesmas analises de dados que foram feitas
para a proteina FMRP, e assim como ela, os dados analisados juntos e separados se comportaram
da mesma forma. A co-localizacdo de IMPACT com GCN2 também apresentou um espectro
bastante amplo, tendo tumores com baixo nivel de co-localizacdo e outros com alto nivel de co-
localizagdao, embora a grande maioria se encontre em uma situagao intermediaria. Observando o

grafico o grupo tumoral se apresenta estatisticamente diferente dos outros grupos, com sua
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média inferior tanto do grupo metastatico quanto o normal. Similarmente a outra correlacdo, o
tecido tumoral apresenta menor co-localizagdo de IMPACT com GCN2, indicando que talvez a

funcdo bioldgica dessas proteinas, agindo em conjunto, estejam diminuidas.
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Figura 45: Grafico apresentando a quantificagdo da co-localizagdo entre IMPACT e GCN2 no tecido tumoral, metastatico e
normal. Diferenca significativamente estatistica entre o tecido tumoral em comparagdo com os tecidos metastaticos e normais.

Teste One-Way Anova, p<0,0001.

Correlacionando IMPACT com GCN2, a quantidade de proteinas apresenta-se levemente
correlacionada (Figura 46) mas as quantidades de proteinas ndo apresentam correlacdo com a co-

localizacdo, indicando que esta esta relacionada a um processo bioldgico (Figura 47).
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Figura 46: Grafico correlacionando a quantidade das proteinas IMPACT e GCN2. Apresenta diferenga estatistica. Correlagao

de Pearson, p<0,0001, valor de r =0,7643.
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Figura 47: Grafico, mostrando a correlagdo da quantidade das proteinas IMPACT e GCN2 com a co-localizagdo dessas
proteinas. Correlagdo entre as proteinas e a co-localizagdo é fraca. Teste Correlagdo de Pearson, valor de r IMPACT x Co-localizagdo

=0,1559, valor de r GCN2 x Co-localizagdo = 0,07441.

TIA1 é um componente ja conhecido de granulos de estresse = além disso ja foi descrita
também em associacdo a mRNAs por se ligarem a elementos ricos em AU, localizados na regido
3'UTR. Além das suas func¢des relacionadas a formagado dos granulos de estresse, esta proteina
apresenta diversas funcdes no metabolismo de mRNAs como splicing alternativo, e inibicdo
traducional e silenciamento de mRNAs, portanto pode ser encontrada tanto no citoplasma quanto
no nucleo e,

Os granulos formados por TIAl a partir do tratamento com Arsenito de Sddio parecem
colocalizar fortemente com os granulos citoplasmaticos de IMPACT, indicando que provavelmente
IMPACT possa estar ligado a alguma das duas funcGes descritas acima para essa proteina. Além
disso, assim como GCN2 essa co-localizagao acontece também em alguns casos ao redor do nucleo
gue independem do tratamento com Arsenito, além dos granulos citoplasmaticos que aparecem
apenas apos o tratamento (Figura 48). Com essa sublocalizacdo celular, podemos sugerir que
IMPACT participe fortemente de alguns processos celulares que também envolvem a proteina
TIA1 e que estdo relacionados tanto a resposta ao estresse com formacdao de granulos
citoplasmaticos quanto por exemplo na atuagdao junto aos mRNAs que podem possivelmente
terem sido transportados ao citoplasma recentemente e ainda estejam proximos ao nucleo. Além

disso, a co-localizacdo de IMPACT préxima ao nucleo ja foi apresentada anteriormente associada a



65

GCN2, portanto a associacdo de IMPACT com TIA1 préximo ao nucleo também pode estar ligada

com a atuagao de GCN2 em relagdo a esses mRNAs, como ja foi apresentado anteriormente.
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Figura 48: Imunofluorescéncia das células ASPC-1 e Mia PaCa-2 tratadas e ndo tratadas com Arsenito de Sodio. TIA1, em
vermelho, IMPACT em verde, o nucleo em azul e a sobreposigdo das imagens (merge). Podemos observar a presencga de granulos
citoplasmaticos formados tanto pela proteina TIA1 quanto por IMPACT apds o tratamento com Arsenito de Sédio e a co-localizagdo

das proteinas, mesmo que de forma discreta préximo ao nucleo.

Quando olhamos para os tecidos tumorais, , também conseguimos distinguir diversos pontos
onde a co-localizacdo se apresenta muito forte e locais dos tumores onde a co-localizagdo nao se
apresenta de forma t3o acentuada, indicando novamente como o tumor pode ser heterogéneo
ndo s6 na expressdo das proteinas que compde tanto o citoplasma quanto o nucleo, como
também na interacdo dessas proteinas que podem se encontrar preservadas, ou pouco

representadas.
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Figura 49: Imunofluorescéncia Multiplex no tecido tumoral de Pancreas apresentando diversos niveis de co-localizagdo de

TIA1 e IMPACT (marcacdo em amarelo). GCN2 em vermelho, IMPACT em verde e nucleo em azul

Quando comparamos os niveis de co-localizacdo nos tecidos tumorais, metastaticos e normais
podemos observar um padrdo diferente daqueles observados anteriormente com FMRP e GCN2.
Diferentemente das outras proteinas, as amostras normais apresentam menor nivel de co-
localizagcdo quando comparadas com os tecidos metastaticos e tumorais. Sendo TIA1 uma proteina
ligada principalmente a resposta ao estresse, seria muito coerente que em um tecido normal, que
apresenta um microambiente com menos fatores estressantes, encontremos menor quantidade

de granulos de estresse, assim como nas células que ndao foram tratadas com Arsenito de Sédio.
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Figura 50: Grafico apresentando a quantificagdo da co-localizagdo entre IMPACT e TIA1 no tecido tumoral, metastatico e
normal. Diferenga significativamente estatistica entre o tecido tumoral e metastatico em comparagdo com o tecido normais. Teste

One-Way Anova, p<0,0001.

Analisando a correlagdo entre as quantidades de ambas as proteinas podemos observar alta
correlacdo entre IMPACT e TIA1 (Figura 51). Entretanto, a quantidade das proteinas ndo se
correlaciona com a colocaliza¢ao, indicando que assim como os outros, a colocalizacdo e derivada

de um processo biolé gico e ndo varia de acordo com as quantidades de proteinas.
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Figura 51: Grafico correlacionando a quantidade das proteinas IMPACT e TIAl. Apresenta diferenga significativamente

estatistica. Correlagdo de Pearson, p<0,0001 valor de R=0,9225.
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Figura 52: Grafico, mostrando a correlagdo da quantidade das proteinas IMPACT e TIA1 com a co-localizagdo dessas

proteinas. Correlagdo entre as proteinas e a co-localizagdo é fraca. Teste Correlagdo de Pearson, valor de r IMPACT x Co-localizagdo

=-0,005582, valor de r TIA1 x Co-localizagdo = -0,007984.
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Figura 53: Grafico comparando a colocalizagao de IMPACT com FMRP, GCN2 e TIA1. A media grupos apresenta ums diferenca
significativa onde FMRP colocaliza menos com IMPACT quando comparado com as outras proteinas e TIA1 colocalizando mais do

que as outras proteinas. One Way Anova p<0,0001.
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Comparando a co-localizagdo com IMPACT de cada proteina estudada no TMA, podemos
observar que existe uma diferencga significativa no grau de co-localizagdo dessas proteinas. TIA1
apresenta maior nivel de co-localizagao com IMPACT enquanto FMR1 apresenta o menor nivel.
Esse resultado pode estar refletindo o nivel de interagdao dessas proteinas no ambito funcional,
uma vez que IMPACT pode estar muito mais relacionada com o aspecto funcional de TIA1 do que
FMRP. Ja GCN2 se encontra em uma posicdo intermediaria, mas mais préxima de TIA1 do que de
FMRP. Como ja sabemos a interacdo de IMPACT na via de ativacdo de GCN2, além de ambas as
proteinas estarem ligadas também na mesma estrutura, o ribossomo «es provavelmente esse seja

o motivo de co-localizagdo dessas proteinas.
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Figura 54: Comparacgdo da co-localizagao de IMPACT com TIA1, GCN2 e FMRP no tecido tumoral, metastatico e normal. Teste
One Way Anova. Valores de p: IMPACT x TIA1: Tumor x controle p<0,0001, Tumor x Metdstase p=0,4627, Metastase x Controle
p<0,0001; IMPACT x GCN2: Tumor x controle p<0,0001, Tumor x Metastase p<0,0001, Metastase x Controle p=0,9312; IMPACT x
FMRP: Tumor x controle p=0,3966, Tumor x Metastase p<0,0001, Metastase x Controle p=0,9999.
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Tabela 4: Mediana dos tecidos tumoral, metastatico e normal, para as colocalizagbes de IMPACT com TIA1, IMPACT com

GCN2 e IMPACT com FMRP.

IMPACT x TIA1 IMPACT x GCN2 IMPACT x FMRP

Tumor Metdstase Normal Tumor Metastase Normal Tumor Metastase Normal

Mediana 0,6134 0,6842 0,3374 0,5071 0,6401 0,6856 0,3124 0,5051 0,4660

Observando o grafico acima (Figura 54) a co-localizagcdo da proteina TIA1 e IMPACT se
apresenta em menor quantidade no tecido normal quando comparado com os tecidos tumorais e
metastaticos que se assemelham entre si. Essa alta quantidade de co-localizacdo entre essas duas
proteinas pode estar refletindo a resposta ao maior estresse que os tecidos tumorais estdo
sujeitos, com a geracdo de granulos de estresse, o que ndo é observado no tecido normal que estd
menos sujeito a situagbes de estresse e provavelmente apresenta menos formagao desses
granulos.

No caso da relagao de IMPACT com GCN2, temos uma diferenga entre o tumor, que apresenta
menor quantidade de co-localizacdo, e os tecidos metastdtico e normal que apresentam maior
guantidade de co-localizagdo. Parece que nesse caso a diminui¢cdo da co-localizagdao de IMPACT
com GCN2 favorece a formacdo tumoral, ou pode ser um resultado dessa formacdo, mas nao
interfere no processo metastatico ja que este apresenta a quantidade de co-localizagdo préxima
dos padroes observados no tecido normal.

Para FMRP, o tecido tumoral, com menor quantidade de co-localizacdo se apresenta diferente
do tecido metastatico, com maior quantidade de co-localizagdo mas nao apresenta diferengas do
tecido normal. Para essa proteina, parece que a perda co-localizacdo pode favorecer o
crescimento tumoral, enquanto um aumento da co-localizacdo pode favorecer a formacao
metastatica.

Ao correlacionar a co-localizacdo das proteinas com as caracteristicas clinicas, apresentadas
na tabela abaixo, ndo podemos observar nenhuma relacdo estatisticamente significativa para
nenhuma das caracteristicas, indicando que provavelmente a relagcdo dessas proteinas nas células
se da provavelmente pela caracteristica funcional das proteinas no ambiente celular e ndo

interfere nas caracteristicas clinicas normalmente avaliadas para determinar a gravidade tumoral.
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Tabela 5: Correlagdes entre dados clinicos e colocalizagdes entre IMPACT, TIA1, GCN2 e FMRP.

IMPACT x TIA 1 IMPACT x GCN2 IMPACT x FMRP
Mediana Valor de P Mediana Valor de P Mediana Valor de P
Feminino 0,6560 0,5000 0,3350
Sexo - 0,6377 0,6832 0,0896
Masculino 0,6145 0,4840 0,3010
Pouco 0,7480 0,3890 0,3250
Diferenciacdo Muito 0,6770 0,3796 0,5130 0,1980 0,3490 0,6409
N&o diferenciado g 6200 0,4645 0,3010
Acometimento Acometido 0,6230 0,4935 0,3085
) ~ . 0,5703 0,3512 0,7456
ganglionar N&do acometido 0,6560 0,4220 0,3235
. Sim 0,6420 0,4905 0,2900
Invaséo Vascular < 0,4579 0,3864 0,0633
Nao 0,6380 0,4870 0,3250
. Sim 0,6325 0,4835 0,3220
Invasdo Neuronal < 0,3513 0,5501 0,8440
Nao 0,6830 0,5320 0,3040
la 0,4530 0,3895 0,2680
1b 0,7390 0,5990 0,3640
Estadio 2a 0,6520 0,0859 0,3945 0,0194 0,3100
0,4362
2b 0,6185 0,4935 0,3030
3 0,5510 0,3750 0,3465
Valor de R Valor de P Valor de R Valor de P Valor de R Valor de P
Idade 0,2060 0,1053 0,2492 0,0508 -0,1687 0,2415
Tamanho do tumor -0,03155 0,8061 0,05087 0,6946 0,003040 0,9833

Além das proteinas citadas até o momento, que foram exploradas na intencdo de desvendar
as possiveis possibilidades para os granulos citoplasmaticos de IMPACT, também optamos por
investigar a formacado de IMPACT na regido nuclear, ja que ela se apresenta tanto de forma difusa
guanto em forma de granulos. B23 e PELO foram exploradas somente nas linhagens celulares,
portanto ndo teremos a quantificacdo dos niveis de co-localizacdo para essas proteinas.

B23 é uma proteina encontrada de forma mais abundante em células que estdo em
proliferacdo. E uma proteina multifuncional envolvida em diversos processos celulares, como
biogénese e exportacdao do ribossomo para o citoplasma, processamento de RNA, regulacdo de
supressores tumorais como P53 e ARF, além de processos relacionados a conformacdo da
cromatina, duplicacdo do centromero e também pode ser encontrada associada a DNA e RNA.
Embora seja encontrada principalmente no nucleo, mais especificamente no nucléolo onde
colocaliza com RPS10, também pode ser encontrada no citoplasma «. Pode ser translocada
rapidamente do nucleo para o citoplasma ja que apresenta sinalizagdes tanto para permanecer no

nlcleo quanto para ser exportada para o citoplasma «. E uma proteina que interage com diversas
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proteinas sendo algumas delas, proteinas envolvidas com as vias nas quais IMPACT esta
relacionado, como GCN2 e a subunidade B de elF2.

Nas células utilizadas nesse estudo também pudemos observar essa proteina tanto no nucleo
quanto no citoplasma (Figura 55) embora em poucas células. Na regido nuclear, B23 parece
colocalizar com IMPACT, mas ndo todas as vezes e nas poucas vezes em que foi vista no
citoplasma nao foi observada co-localizagdo com IMPACT. A sua co-localizagdo parece nao sofrer
alteracdo nas condi¢cdes com ou sem Arsenito de Sédio, entretanto a sua conformacdo dentro do
nucleo parece apresentar dois padrdoes, um deles seria o formato normalmente circular e
preenchido, observado normalmente nas células que nao sofreram estresse por Arsenito e o outro
uma circunferéncia vazia, onde somente a borda do circulo seria marcada. Esta conformacdo
peculiar é encontrada na maior parte das células observadas, com algumas poucas excecdes e
pode estar associada as atividades relacionadas ao ciclo celular e conformacdo de cromatina, que
provavelmente sdo alteradas em células em situacdo de estresse. Yihl, homologo de IMPACT foi
associado ao processo de regulacdo do ciclo celular w e IMPACT, relatado como uma proteina que
também apresenta uma caracteristica de nuclease -4, e DNAse ¢ pode em alguns mometos do

ciclo celular estar colocalizada com B23 no nucleo, como observado nas imagens abaixo.
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Figura 55: Imunofluorescéncia das células ASPC-1 e Mia PaCa-2 tratadas e ndo tratadas com Arsenito de Sdédio. B23, em
vermelho, IMPACT em verde, o nucleo em azul e a sobreposi¢do das imagens (merge). Podemos observar um padrdo diferenciado
na proteina B23 quando comparamos as células tratadas com as ndo tratadas, na primeira condi¢gdo temos circulos vazados
enquanto na segunda, circulos preenchidos. Neste caso a co-localizagdo parece ser mais intensa nas células sem tratamento de

arsenito do que aquelas submetidas ao tratamento.

J4 a proteina PELO estd relacionada com a parada do ribossomo durante o processo de
traducdo. Sua atuacdo no processo de parada do ribossomo induz a dissociacdo do complexo de
elongacdo da traducdo suprimindo a clivagem sequencial endonucleolitica . Além disso, também
apresenta envolvimento com o ciclo celular e o processo de mitose « s, PELO Apresentou
marcacdes nucleares (Figura 55) em forma de granulos que colocalizam com IMPACT. Essas
estruturas formadas pela proteina PELO ndo sdo encontradas em todas as células e foram
encontradas somente nas células sem tratamento de arsenito enquanto as mesmas estruturas
marcadas com IMPACT embora também sejam encontradas em poucas células, aparecem tanto
nas células tratadas quanto nas células ndo tratadas com arsenito de sédio (Figura 55). Além disso,

guando submetidas ao tratamento, a marca¢do nuclear de PELO parece se apresentar de forma
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difusa. Essa conformacdo pode estar relacionada com a funcdo no processo de divisdo celular que
provavelmente é interrompido em situagdes de estresse celular.

Ja foi relatado na literatura, diversas proteinas relacionadas com o processo de traducao
atuando associadas ao citoesqueleto, o que que facilitaria o transporte desses elementos pelo
citosol, favorecendo um bom funcionamento do processo de formagao de novas proteinas z«ss,
PELO também apresenta associacdao com filamentos de actina além de apresentar associagao com
o fator de inicio de traducdo 3G (elF3G) s». Independente do tratamento de Arsenito de Sédio, os
pequenos granulos identificados pela proteina PELO no citoplasma ndo apresentaram co-

localizagao com IMPACT.
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Figura 56: Imunofluorescéncia das células ASPC-1 e Mia PaCa-2 tratadas e nao tratadas com Arsenito de Sédio. PELO, em
vermelho, IMPACT em verde, o nucleo em azul e a sobreposi¢do das imagens (merge). Podemos observar um padrdo de marcagdo
tanto nuclear, com formagdo de granulos que colocalizam com IMPACT quanto marcagdo citoplasmatica que ndo apresenta

colocalizagdo com IMPACT.

Todas as proteinas analisadas no tecido tumoral, apresentaram algum nivel de co-localizacdo

com IMPACT. Como IMPACT foi encontrada no interior do nucleo tanto nas linhagens celulares
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guanto no tecido tumoral, e como GCN2 ja foi relatado em envolvimento com a regulacdo de P53
em atividade dentro do nucléolo, nés optamos por avaliar se P53 apresentaria co-localizagdao com

IMPACT dentro do nucleo.

Figura 57: Imunofluorescéncia Multiplex no tecido tumoral de pancreas apresentando diversos niveis de co-localizagdo de

P53 e IMPACT. P53 em vermelho, IMPACT em verde e nutcleo em azul.

Observando a imagem acima, podemos concluir que ndo existe a co-localizagcdo entre P53 e
IMPACT no tinterior do nucleo celular, enfraquecendo a nossa hipétese de que IMPACT pudesse
agir juntamente com P53 de alguma forma. Entretanto, essa evidencia ndo exclui a possibilidade
de associacdo de IMPACT com P53 por uma via indireta, unia vez que a interagdo cinetica entre as
proteinas pode estar restrita a um momento especifico da célula, sendo portanto possivel que
IMPACT possa se associar a P53 em algum processo transiente no nucleo da célula e que ndo
esteja sendo captado pelas imagens que fizemos. Alem disso, para excluirmos totalmente essa

possibilidade outros ensaios devem ser realizados envolvendo as proteinas em questdo.
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4.Discussao

Foram geradas linhagens celulares nocaute para a proteina IMPACT. Entretanto, essas
linhagens ndo apresentam a resposta esperada para o estresse que normalmente estd relacionado
com a resposta de GCN2, estresse por falta de leucina. Essa resposta inesperada pode ter ocorrido
porque o estresse por leucina pode nao ter sido forte o suficiente para gerar a resposta esperada,
uma vez que segundo a literatura, mesmo em condi¢des de estresse os tRNA de leucina ainda
permanecem carregados em aproximadamente 50% w. Seria, portanto, interessante testar a falta
de outros aminoacidos nessas células. Além disso, cada célula apresenta uma resposta diferente e
realizar uma curva de estresse por tempo poderiam mostrar uma diferenca entre as linhagens ko a
vazio.

J4 para o estresse gerado por radiacdo UV, estas linhagens responderam como esperado, ou
seja, células nocautes para IMPACT fosforilam mais a subunidade a de elF2 quando comparadas as
linhagens controles que apresentam IMPACT preservado. Ja foi relatado que GCN2 além de ser a
kinase responsavel por responder a falta de aminoacidos no meio, também responde ao estresse
w1160 gerado por radiacdo UV. Portanto, o esperado seria que as células nocautes pra IMPACT se
comportassem exatamente como se comportaram, ativando mais a via de elF2 por fosforilagcdo da
subunidade a, em comparag¢ao com as linhagens que apresentam IMPACT, ja que este compete
com GCN2 pela ligacdo com GCN1 e sua presenca diminui a quantidade de GCN1 disponivel para
se ligar a GCN2.

Além da funcdo de GCN2 ja muito bem descrita na literatura, atuando no inicio do processo
de traducdo, essa proteina ja foi relatada atuando no nucléolo e associada a p53, via ja
correlacionada a resposta a estresse por radiacdo UV. Neste caso, com a diminuicdo da
guantidade de GCN2 na célula hd um aumento da quantidade de P53 independente da alteracdo
na quantidade de mRNAs, indicando que essa regulacdo se apresenta de forma pds transcricional
ey, Portanto, a partir dessa informacdo houve a tentativa de estudar a relacdo entre IMPACT e P53
nas células ja nocauteadas para IMPACT, como nossas células sdo desprovidas de P53 selvagem, a
ideia inicial seria transfectar P53 em células jd nocauteadas, gerando assim um sistema onde
pudéssemos avaliar a resposta de P53 ao estresse por UV em uma situacdo na qual IMPACT
estivesse ausente. Entretanto essa alternativa ndo se tornou eficiente, uma vez que, ao realizar a
transfec¢ao uma quantidade muito grande dessa proteina se tornava disponivel, mascarando os

possiveis resultados. Na tentativa de continuar, optamos por fazer o contrario, utilizar uma célula
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com P53 selvagem e nocautear IMPACT pelo mesmo sistema ja utilizado antes, CRISPR-CAS9.
Entretanto, esbarramos na dificuldade de transfecgao da linhagem escolhida que apresentava a
adesdo célula-a-célula muito forte impedindo a selecdo dos clones transfectados que ja ndo eram
muitos. Além disso, o tempo para finalizagdo deste projeto estava se esgotando e infelizmente nao
conseguimos adequar os padrdes experimentais a tempo para obter um resultado satisfatério.
Contudo, esse projeto mantém a possibilidade de exploragdo de IMPACT atuando em vias que
antes se apresentavam desconhecidas, e seria muito interessante no futuro, descobrir se essa
proteina esta relacionada ao processo de resposta ao estresse por dano ao DNA associada a P53.
Essa ideia, ainda assim nao exclui a associa¢dao do resultado que obtivemos com a via de resposta
candnica de GCN2 ao estresse, ativando a fosforilacdo da subunidade a de elF2 e parando o
processo geral de traducdo. Resultados de Darnell, A. et al (2018) mostram GCN2 tendo uma
resposta robusta ao estresse gerado pela falta de aminodcidos, apesar de ndo haver a parada do
inicio da traducdo, sugerindo que a ativacdo de GCN2 pode estar em parte downstream da
necessidade da pausa ribossomal gerada pela resposta ao estresse. Como GCN2 responde tanto ao
estresse por falta de aminoacidos, detectando tRNAs vazios, quanto por exposi¢ao a radiacao UV,
a resposta a esses estresses pode ndo apresentar a mesma origem de sinalizagdo upstream que
ative GCN2, ou seja, GCN2 pode ser ativado a partir de vias de sinalizacdo diferentes. Por esse
motivo, podemos observar GCN2 respondendo de forma diferente a tipos de estresse diferentes.

Enquanto que GCN2 é ativado gerando a fosforilacdo da subunidade a de elF2 para que a
célula possa responder ao estresse, a via de mTORC1 sofre uma parada para que a via canénica de
producdo de proteinas seja paralisada. Segundo Yoshiaki Kido e seu grupo, camundongos
nocauteados para GCN2 ou ATF4, que apresentam menor resposta ao estresse com parada do
processo de traducdo apresentam a via de mTORC1 mais ativa. Essa condicdo se da pelo feedback
negativo que a expressao de ATF4 gera em mTORC1. Ao ser expresso, ATF4 é responsavel por
modular a expressdao de diversos genes responsaveis pela resposta ao estresse va. Um desses
genes codifica a proteina Sestrin 2 que apresenta sua expressao bastante reduzida em baixas
expressoes de ATF4, resultando em um aumento da atividade da via de mTORC1 o»,

Com os experimentos referentes a fosforilacdo das proteinas da via de mTORC1, em células
nocautes e vazias para IMPACT, buscavamos entender se a relacdo encontrada pelo grupo de
Ching = onde o nivel de expressdao genica de IMPACT apresentou uma correlacdo diretamente

proporcional com a expressdo genica de proteinas da via de mTORC1 e inversamente proporcional



78

com a expressao de genes da via de ATF4, acontecia de forma direta ou indireta. Diante dos
nossos resultados, onde a falta de IMPACT nas células ndo apresentou nenhuma alteragdao na
fosforilacdo das proteinas 4E-BP e S6, podemos sugerir que IMPACT ndo atue diretamente na via
de mTORC1, como haviamos imaginado inicialmente, mas sim de forma indireta. Essa a¢ao pode
ser devida a sua interacdo com GCN2. Como citado acima, camundongos nocautes para GCN2
apresentam menor expressao de ATF4 e consequentemente menor expressao de Sestrin2 que em
menor quantidade estd relacionada a um aumento da atividade da via de mTORC1 . Sendo
IMPACT responsavel pela menor ativacdo de GCN2 ao competir com ele pela ligagdo com GCN1, a
falta de IMPACT nas nossas células geraram um fendtipo onde GCN2 pode atuar livremente e
fosforilar a subunidade a de elF2, mantendo os niveis normais de ATF4 que regulariam
normalmente a via de mTORC1 em situagdo de estresse. Como escolhemos ndo submeter nossas
células a estresse por falta de leucina porque em nossos ensaios para esse tipo de estresse ndo
obtivemos alteracdo na fosforilacdo de elF2 ndo foi possivel avaliar uma resposta das células
nocautes em condicdo de estresse. Entretanto células com superexpressio de IMPACT
apresentam um fendtipo GCN2 7 @, gerando uma diminuicdo na expressdo de ATF4 e
consequentemente na expressdo de Sestrin2, resultando no aumento da ativacdo da via de
mTORC1, portanto células com altos niveis de IMPACT provavelmente resultariam em alto grau de
atividade de mTORC1 por impedir a fosforilacao de elF2 por GCN2 e diminuir nos niveis de ATF4.

Com o resultado obtido a partir dos perfis polissomais, podemos propor que a falta de
IMPACT na célula, pode diminuir as diferengas entre os niveis das taxas de traducdo das células
IMPACT ko em relacdo aquelas que apresentam a proteina. A presenca da proteina IMPACT, na
célula, como ja discutido anteriormente, promove menor fosforilacdo da subunidade a de elF2,
diminuindo a parada do processo de traducdo, podemos sugerir portanto que a diminuicdo das
diferencas entre as taxas de traducdo quando comparamos diferentes tratamentos de uma
mesma linhagem IMPACT ko ocorra porque na auséncia de IMPACT, GCN1 se encontra mais
disponivel para se ligar a GCN2 e seguir com a ativacdo da via de fosforilagdo da subunidade a de
elF2, diminuindo portanto a ativacdo da via de mTORC1 e consequentemente o processo de
traducdo geral.

J4 no caso do tratamento com UV, nas células ASPC-1, os niveis de traducdo das células
tratadas se igualou aos das carenciadas, ja nas células Mia PaCa-2, esses niveis ficaram acima

daqueles encontrados nas células carenciadas, o que nao era esperado. Entretanto, com a falta de
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um controle de soro adequado ao tratamento com UV, ou seja, tratamento com soro por 30
minutos, ndo podemos realizar uma comparag¢dao para avaliar se nessas células os niveis de
traducdo a partir dos tratamentos de UV, Soro e Carenciadas se comportaram de forma igual ou
diferentes.

De acordo com a nossa hipétese inicial, a alteracdo na quantidade da proteina IMPACT
poderia favorecer o processo tumorigénico. De forma muito interessante, com os resultados dos
ensaios funcionais apresentados, podemos concluir que embora as células nocautes ndo
apresentem diferencas na taxa de crescimento quando comparadas com as células controles, a
diferenca pode ser observada na capacidade de gerar col6nias em condi¢des independentes de
ancoragem, o que significa que as células ndo fazem mais col6nias porque crescem mais, mas
porque a presenca da proteina IMPACT permite que essas células crescam independente do
contato com a lamina basal, o que é uma caracteristica importante para células tumorais que
adquirem a condi¢cdo metastdtica, neste caso a formacgao de col6nias provavelmente se apoia no
processo de adesdo célula a célula, uma vez que as células ndo tem disponivel um substrato que
favoreceria a criacao dessas coldnias. Esta hipdtese foi corroborada também pelos ensaios in vivo,
onde as células nocaute para IMPACT apresentaram menor crescimento tumoral que as células
controle, e também pelo ensaio de esferoides, onde as células nocautes geraram menos
esferoides e com maior facilidade em se desfazerem quando comparadas com as células vazias,
portanto IMPACT pode apresentar uma acdo importante no processo metastatico dessas células.

Em paralelo, os testes realizados comparando tecidos tumorais, metastaticos e normais,
revelaram que a proteina IMPACT se apresenta em maior quantidade nos tecidos tumorais
guando comparados com os tecidos normais e metastaticos. Correlacionando esses resultados
com os resultados apresentados dos ensaios de formacdo de colonia, os ensaios de formacao de
esferoides e ensaios de adesdo, nos quais as células nocauteadas ndo apresentaram diferencas na
adesdo celular em relagdo ao substrato, mas apresentaram diferencas na formacdo dos esferoides,
gue se desagregam com mais facilidade do que aqueles formados pelo controle. Podemos sugerir
gue provavelmente o processo de adesdo célula a célula possa estar alterado com a auséncia de
IMPACT nas células tumorais, favorecendo o processo metastatico.

Moléculas de adesdo sdo encontradas normalmente associadas a processos de migracgao,
proliferacdo, sinalizacdo, desenvolvimento tecidual e reparo. AlteragGes nessas moléculas ja foram

relatas como um dos fatores geradores de inflamacdo no parénquima pancredtico e que podem
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estar associados ao desenvolvimento de pancreatites que posteriormente podem resultar em
Adenocarcinoma de Pancreas «o.

Existem diversos tipos de moléculas de adesdo, e muitas estdo associadas ao desenvolvimento
de adenocarcinoma de pancreas, como as Tricelulinas, que normalmente estdo superexpressas, e
também de pancreatites como as junc¢des estreitas localizadas na regido mais apical das células
adjacentes; Ocludinas, as primeiras a serem degradadas em pancreatites agudas favorecendo a
ruptura de outras moléculas de adesdo; Claudinas, detectadas somente em células ductais de
pancreas normal, e a auséncia dessas proteinas pode diminuir a adesao célula a célula, facilitando
0 processo de metastatico =. Além dessas, existem outras e como o tecido pancreatico se
apresenta muito diferenciado na sua regido tubular, essas proteinas sdo extremamente
importantes para o desenvolvimento normal do pancreas e alteracdao nas suas quantidades e
estruturas podem auxiliar o processo e tumorigénese. A a-catenina, em especial se apresenta
como um componente citoplasmatico que estabelece a ligacdo de caderinas aos filamentos de
actina do citoesqueleto, além de regular de forma indireta a associacdo de outras moléculas de
adesdo, fazendo com que a composicao do processo de adesdo seja mais dinamica do que se
imaginava « - s, Estd associada ao desenvolvimento de tumores em diversas espécies e
promovendo o rompimento da adesdo celular quando esta mutada. A actina, ligada ao processo
de juncdo de membranas atua de forma muito dinamica no processo inicial da formacdo dos
processos de adesdo celular e nos processos finais de selamento das membranas em folhas
epiteliais. Como IMPACT ja foi relatada anteriormente em associagdo com actina «w-s, talvez os
resultados obtidos, que indicam alteracdo no processo de adesdo célula-a-célula das células
nocauteadas para IMPACT, podem estar indicando um caminho ainda ndo explorado para esta
proteina em uma funcdo relacionada ao citoesqueleto ou entdo ao bom funcionamento das
proteinas relacionadas ao processo de adesdo célula-a-célula como a a-catenina.

Além disso, outro ponto onde a falta de IMPACT pode estar agindo seria na transcricao de
genes relacionados com o processo de adesdao células a célula, de forma mais indireta. Ja foi
descrito que a falta de IMPACT gera camundongos com defeito na via de STAT3, camundongos
IMPACT ko apresentam menor fosforilagdo de STAT3 quando comparados com camundongos
normais na presenc¢a de lepitina. Quando fosforilado STAT3 é encaminhado para o nucleo onde
regula a expressao de genes relacionado ao comportamento alimentar em diversos neurdnios s,

portanto IMPACT pode ter envolvimento com a regulacdo a transcricdo desses genes Como os



81

nossos ensaios de formacdo de esferoides mostraram as diferencas entre células IMPACT ko e
Vazio em situagao sem estresse, provavelmente, se IMPACT estiver atuando de forma a impactar a
traducdo desses genes, pode ser independente da via em que ele estd normalmente associado
que seria a via de resposta ao estresse por fosforilagao de elF2.

Essas diferencas nos fazem sugerir que talvez IMPACT apresente dois papeis distintos no
processo de tumorigénese: um primeiro momento no qual uma maior quantidade de IMPACT
seria interessante para que o processo de traduc¢do ndo fosse parado mesmo em situacdo de
estresse, favorecendo a proliferacao e desenvolvimento do tumor e um segundo momento onde a
menor quantidade de IMPACT poderia favorecer o processo de metastase desse tumor
diminuindo a adesdo entre as células e facilitando a sua liberacdo para outros locais.

Outros experimentos funcionais foram realizados e as células nocaute para IMPACT ndo
apresentam diferencas de migracdo em condi¢cdes sem estresse e ndo parecem possuir maior
sensibilidade a morte causada por dano ao DNA. No entanto, é necessario lembrar que estas
células ndo possuem p53 tipo-selvagem. A reconstituicdo de p53 neste sistema pode alterar esta
resposta.

Resultados anteriores do grupo e ndo publicados mostraram a proteina IMPACT envolvida em
estruturas granulares em neurdnios de camundongos . Embora essa proteina seja
preferencialmente expressa em tecido nervoso «), é bastante interessante observar o mesmo
padrdo de expressdo em células transformadas e em amostras de tecido de adenocarcinoma de
pancreas. Muito interessantemente nds pudemos observar essa proteina ndo sé presente no
nucleo de células como no tecido também e o mais interessante, formando granulos, em ambas as
estruturas. A descoberta de uma provavel funcdo de endonuclease 7=, pode justificar a presenca
de IMPACT na regido do nucleo observada nas nossas imunofluorescéncias podendo indicar que
IMPACT esteja agindo com essa funcao.

De acordo com os resultados obtidos, embora IMPACT apresente um grau de co-localizacdo
diferente entre as proteinas, com FMRP apresentando menor quantidade de co-localizagdo
guando comparados com GCN2 e TIA1, quando olhamos as proteinas testadas no tecido tumoral,
temos uma apresentacdo bastante heterogénea da co-localizacdo, tanto dentro de um mesmo
corte de tecido, ou seja, em um mesmo paciente, quanto muitas vezes dentro de um mesmo
tumor. Esse tipo de apresentacdo nos mostra a versatilidade dessa proteina, ja que

aparentemente ela apresenta um padrao diferente dependendo da situagdo em que a célula se
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encontra. Além disso, como j& se sabe, o tecido tumoral apresenta diversas alteracdes na
expressao de muitas proteinas, sendo assim, IMPACT ndo se apresenta isenta de estar super-
representada em alguns pontos do tumor ou pouco representada em outros pontos do tumor.

Como o tecido tumoral se apresentou de forma tao heterogénea em relagao a quantidade de
co-localizacdo embora a quantidade de proteinas ndo tenha sido um aspecto relevante para a
presenca ou auséncia de co-localizagao, seria interessante avaliar se as proteinas estudadas estao
em condicdo de super-expressao ou delecdo nos tecidos tumorais. Esse tipo de alteracdo pode
gerar um comportamento exagerado das proteinas no citoplasma, aumentando uma interagdo
que ocorre, mas em uma magnitude menor. Sendo assim avaliar se os genes das proteinas
estudadas estdo superexpressos ou deletados podem nos dar maior informacdo sobre a
magnitude de interagdo dessas proteinas.

A proteina FMRP, como dito anteriormente, é encontrada tanto no nucleo como no
citoplasma, onde atua como um regulador traducional se ligando aos polissomos além de
desenvolver outras atividades como resposta ao dano no DNA, envolvimento na dinamica do
citoesqueleto e também compde granulos de estresse .s<5, IMPACT apresentou nos tecidos uma
co-localizacdo mais discreta com FMRP em alguns casos e mais acentuada em outros. Nas células
pudemos observar a co-localizacdo de IMPACT com os granulos formados por FMRP apds o
tratamento com arsenito de sédio. Analisando funcionalmente essa proteina, podemos tracar
algumas relagdes com IMPACT, ja que ambas se ligam ao ribossomo, ambas estdo relacionadas ao
citoesqueleto ja que IMPACT foi relatada ligada a mon6meros de actina e pode estar associada a
formacdes do citoesqueleto, e ambas podem estar compondo granulos de resposta ao estresse, ja
gue colocalizam tanto no tecido quanto nos ensaios com células.

A proteina GCN2, como ja apresentado, tem suas fungdes principais relacionadas a parada do
processo de traducdo. Embora nos experimentos com as linhagens celulares, os granulos com
GCN2 ndo tenham sido formados de forma representativa, e aqueles que se formaram ndo
tenham apresentado co-localizagdo com IMPACT, outro local de co-localizagdo nos chamou muito
a atencdo. IMPACT pareceu se associar a GCN2 principalmente ao redor do nucleo, em ambas as
linhagens, de forma mais ou menos intensa, uma vez que utilizamos dois tipos celulares
diferentes. Além disso, vale lembrar que GCN2, como ja foi dito anteriormente também foi
encontrado no nucleo m e portando deve transitar entre o nucleo e o citoplasma, sendo entdo

provavel que se encontre ao redor dessa organela juntamente com IMPACT.
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Outro fator interessante é que ambos ja foram associados aos ribossomos «ess. A ligacdo de
IMPACT com o ribossomo se apresentou independentemente da ligagao de GCN2 ou GCN1 « que
se ligam ao ribossomo para reconhecer tRNAs descarregados e iniciar a sua funcdo no processo de
parada da tradugao geral «. Portanto, no citoplasma esses granulos podem estar sendo formados
pela captura dos ribossomos no processo de parada de traducdo e dessa forma essas proteinas
também passam a fazer parte desses granulos, ou pelo fato de apresentarem uma fungdao em
comum no processo de traducao.

Existem diversos tipos de estruturas granulares relacionadas ao processo de traducao de
mRNAs, como P-bodies, granulos neuronais, granulos de resposta a estresse entre outros 2. Os
granulos de resposta a estresse sdo estruturas multimoleculares relacionadas com o processo de
parada do inicio da tradugdo que leva ao sequestro de mRNAs ndo traduzidos com paradas dos
complexos de iniciacdo. Sdo compostos por mRNAs, fatores de inicio de traducdo e outras
proteinas relacionadas ao processo traducional da célula, no entanto, a composicdo especifica é
muito dindmica e varia de acordo com o tipo de estresse percebido pela célula =. A formacdo
desses granulos é estimulada pela fosforilagdo de elF2a « =<1, Duas proteinas principais sao
caracteristicas dessas formacdes granulares: T-cell internal antigen 1 (TIA1) e» e Ras-GTPase-
activating protein SH3-domain-binding protein 1 (G3BP1) es. Enquanto a célula ndo estd exposta a
uma situacdo de estresse que necessite dessa reacdo as proteinas responsaveis formam uma
densa rede de interacdo e ficam prontas para apresentarem uma resposta rapida ao estresse ©,

Uma vez que a formacgao de granulos de estresse esta intimamente relacionada com a parada
do processo de inicio da traducdo por fosforilacdo de elF2, podemos tracar uma certa relagdo com
a via de resposta a estresse por GCN2 que ja foi relatada em Trypanossoma Cruzi o e
consequentemente com a atuacdo da proteina IMPACT. Considerando essas rela¢des, a alteracdo
nos niveis de IMPACT na célula poderia influenciar a formacao dos granulos de resposta a estresse.

Ao observarmos a co-localizacdo de IMPACT com a proteina TIA1 fica claro que IMPACT faz
parte dos granulos de resposta ao estresse formados por essa proteina. Além disso, IMPACT ja foi
associada aos ribossomos, que também sdo estruturas que compdem os granulos de estresse e,
portanto é coerente que IMPACT componha estes granulos também. Além das formacoes
granulares formadas a partir de um estresse, TIA1 também ja foi encontrado em granulos,
juntamente com FMRP em células que ndo tinham sido estimuladas para resposta ao estresse .

Portanto podemos concluir que IMPACT sendo encontrada tanto em granulos marcados com TIA1
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guanto marcados com FMRP pode estar relacionado com a formacdo de granulos independente
de uma situagdo de estresse no microambiente celular.

Granulos de estresse contendo mRNAs e o complexo ribossomal parados provenientes do
processo de traducdo podem tanto ter o destino de autofagia, onde os componentes desses
granulos serdo degradados quanto os complexos ribossomais podem ser reativados e voltar a
atividade de traducdo . Por fazer parte do complexo ribossomal, estando ligado ao ribossomo «,
como ja explanado anteriormente, IMPACT pode ter uma atuacdo passiva nestes granulos,
aguardando para que a atividade de tradugao seja retomada, mas também pode estar atuando no
processo de degradacdo naqueles granulos que seguirdo esse destino, uma vez que seu ancient
domain pode apresentar a funcao de nuclease como seu homologo em Leishmania donovani v,

No nucleo, pudemos observar IMPACT colocalizando com duas proteinas de forma diferentes,
B23 e PELO. A co-localizacdo com B23 se apresenta de forma mais amplas enquanto com PELO
essa co-localizacdo é bem mais pontual em granulos localizados de forma mais ou menos
organizadas. B23 estd associada, além de outras funcdes, ao processamento de RNA, montagem e
exportacdo do ribossomo para o citoplasma enquanto a proteina PELO esta associada a
magquinaria de traducdo e é considerado um marcador de ribossomos parados uma vez que
interagem com o 80S facilitando a dissociacdo das subunidades do ribossomo. Estando
colocalizadas com essas proteinas, IMPACT pode estar relacionada com essas atividades, quando
estd ligada ao ribossomo. Além disso, a presenca de PELO no nucleo estd relacionada com o
processo de ciclo celular, ja descrito anteriormente na literatura, associado principalmente a fase
G2/M na espermatogénese de Drosofilas, sendo localizada no nucleo . Desta forma, sendo Yhil,
homologa de IMPACT ja correlacionada com o ciclo celular «s, inclusive na fase G2/M, pode ser que
a colocalizacdo com PELO na regido nuclear nesses granulos muito pontuais esteja correlacionada
com essa fase de divisdo celular, uma vez que se apresentam em poucas células observadas,
devendo assim ser transitdria.

Como IMPACT ndo se associa aos pequenos granulos formados por PELO no citoplasma,
provavelmente ndo se encontra associada ao processo de parada dos ribossomos. Entretanto se
associa muito bem a proteinas relacionadas a formacdo de granulos de estresse, indicando que
sua atuagao pode estar relacionada a uma etapa depois do processo de parada.

Além de avaliar como a proteina IMPACT se comporta em células transformadas onde

diversas vias podem estar alteradas, seria interessante avaliar nossa proteina de interesse e suas
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colocalizacdes também em células ndo transformadas para avaliar se o padrdao de co-localizacdo
permanece 0 mesmo, como uma caracteristica de atua¢ao da proteina ou se em células normais

IMPACT se comporta de outra forma.

5.Conclusao

Com a realizacdo deste trabalho, conseguimos chegar a trés conclusdes principais e levantar
uma hipdtese para atuacdo de IMPACT no quadro geral do desenvolvimento tumoral.

A nossa primeira conclusdo esta relacionada a formacdo de granulos de estresse. Esses
granulos, como ja explanado anteriormente, sdo estruturas que participam de uma classe de
granulos categorizados como granulos de RNA, sendo sua formacdo intimamente relacionada
com quantidade de mRNAs ndo traduzidos. Apresentam composicdo muito diversa dependendo
do tipo de estresse pelo qual a célula estd passando. As formagbes granulares de IMPACT,
colocalizam com FMRP, GCN2 e TIA1, tanto nas linhagens celulares quanto nos tecidos tumorais,
indicando que IMPACT estd associada a granulos de estresse.

Sendo IMPACT, uma proteina altamente conservada e seu homologo em Leishimania
donovanis ja descrita como uma proteina com ag¢ao de nuclease «, atividade correspondente ao
seu ancient domain, existe a possibilidade de que sua funcdo nos granulos de estresse esteja
associada a essa caracteristica, ou que esteja associada a sua funcdo ligada ao ribossomo.

No ambito tumoral e experimentos funcionais, surpreendentemente a falta de IMPACT
revelou um aumento na fragilidade no processo de adesdo célula-a-célula, levando nossa
proteina para um caminho ainda ndo desvendado no seu quadro de funcbes. Como
recentemente, IMPACT foi associada a actina monomérica « < ss embora os autores tenham
relacionado essa ligacdo a uma forma de ativacdo da proteina em sua associacdo com
ribossomos, essa relagao abre portar para investigacdes em outros campos, relacionando essa
proteina com o processo de formacao tecidual e manutencao da estrutura de ligacdo das células.

O tecido pancreatico, principalmente na sua regido tubular, necessita de firmeza entre as
adesdes celulares e alteracdes em praticamente todas as estruturas que apresentam essa funcao
ja foram associadas tanto no desenvolvimento de adenocarcinoma de pancreas como em

pancreatites cronicas. Se IMPACT realmente estiver relacionada de alguma forma com o bom
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funcionamento dessas estruturas, o fato de encontrarmos muitas alteracGes genéticas nessa
proteina principalmente em amostras de cancer de pancreas se torna muito esclarecedor.

Além disso, a falta de IMPACT também gerou a diminui¢do nas diferencas entre as taxas de
tradugdo em uma mesma célula, mas com tratamentos diferentes, uma vez que a falta dela
promove maior fosforilacido de elF2, o que inibe a ativacdo de via de mTORC1, ja que
disponibiliza GCN2 para atuar ao lado de GCN1.

Embora a quantidade de IMPACT nao tenha sido um fator relevante na sobrevida dos
pacientes desse estudo as fungdes de IMPACT no processo de resposta ao estresse e também no
processo de adesdo célula a célula explanadas nesse trabalho proporcionam um diverso campo
de estudo para a atuacdo de futuras estratégias de tratamento. Com esse estudo abrimos
caminho para que IMPACT seja mais bem estudada no processo de metastase tumoral ja que
esta relacionada com a capacidade de adesdo célula a célula e sua falta pode apresentar um
fator facilitador da metastase.

Dessa forma, levantamos a hipétese de que IMPACT, possa estar associada de formas
diferentes dependendo do estagio tumoral. Teriamos um primeiro momento em que uma maior
guantidade de IMPACT favoreceria o crescimento tumoral, por inibicdo da via de resposta ao
estresse ativada pela fosforilacdo da subunidade a de elF2, mantendo o processo de tradugao
geral mesmo em condi¢des de estresse. E um segundo momento em que a falta de IMPACT
poderia favorecer o processo de metastase interferindo no processo de adesao célula a célula.

Além disso, a localizacdo de IMPACT na regido subcelular abre caminho para possiveis
descobertas de funcdo dessa proteina na regido nuclear além de corroborar a ideia de que a sua
funcdo de nucleasse, ja proposta na literatura, possa atuar nos granulos de estresse de forma
ativa, além de estar presente por conta da sua ligacdo com o ribossomo.

Concluindo, a proteina IMPACT ainda necessita ser melhor estudada tanto no ambito de
suas funcdes na metastase celular quanto nas suas atividades subcelulares, para que possa ser

cogitada como um alvo de tratamento para células tumorais.
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