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RESUMO

Introducéo: O cancer colorretal (CCR) constitui um importante problema de satde publica no Brasil
e no mundo. Durante a progressdo de tumores epiteliais, como o CCR, é frequentemente observada
uma desestabilizacdo do complexo juncional apical, composto pelas junc¢des tight (JT) e jungdes
aderentes (JA). O aumento dos niveis de expressdo das claudinas, principais proteinas transmembranas
constituintes das JT, induz a perda da sua funcéo de barreira e aumenta o potencial maligno das células
do CCR. Embora cada vez mais estudos estejam focados em compreender melhor os aspectos
moleculares que regulam a estabilidade das TJ, o papel desempenhado por N-glicanos neste processo
continua sendo pouco explorado. Objetivo: Assim, o objetivo do presente estudo foi investigar o
papel dos N-glicanos na regulacdo da estabilidade das JT em CCR. Materiais e Métodos: Utilizando a
linhagem celular HCT-116 (carcinoma colorretal humano), foi avaliado o efeito do tratamento com
dois inibidores de biossintese de N-glicanos, swainsonina (SW) e tunicamicina (Tun), sobre a
estabilidade das JT mediante: citometria de fluxo, Western blot, microscopia eletrénica de
transmissdo, co-imunoprecipitacdo e imunofluorescéncia. A expressdo de &cido sialico na superficie
celular também foi inibida utilizando anadlogo fluorinado de &cido sialico (Sia-F). Além disso, foram
avaliados o grau de N-glicosilagdo do Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR) e os
niveis de expressdo de claudina-3 (cld-3) em tecidos de pacientes com CCR (n = 21) por
imunohistoquimica e Western blot (Protocolo-CEP n°: 84/04). Para este estudo foram consultadas
bases de dados internacionais (NCBI e TCGA) a fim de identificar os sitios de N-glicosilacdo (Asn-X-
Ser/Thr) do EGFR e relatos de mutagdes nestes sitios em CCR. Utilizando um algoritmo classificador
de subtipos de CCR foi avaliada também a expressdo de glicogenes e de cld-3 em quatro subtipos
moleculares de CCR. Resultados: Primeiramente, foi avaliado o efeito de SW e Tun na expressao
proteica de varios constituintes das TJ. Foi observado que apenas o tratamento com Tun diminuiu 0s
niveis de expressdo de cld-3. A Tun também promoveu, concomitantemente, diminuigdo dos niveis de
fosforilacdo de proteinas na faixa de peso molecular da cld-3 (22kDa) e reorganizagdo da sua
localizagdo celular do citoplasma & membrana. Os resultados mostraram que, ap6s o tratamento com
Tun, as células HCT-116 desenvolveram contatos celulares mais estabelecidos. Além disso, a de-
glicosilacdo do EGFR promoveu reducdo dos seus niveis de expressdo na membrana celular e também
diminuiu tanto os seus niveis de ativacdo quanto a fosforilacdo das proteinas downstream ERK e AKT.
Foi observado que o tratamento com Sia-F diminuiu tanto a ativagdo de EGFR quanto os niveis de
expressao de cld-3. Os resultados mostraram também que tumores de pacientes com CCR, que
expressavam maiores niveis proteicos de cld-3 do que os respectivos tecidos normais adjacentes,
exibiram também um maior grau de N-glicosilacdo do EGFR. Finalmente, ndo foram encontrados
relatos de mutacGes em sitios de N-glicosilagdo do EGFR em CCR, porém, foram encontradas
diferengas na expressédo de glicogenes e de cld-3 entre os quatro subtipos moleculares de CCR.
Conclusdo: Conjuntamente, os resultados demonstram que a N-glicosilacdo do EGFR desempenha um
papel na regulacédo da cld-3, contribuindo para uma melhor compreensdo da biologia do CCR. Estes
achados também sugerem um potencial significado clinico de altera¢gdes no padrdo de N-glicosilacdo
do EGFR.

Palavras chave: Cancér colorretal. Jungdes Tight. Jungdes Aderentes. Claudina-3.
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Introduction: Colorectal cancer (CCR) is an important public health problem in Brazil and
worldwide. During the progression of epithelial tumors, such as CCR, the disruption of the apical
junctional complex, composed of tight junctions (TJ) and adherens junctions (AJ), is frequently
observed. The increased expression of different claudin isoforms, major integral transmembrane
protein constituents of TJ, induces the loss of barrier function and increases malignant potential in
CCR cells. Although more and more studies are contributing to a better understanding of the
molecular aspects governing the destabilization of TJ, the role played by N-glycans in this process
remains poorly understood. Objetive: The aim of the present study is to investigate the role of the N-
glycans in the regulation of stability of the TJ. Materials and Methods: To investigate the
involvement of N-glycans with the stability of the TJ in HCT-116 cells (human colorectal carcinoma),
we examined the effects of treatment with two N-glycan biosynthesis inhibitors, swainsonine (SW)
and tunicamycin (Tun), by flow cytometry, western blot, electron microscopy, co-
immunoprecipitation and immunofluorescence. We also inhibited the expression of sialic acid on the
cell surface by treatment with fluorinated sialic acid analogs (Sia-F). Furthermore, we evaluated the N-
glycosylation degree of Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) and the expression levels of
Claudin-3 (cld-3) in CCR patients samples (n=21) by lectin blot and Immunohistochemistry. This
study has been approved by the INCA Research Ethics Committee (Protocol No: 84/04). Besides, we
searched in NCBI and TCGA databases, to identify the N-glycosylation sites on EGFR (Asn-X-
Ser/Thr) and the reports of mutations on these sites in CCR. Using a CCR subtype classifier algorithm,
the expression of glycogenes and cld-3 in four molecular subtypes of CCR was evaluated. Results:
First of all, we tested the effect of SW and Tun in the protein expression of several TJ constituents.
We saw that only Tun has significant effect. The treatment with this drug decreased the protein
expression levels of cld-3. Tun also promoted, concomitantly, decrease of phosphorylation levels of
proteins in the molecular weight range of cld-3 (22kDa) and reorganization of its cellular localization
from cytoplasm to membrane. Our preliminary results also have shown that after Tun treatment HCT
cells develop tight cell-cell contacts. In addition, deglycosylation of EGFR promoted reduction of its
expression levels in the cell membrane and also decreased both its activation levels and
phosphorylation of downstream proteins ERK and AKT. We demonstrated that treatment with Sia-F
decrease both the activation of EGFR and the expression levels of cld-3. Furthermore, our results also
have shown that malignant tumors from patients with CCR, which express a higher protein level of
cld-3 than adjacent normal tissue, exhibit a greater degree of N-glycosylation of EGFR as compared to
adjacent normal tissue. Finally, we did not find any report of mutations in N-glycosylation sites of
EGFR in CCR. However, differences in glycogen and cld-3 expression were found among the four
molecular subtypes of CCR. Conclusion: Together, our results demonstrate that N-glycosylation of
EGFR plays a role in the regulation of TJ protein cld-3, contributing to a better understanding of the
biology of CCR. Our results also suggest a potential clinical significance of changes in N-
glycosylation pattern of EGFR.

Keywords: Colorectal cancer. Tight junctions. Adherent junctions. Claudin-3.
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1. INTRODUCAO

1.1 O cancer colorretal (CCR)

1.1.1 Cancer colorretal: incidéncia, fatoresderisco eterapias.

O CCR representa um importante problema de saide publica no Brasil e, segundo
dados do GLOBOCAN 2012, o CCR é a quarta maior causa de morte por cancer no mundo
(FERLAY et al., 2015). Como ilustrado na tabela 1.1, representa o terceiro tipo de cancer
mais frequente entre 0s homens e o segundo entre as mulheres (Ministério da Saude, 2016).
No entanto, pacientes diagnosticados com a doenca localizada chegam a ter uma sobrevida
média global (taxa de sobrevivéncia cinco anos apos a realizacdo do diagnostico) de até 90%.
Seu diagndstico precoce representa um fator crucial para a sobrevida média global, uma vez
que pacientes diagnosticados em estadios intermediarios apresentam sobrevida estimada de
70% enquanto que esse nimero cai para apenas 12% em estadios avancados (DESANTIS,
2014).

Tabela 1.1: Distribuicdo proporcional por sexo dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil segundo

estimativas para 2016/2017, exceto pele ndo melanoma. Retirado de Estimativas 2016/2017: Incidéncia de
Céancer no Brasil. INCA-RJ.

Prostata 61.200 28,6% Homens Mulheres Mama feminina 57.960 28,1%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.330 8,1% Colon e Reto 17.620 8,6%
Colon e Reto 16.660 7,8% Colo do utero 16.340 7,9%
Estomago 12.920 6,0% Traqueia, Bronquio e Pulmao  10.890 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5,2% Estomago 7.600 3,7%
Esdfago 7.850 3,7% Corpo do dtero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3,4% Qvério 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2,6% Linforna nao Hodgkin 5.030 2.4%
Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

*Numeros arredondados para maltiplos de 10.

O risco de desenvolver CCR aumenta com a idade e estd relacionado com dietas
pobres em fibras (polissacarideos vegetais ndo hidrolisados por enzimas enddgenas do trato
digestivo humano) e com elevado teor de gordura e carne vermelha, consumo de &lcool,
tabagismo, sedentarismo, obesidade, diabetes e doengas inflamatérias do intestino
(JOHNSON et al., 2013). Além disso, desordens hereditarias aumentam a susceptibilidade as
neoplasias de colon como, por exemplo, a polipose adenomatosa familiar (FAP, do inglés
familiar adenomatous polyposis), uma sindrome autossémica dominante causada por mutagdo
no gene supressor de tumor APC (adenomatous polyposis coli) que ocasiona a formagéo de
diversos pélipos adenomatosos e cuja incidéncia é de menos de 1% do total de pacientes com
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CCR, e o cancer de cllon ndo poliposo (HNPCC, do inglés Hereditary Non-polyposis
Colorectal Cancer), outra autossomica dominante, causada por mutagdes em genes de reparo
de DNA, cuja incidéncia é de 2 a 5% dos pacientes com CCR (CENTELLES, 2012;
PAJARES et al., 2015).

O CCR compreende tanto tumores que ocorrem no colon quanto aqueles que ocorrem
no reto. Estes tumores compartilham caracteristicas como a origem, diagnostico, patologia e
tratamento da doenca metastatica. Toda essa semelhanca se d& devido ao fato desses tecidos
serem indistinguiveis a nivel molecular (NETWORK, C. G. A 2012). Assim, o tipo de terapia
usada para o tratamento do CCR varia de acordo com a localizacéo e o estadiamento do tumor
(DESANTIS, 2014), podendo incluir cirurgia, quimioterapia, radioterapia, terapia-alvo,
imunoterapia ou cuidados paliativos (PATEL et al., 2009).

O estadiamento consiste em atribuir o grau de invasividade e extensdo tumoral. O
sistema de classificacdo mais usado para tal € o TNM (do inglés Tumor—Node-Metastasis), 0
qual classifica o tumor de acordo com a extensdo do tumor primario, ou seja, quanto o tumor
primario penetrou pelas camadas do tecido; envolvimento regional dos linfonodos e presenca
ou auséncia de metastase (EDGE et al., 2010). Em estadios iniciais da doenca, a cirurgia para
remocdo do tumor representa o tratamento mais comum tanto para tumores de célon quanto
para os de reto. Para pacientes com tumores de colon em estadio 11 e Il a cirurgia é seguida
da terapia adjuvante (pOs-cirurgia) por seis meses utilizando uma combinacdo de
quimioterapicos que normalmente sdo 5-Fluorouracil, Leucovorin e Oxaliplatina (composto
derivado da platina) ou Irinotecano (composto que inibe a topoisomerase I), com o intuito de
reduzir o risco de recorréncia. Nos Gltimos anos novas drogas foram incorporadas para uso no
tratamento do CCR em situagGes e estadiamentos especificos, como nos casos da terapias-
alvo usando Bevacizumab (anticorpo monoclonal anti-VEGF), Cetuximab e Panitumab
(anticorpos monoclonais anti-EGFR) (LIN et al., 2015). Por outro lado, pacientes com
tumores retais nesses mesmos estadios geralmente fazem uso da quimioterapia neoadjuvante
(pré-cirurgia) combinada com radiacdo (DESANTIS, 2014), que consiste na administracdo
do analogo de pirimidina 5-Fluorouracila (5-FU) com radioterapia (RT).

Por ser esta doenca bastante heterogénea, a resposta dos pacientes as terapias varia
entre os individuos sendo em muitos casos pouco eficiente. Neste contexto, recentemente foi
proposto que o CCR pode ser dividido em quatro subtipos moleculares com caracteristicas
biolbgicas, respostas ao tratamento e prognosticos diferentes (GUINNEY et al., 2015).



1.1.2 Subtipos molecularesdo CCR

Os pacientes com CCR apresentam uma ampla diversidade em relagdo ao progndstico
e a resposta ao tratamento, sendo dificil predizer esses parametros clinicos para cada paciente
de forma individual na pratica clinica. Consequentemente, tem sido muito discutido na
comunidade cientifica como diferenciar os pacientes em subtipos de CCR diferentes
(MEDEMA, 2016). Marcadores moleculares como a instabilidade de microssatélites,
fornecem valor progndstico e preditivo, entretanto, estes s se aplicam a um grupo pequeno
de pacientes (SARGENT et al., 2010). Embora a combinacdo de diferentes marcadores
ofereca uma classificagdo mais refinada dos pacientes e um prognostico mais preciso
(SINICROPE et al., 2015), nem sempre a assinatura molecular de um tumor explica todas
suas caracteristicas, evidenciando a necessidade de avaliar também outros parametros, como,
por exemplo, a atividade de vias de sinalizagdo (TIAN et al., 2013). Adicionalmente, estudos
baseados na expressdo génica tém contribuido para um melhor entendimento da biologia
tumoral. Avancos recentes na analise de perfis de expressdo genética permitem estratificar
pacientes em subgrupos de tumores biologicamente homogéneos. Devido as diferencas na
geracdo de perfis de expressdo génica (por exemplo, métodos de extracdo de RNA e
plataformas de expressdo de genes) e analise de dados (por exemplo, processamento de dados
e algoritmos para identificar subgrupos), as classificagcdes resultantes apenas se sobrepfem
parcialmente e consistem em um namero de subtipos que varia de 3 a 6 (SCHLICKER et al.,
2012; MEDEMA, 2016).

Com o intuito de unificar as diferentes estratégias de classificacdo baseadas na
expressao génica, foi formado em 2014 um consorcio internacional de sub-tipificacdo do CCR
(GUINNEY et al., 2015). Este consorcio foi capaz de classificar um grande numero de
amostras de CCR em quatro subtipos moleculares consenso (CMS): 1) CMS1, o subtipo
imune MSI, em que os tumores exibem um infiltrado imune e séo frequentemente associados
a instabilidade de microssatélites (MSI), metilacdo das ilhas CpG (CIMP) (do inglés, Cp
Gidandmethylator phenotype); e mutagbes em BRAF; 2) CMS2, o subtipo candnico,
caracterizado pela expressdo de genes determinantes do fendtipo epitelial. Este grupo
representa o tipo de CCR cléssico por causa dos altos niveis de instabilidade cromossémica
(CIN) e a ativagdo da via Wnt, o que sugere que estes tumores seguem a via candnica de
progressdo (FEARON; VOGELSTEIN, 1990); 3) CMS3, o subtipo metabdlico, estes tumores
apresentam marcadores epiteliais, desregulacdo de vias metabolicas e mutacbes em KRAS, 4)
CMS4, o subtipo mesenquimal, que esta relacionado com um pior progndstico, apresenta

infiltrado de células estromais, expressdo de genes associados a transicdo epitélio-
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mesenquimal (EMT, do inglés epithelial-mesenchymal transition), angiogenese, ativacdo de
vias alvo do TGF-B (do ingés, transforming growth factor-B) e remodelamento da matriz
extracelular (MEDEMA, 2016). Cada um destes subtipos associa-se a programas bioldgicos
especificos e distintas vias de sinalizacdo, por exemplo, JAK-STAT em CMS1; WNT e SRC
em CMS2; integrina-p3, TGF-p e VEGF (do ingés, Vascular Endothelial GrowthFactor) em

CMS4 (Figural.l).
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Figura 1.1 : Subtipos moleculares de cancer colorretal. Cada subtipo molecular consenso (CMS) constitui
uma entidade distinta com carateristicas moleculares e clinicas especificas. As lesdes precursoras que dao origem
a cada CMS sdo determinadas baseadas na expressdo génica. As vias ativas e 0s programas biolégicos estdo
relacionados com setas, baseados na sua possivel conexdo. MEDEMA, 2016.



A afiliacdo de um tumor a um subtipo determinado ndo é necessariamente definida
pelas mutagdes iniciadoras do tumor e sim pode ser moldada durante a sua progressao pelas
mutagOes subsequentes e pelo microambiente tumoral. Por exemplo, os subtipos CMS1 e
CMS4, que compartilham a mesma mutacdo iniciadora (BRAF), apresentam infiltrado celular
diferente (Figura 1.1). As mutagOes no gene BRAF tém sido descritas como iniciadoras de
tumores serrilhados (glandulas em forma de serrilha) (IJSPEERT et al., 2015), ja as mutacdes
no gene APC resultam geralmente no desenvolvimento de adenomas tubulares (glandulas
arredondadas) (FEARON, 2011).

1.1.3 Desenvolvimento do CCR: Bases moleculares e celulares

O CCR pode se desenvolver gradualmente com o acimulo de diferentes alteragdes
somaticas e/ou hereditarias do genoma e epigenoma, induzindo a transformagdo da mucosa
colonica em um céncer invasivo (DAVIES et al., 2005 ;VOGELSTEIN et al., 2013) (Figura
1.2). Tém sido descritos diferentes mecanismos moleculares que governam a progressao do
CCR: (1) instabilidade genémica, induzida por CIMP; CIN; MSI e defeitos nos mecanismos
de reparo do DNA induzidos por mutagdes em genes que raparam alteragdes por
incompatibilidade (MMR) (AL-SOHAILY et al., 2012); (2) desregulacdo da expressédo de
microRNAs; (3) inativacdo de genes supressores de tumor tais como APC, SMAD4 e TP53;
(4) ativagédo de vias ontogénicas como Braf, Ras (KRas e NRas), Fosfatidilinositol 3-cinase
(PIK-3),VEGF, TGF-B e o receptor do fator de crescinésmicoepiEGFR)
(AGHAGOLZADEH et al., 2016).
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Figura 1.2: Sequéncia adenoma-carcinoma colorretal. A progressdo do epitélio normal a carcinoma passando
por adenoma, é caracterizada pelo acimulo de anomalias histoldgicas (A), genéticas e epigenéticas (B). As
mutacdes em genes de reparo de emparelhamentos incorretos causa instabilidade de microssatélites e mutagdes
sucessivas em oncogenes e genes supressores de tumor, o que pode ocorrer em qualquer ponto na sequéncia
adenoma-carcinoma (como mostrado pela linha de pontos) Adaptado de DAVIES, et al. 2005 e VOGELSTEIN
et al. 2013.

Além das j& bem caraterizadas alteracbes moleculares aqui apresentadas, muitos
estudos tém se dedicado a investigar também as bases celulares da progressdo de tumores
colorretais. A EMT tem sido apontada como um evento importante no desenvolvimento do
CCR de forma geral, devido a sua relagdo com a migracdo e invasdo das células tumorais
(ZHU et al., 2013), e, especificamente, caracteriza o fenétipo do subtipo CMS4 (GUINNEY
et al., 2015). Neste processo as células mudam seu programa genético caracteristico de
celulas epiteliais e adquirem um fendtipo mesenquimal de forma gradual (Figura 1.3).
Adicionalmente, mudam a polaridade celular “apical-basal” (distribuicdo assimétrica dos
componentes celulares ao longo do eixo apico-basal) para uma polaridade de “front—
rear” (distribuicdo desigual dos componentes celulares entre a porcéo frontal, definida pela
borda dianteira da membrana, e a por¢do caudal, onde ocorre a perda da aderéncia que é
necessaria para direcionar a migracdo). Neste processo também ocorre uma reorganizagdo da
actina cortical, formando fibras de estresse e projeces que direcionam o alongamento e
motilidade celular. Estas projecdes consistem em protrusdes de membrana em forma de folha
chamadas lamelipddios e extensdes em forma de espiga na borda do lamelipddio, chamadas

6



filopodio. Por outro lado, outras projecfes chamadas de invadopddios exercem funcgdo
proteolitica, 0 que permite degradar a matriz extracelular (MEC), facilitando assim a invaséo
das células (LAMOUILLE et al., 2014).

Epithelial cell =t Partial Mesenchymal
FE2 L EMT cell
Mg
) b
T/

( Nucleus

gL _ 3

= Cell—cell adhesion = Cell contact dissolution

Figura 1.3: Eventos celulares durante a transicao epitédio-mesenquimal (EMT). As primeiras etapas deste
processo sdo a desmontagem dos complexos proteicos de adesdo célula-célula e a perda de polaridade celular.
Ao longo do processo ocorre repressao de genes relacionados ao fen6tipo epitelial, ativacdo de genes associados
a manutencdo do fendtipo mesenquimal e reorganizagdo do citoesqueleto de actina. Finalmente, as células
adquirem motilidade e capacidade invasiva. Adaptado de LAMOUILLE et al., 2014.

Outro evento chave que caracteriza a EMT € a perda ou desmontagem das estruturas
responsaveis pela adesdo célula-célula, induzida por mudancas tanto na expressdo quanto na
localizacdo de proteinas que fazem parte do complexo juncional apical (CJA) e que medeiam
a adesdo intercelular. Durante este processo a caderina epitelial (E-caderina), proteina
constituinte das jungdes aderentes e principal mediadora da ades&@o intercelular, pode ser
clivada, degradada, ter sua expressdo reprimida ou, até mesmo, ter comprometimento de suas
funcgdes, devido, por exemplo, a modificacdes pos-traducionais (CARVALHO et al., 2016;
NIETO et al., 2016). Consequentemente, a P-catenina (proteina que contribui para a
ancoragem da E-caderina aos filamentos de actina) pode ser translocada ao ndcleo, em
resposta a ativacdo da via Whnt, e ativar a transcri¢cdo de genes que reprimem a expressao da
E-caderina (YILMAZ et al., 2009). Além disso, outras que constituem o CJA tém seus niveis
de expressdo diminuidos, como, por exemplo, claudinas, ZO-1 e ocludinas (LAMOUILLE et
al., 2014).



1.2 O complexo juncional apical (CJA)

O tecido epitelial é caracterizado pela forte adesdo entre as células que é mantida pelas
juncOes intercelulares: juncbes tight (JTs), jungdes aderentes (JAS) e desmossomos.
Atualmente, o conjunto formado pelas JTs e JAs se conhece como complexo juncional apical
(CJA). Este complexo (Figura 1.4) é composto por estruturas protéicas, que ligadas ao
citoesqueleto, estabilizam a adeséo intercelular (NEUNLIST et al., 2013). Além disso, o CJA
também é responsavel pelo estabelecimento e manutencéo da polaridade celular, uma vez que
blogueia a difusdo de moléculas entre os dominios apical e basolateral da membrana
plasmaética.

Epithelial cell Epithelial cell
— Occludin/tricellulin
Actin
Tight — 701, Z0-2, Z0-3

junction
Claudin
JAM

Actin
p120/catenin
Vinculin

Adherent |
junction !

— E-cadherin

Figura 1.4: Complexo juncional apical (CJA). O CJA é constituido pelas JTs (regido mais apical) e pelas JAs
(localizadas inferior as JTs). As proteinas ZO e cateninas ligam, respectivamente, 0s constituentes
transmembrana das JTs (ocludina, claudina e JAM) e das JAs (E-caderina) ao citoesqueleto de actina. Adaptado
de NEUNLIST et al., 2013.

O recrutamento gradual dos componentes do CJA induz seu amadurecimento e,
consequentemente, a polarizagdo da célula, como pode ser observado na Figura 1.5. Neste
contexto, a distribuicdo diferencial das proteinas entre os dominios apical e basolateral da
membrana também permite regular a livre difusdo de moléculas e ions atraveés da via
paracelular (espago intercelular entre células adjacentes) (ZIHNI et al., 2016).

O CJA também participa em diversas vias de sinalizacdo que regulam eventos
celulares como o remodelamento do citoesqueleto de actina, evasdo da apoptose, aumento da
proliferacdo celular, remodelamento da cromatina, e o aumento do potencial migratorio
(ZIHNI et al., 2016).

As JAs, que se localizam na regido inferior do CJA (Figura 1.4), medeiam a adesdo
celula-célula. Um dos componentes principais destas juncdes é a E-caderina, glicoproteina

transmembrana e dependente de Ca?* que se liga homotipicamente a E-caderina da célula
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adjacente. A cauda citoplasmatica da E-caderina interage com proteinas da familia das
cateninas como pl20-catenina, B-catenina e a-catenina, que regulam a estabilidade do
citoesqueleto de actina perijuncional, 0 que proporciona maior resisténcia a estas estruturas.
Adicionalmente, se sabe que as JAs sdo necessarias para a montagem eficiente das JTs. A
formacdo das JAs induz a montagem das JTs que se encontram na parte superior do CJA
(Figura 1.4) (CAPALDO et al., 2007).

Por sua vez, as JTs exercem duas funcgdes principais, impedir o intercdmbio entre os
componentes da membrana plasmatica apical e basolateral e manter a barreira que controla a
passagem de ions, macromoléculas e solutos pela via paracelular. Estas jun¢Ges apresentam
dois tipos de proteinas transmembrana, ocludinas e claudinas, que garantem estas fungdes; e
proteinas adaptadoras citoplasmaticas como as zonula occludens (ZOs), que sdo responsaveis
pela ligacdo das proteinas transmembrana ao citoesqueleto (Figura 1.4) (ZIHNI et al., 2016).
A barreira constituida pelas JTs exibe seletividade por carga e por tamanho mediante duas
vias: a via do "poro" e a via do “"extravasamento"”. A via do poro se refere a uma maior
seletividade e é regulada pelo tipo de claudina presente na juncdo; ja a via do
"extravasamento" constitui uma via menos seletiva, e esta regulada pelas proteinas ZO-1
(zonula occludensl) e ocludina (SHEN et al., 2011).
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[ ‘ I | : \ :
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Figura 1.5: Montagem do CJA e polarizacao celular. As células epiteliais formam contatos célula-célula
mediante a formagdo de uma juncdo primitiva formada por E-caderina e nectina, que induz o recrutamento de
componentes da JT. O incremento subsequente dos componentes da JT induz a maturacdo da mesma que
envolve a separacdo das junces e o enriquecimento da regido perijuncional com o citoesqueleto de actomiosina.
Finalmente, a polarizacdo é induzida pela ativacdo de complexos de sinalizacdo associados as juncles que
dirigem a diferenciacdo da membrana apical. Adaptado de ZIHNI et al., 2016.

De forma geral, a manutencéo das fungdes da JTs depende da estabilidade das mesmas
que pode ser regulada pela sua composicdo proteica. Por exemplo, se sabe que existem 27
tipos de claudinas que formam poros com seletividades diferentes e que se expressam
diferencialmente entre os tecidos do organismo (DORFEL et al., 2012). Neste contexto, tem
sido demonstrado que a expressao das claudinas pode ser regulada por fatores de crescimento
e interleucinas. (ODENWALD et al., 2016). Outro fator que regula a estabilidade das JTs é a

interacdo entre as proteinas que a compdem e a localizagdo subcelular das mesmas. Sabe-se
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também que a fosforilagdo de claudinas e ocludinas modifica a interacdo destas proteinas com
a Z0-1, assim como a sua localizagdo na membrana celular (SAKAKIBARA et al., 1997;
TWISS et al., 2013; LEE, 2015).

O CJA é uma estrutura dindmica, pois a interagdo entre as moléculas que o compde,
bem como a expressdo das mesmas, pode ser alterada de acordo com as necessidades
fisiologicas da célula (TURNER, 2009). Além disso, durante a progressdo de tumores
malignos de origem epitelial, como o CCR, frequentemente observa-se uma desorganizacao
do CJA que favorece tanto a difusdo de fatores importantes para o crescimento e
sobrevivéncia tumoral quanto outros eventos-chave no processo metastatico (MULLIN, 1997;
CHUNG et al., 2014).

1.3 A desestabilizagdo do CJA em CCR

Muitos estudos tém relatado a desregulagdo das proteinas componentes do CJA em
amostras de tumores humanos e linhagens celulares; esta desregulagdo pode ser o resultado do
aumento ou diminuicdo da expressdo e/ou mudancas na localizagcdo subcelular destas
proteinas (GEHREN et al., 2015).

A desregulacdo da E-caderina tem mostrado associacdo com a progressdo de varios
tumores epiteliais, incluindo o CCR. Especificamente, a diminui¢do da sua expressao tem sido
relacionada com a regulacdo positiva de genes mesenquimais como SNAIL e TWIST
(KROEPIL et al., 2012). Por outro lado, analises por imunohistoquimica de amostras de
pacientes mostraram que a perda da E-caderina estava associada com o desenvolvimento de
metastase no figado (GAVERT et al., 2013). Recentemente, nosso grupo de pesquisa
demonstrou que as progénies de células de CCR que sdo resistentes a irradiacdo adquirem um
fendtipo tipo mesenquimal, caraterizado pela expressdo reduzida da E-caderina e,
concomitantemente, expressdo aumentada da -catenina (BASTOS et al., 2014).

A interagdo entre a B-catenina e a E-caderina é fundamental para manter a estabilidade
das JAs e, consequentemente, do CJA. Assim, quando a B-catenina esta livre no citoplasma,
esta proteina pode entdo ser translocada para o nucleo e ativar a transcri¢cdo de genes alvo da
via Wnt/B-catenina (VALENTA et al., 2012). Em CCR, sdo frequentemente observadas
mutacOes em APC ou CTNNBL1 (gene que codifica para a B-catenina), resultando na ativacéo
da via Wnt/B-catenina (WHITE et al., 2012). A disfungdo na via de sinalizacdo \Wnt/ -
catenina resulta no acumulo nucleaP da -catenina, evento que tem sido diretamente

relacionado com um crescimento tumoral mais rapido e pior progndstico (CHEN et al., 2013).
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No que diz respeito as JTs, tem sido estudado o papel da familia das proteinas ZO na
formacdo destas juncdes. Neste contexto, foi demonstrado que a formacdo destas jungdes séo
dependentes da proteina ZO-1, enquanto que, as deficiéncias em Z0O-2 e/ou ZO-3 ndo tem
efeito na sua formacdo (TSUKITA et al., 2009). Por outro lado, em um estudo que utilizou
tumores primarios de CCR, foi achada uma correlagdo entre os baixos niveis de expressdo de
ZO-1 e E-caderina com o desenvolvimento de metastases hepéaticas (KAIHARA et al., 2003).
Ja a ocludina, parece ndo ser essencial para a formacdo das JTs (DORFEL et al., 2012)
porém, esta proteina, que é recrutada pelas claudinas, participa na regulacdo do fluxo
paracelular (FURUSE et al., 1998; AL-SADI et al., 2011). Além disso, estudos tém mostrado
que os tecidos de CCR humano apresentam diminuigdo dos niveis de expressdo da ocludina
em comparagdo com o0s tecidos normais, e essa diminuicdo se correlaciona com o
estadiamento do tumor, pois as lesbes mais avancadas apresentam progressivamente menos
expressdo de occludina que lesdes menos avangadas (WANG et al., 2011).

Por sua vez, as claudinas estdo diretamente envolvidas com a montagem das JTs e
com a regulacdo da barreira paracelular. Estas proteinas atuam na adeséo celular através das
suas interacBes em membranas celulares adjacentes (GUNZEL et al., 2013). Além disso, as
claudinas desempenham papéis importantes na organizagdo do citoesqueleto, vias de
sinalizacdo e transporte de vesiculas (TAMURA et al., 2014). Alteragdes na expressdo e
localizacdo destas proteinas tém sido correlacionadas com a perda da homeostase,
contribuindo para o desenvolvimento de diversas doengas, inclusive do CCR (KRUG et al.,
2014). Estudos tém demonstrado que a diminuicdo da expressdo de claudina-1 esta
diretamente associada com estadios avancados de CCR e a baixa sobrevida dos pacientes
(RESNICK et al., 2005; KINUGASA et al., 2012). Em modelos in vivo de CCR, foi
observado também uma menor localizacdo desta proteina nos contatos das células tumorais
em comparagdo com as células da mucosa normal (DHAWAN et al., 2005).

Por outro lado, o aumento da expressé@o das claudinas 3 e 4, em amostras de CCR humano, foi
relacionado com a desorganizacdo das JTs e com maior permeabilidade celular (DE
OLIVEIRA et al., 2005). Em estudo desenvolvido por nosso grupo de pesquisa utilizando
linhagens de CCR, foi demonstrado que o aumento de expressdao da cld-3, induzida pela
ativacdo de vias de sinalizagdo do EGFR, potencializa a malignidade das células e altera o
fluxo paracelular de macromoléculas (DE SOUZA et al., 2013). Adicionalmente, foi relatado
que 0 EGFR pode atuar na fosforilacdo de residuos de tirosina da ZO-1, causando a perda de
funcdo desta proteina em eventos precoces da progressdo do CCR (KAWAMATA €t al.,
2003). No entanto, até o presente momento, os refinados mecanismos moleculares que

interconectam 0 EGFR as JTs ainda ndo sdo compreendidos na sua totalidade.
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1.4 O Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR)

1.4.1 Estrutura e ativagéo do EGFR

O Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR/HER1/ErbB1) pertence a
uma familia de receptores tirosina-quinasse conhecidos como a familia ErbB, que é formada
por outros trés membros HER2/ErbB2, HERS3/ErbB3 e Herd4/ErbB4 (Figura 1.6 A)
(NORMANNO et al., 2005). Estes receptores traduzem a informacdo de fatores de
crescimento extracelulares a vias de sinaliza¢do intracelular que modulam fungdes biologicas
tais como proliferacdo, migracdo, diferenciacéo e apoptose (HOLBRO; HYNES, 2004). Além
disso, eles encontram-se ubiquamente expressos em células epiteliais, mesenquimais,
neuronais e seus progenitores (ROSKOSKI, 2014), podendo formar homodimeros ou
heterodimeros o que gera uma rede complexa de transducdo de sinais (ALROY et al., 1997;
YARDEN et al., 2012).
O EGFR é uma glicoproteina transmembrana de 170 kDa que apresenta uma estrutura que
consiste em: um Dominio Extracelular (DEC), um dnico dominio transmembranar
hidrofobico e um dominio intracelular em alfa-hélice com atividade tirosina-quinasse (Figura
1.6 A) (KOVACS et al., 2015). O DEC, que possui 12 sitios potencias de N-glicosilacdo
(FERNANDES et al., 2001) ¢é formado por quatro subdominios chamados | (L1), Il (S1), I1I
(L2) e IV (S2) (Figura 1.6). Os subdominios | e Il sdo as regiGes que formam o local de
ligagdo do ligante (LEMMON et al., 2014). Os Subdominios Il e 1V séo regides ricas em
cisteina que ndo formam pontes de dissulfeto entre eles. O subdominio 11 constitui a regido de
dimerizagdo do receptor e em auséncia de ligante, encontra-se completamente oculto por
interacdes intermoleculares com o dominio 1V, estado que é conhecido como “conformag&o
fechada” (Figura 1.6 A).
A unido do ligante ao DEC promove uma rotacdo de 130° dos subdominios | e 1l em relagdo
aos subdominios 11 e 1V, deixando o subdominio Il exposto, o que possibilita a dimerizacao.
Esta configuragdo é conhecida como “conformacéo aberta” (TALAVERA et al., 2009). A
dimerizagdo resulta na auto-fosforilacdo de residuos de tirosina na cauda intracelular C-
terminal (Figura 1.6 B). Isto induz o recrutamento de proteinas efetoras com dominios SH2
(do inglés, Srchomology domains) e PTB (do inglés, phospho tyrosine binding domains) para
os sitios de fosfo-tirosina e a consequente ativacdo de cascatas de sinalizacdo (KOVACS et
al., 2015).

A regido citoplasmatica deste receptor, por sua vez, compreende trés subdominios: o

subdominio justamembrana; a cauda carboxi-terminal, que ndo apresenta atividade catalitica e
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possui seis tirosinas que sdo os locais de transfosforilacdo e ligagdo de proteinas adaptadoras
e/ou efetoras (Grb2 e fosfolipase Cy respectivamente); e o subdominio central tirosina cinase
(dominio de homologia de Srcl (SH1)), que é responsédvel pela transfosforilagdo dos seis
residuos de tirosina da regido carboxi-terminal (BAZLEY et al., 2005).

Evidéncias experimentais sugerem que antes da ligacdo do ligante, o dominio
catalitico da regido intracelular do EGFR adota uma conformac&o inativa que é inacessivel as
proteinas adaptadoras e efetoras, assim como ao trifosfato de adenosina (ATP, do inglés,
adenosin triphosphate) (DIBB et al., 2004). Além disso, se sabe que as tirosinas que Ssao
fosforiladas no EGFR dependem de qual ligante produziu a ativagdo (SWEENEY et al., 2000)
e 0 padrdo de fosforilagdo determina o tipo de segundo mensageiro que serd recrutado
(VANDER GEER et al., 1995). Os residuos de tirosina e os aminoacidos que os circundam
sdo especificamente localizados para a interagdo com um grupo especifico de segundos
mensageiros, de modo que a resposta bioldgica é induzida de forma correta.

Os ligantes conhecidos do EGFR sdo: o Fator de Crescimento Epidérmico (EGF, do
inglés, Epidermal Growth Factor), que tem um efeito promotor da proliferacdo de células
epidérmicas que expressam o receptor; o Fator de Crescimento Transformante(TGFa, do
inglés, Transforming Growth Factor), a Amphiregulin, a Betacelulina, o Fator de
Crescimento de ligacdo de Heparina (HB-EGF, do inglés, heparine binding growth factor), e
a Epirregulina (NORMANNQO et al., 2005).
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Figura 1.6: Os receptores da familia ErbB. A) Os quatro receptores ErbB estdo formados por trés dominios
funcionais: o dominio extracelular (DEC), o dominio transmembrana e o intracelular com atividade tirosina
cinase. B) A unido do ligante ao DEC do EGFR induz mudangas conformacionais que permitem a sua
dimerizacdo e, consequentemente, a fosforilagdo do dominio intracelular Adaptado de BESELGA, 2009.

1.4.2 Viasde sinalizagao ativadas pelo EGFR

As redes de sinais transmitidas pelo EGFR sdo muito complexas. Uma dessas é via das
proteinas cinases ativadas por mitogenos (MAPKs, do inglés, mitogen-
activatedproteinkinases). A proteina Grb2 que interage com 0s receptores ativa o fator de
troca Sos e seguidamente a proteina Ras € ativada. Subsequentemente, Raf e MEK1/2 sdo
ativadas; estas ultimas fosforilam as proteinas Erk 1/2 (do inglés, extracelular signal-
regulated kinaseland 2) que induzem a expressdo de fatores de transcricdo que aumentam a
transcricdo de genes envolvidos na proliferacdo celular, tais como ciclina D1, que promove a
progressdao do ciclo celular para a fase G1/S. A atividade aberrante das MAPKSs esta
relacionada com a proliferagdo celular descontrolada observada em tumores (BASELGA et
al., 2009). Outra via utilizada por este receptor para transmitir sinais para o nucleo é a
PI3K/Akt (do inglés, phosphotidylinositol-3 kinase serine-threonine protein kinase). A
ativacdo do receptor induz o recrutamento de PI3K para a membrana celular, onde a
fosforilagdo do composto fosfatidilinositol 4,5-bifosfato- (PIP2) gera o segundo mensageiro
fosfatidilinositol (3,4,5)-trisfosfato (PIP3). O PIP3 constitui um local de ligacdo de alta
afinidade para Akt. Uma vez posicionada na membrana plasmética, Akt é fosforilada pela
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serina-treonina cinase dependente de fosfolipidios (PDK1, do inglés phosphoinositide
dependent kinasel). A proteina Akt quando fosforilada regula uma variedade de substratos
diferentes que influenciam a sobrevivéncia, a angiogénese, a proliferagdo e o metabolismo
celular (BASELGA et al., 2009).

O EGFR modula outras vias de sinalizagdo, tais como: a via de c-Src, uma tirosina-
cinase citoplasmatica envolvida em numerosos processos celulares, incluindo sinais
mitogénicas (PRENZEL et al., 2001) e a via de sinalizacdo mediada pela proteina fosfolipase
Cy (PLCy, do ingb, phospholipaseCy), que controla processos celulares complexos, tais
como a proliferacdo, a migracéo e a apoptose (BASELGA et al., 2009).

1.4.3 O papel do EGFR em cancer

A ativacdo do EGFR induz o crescimento celular de forma fisiologica, porém a
sinalizacdo aberrante deste receptor, devido a super-expressdo, sinalizagdo autdcrina ou
mutacdo, pode proporcionar vantagens as células tumorais. Geralmente, as células normais
expressam aproximadamente entre 4 x 10* e 1 x 10° receptores por célula mas as células
tumorais podem expressar 2 x 10° receptores por célula (HERBST et al., 2002). Foi relatado
que o microambiente hipdxico de tumores também pode induzir a super-expressdo do EGFR
aumentando seus niveis de mRNA, sendo este mecanismo causado geralmente por
amplificacdo génica (FRANOVIC et al., 2007; MAIRE et al., 2014).

A expressdo aumentada do EGFR tem sido observada numa ampla variedade de
tumores, incluindo pulmdo, mama, cabeca e pescoco, célon, pancreas (BRAND et al., 2011),
prostata (OKEGAWA et al., 2016), bexiga (CARLSSON et al., 2015), ovarios (XU et al.,
2016) e glioma (KWATRA, 2016). Curiosamente, no caso de carcinoma da cabeca e pescoco
a expressédo aumentada do EGFR ocorre em 100% dos casos estudados, e em carcinoma de
pulmdo de células ndo pequenas (NSCLC), foi encontrada em 80% dos casos (NORMANNO
et al., 2005). Além disso, nestes tumores, a super-expressdo do EGFR tem sido associada com
um prognéstico desfavoravel e um elevado risco de recorréncia da doenca (TURKERI et al.,
1998 ; GAO et al., 2016). Ja em tumores de ovario, célon, bexiga e tireoide a super-expressdo
do EGFR esté relacionada com diminui¢do da sobrevida dos pacientes (GRANDIS et al.,
1998; TAS et al., 2014; KOC et al., 2015). Adicionalmente, niveis aumentados de expressdo
do EGFR tém sido correlacionados com a resisténcia a terapias convencionais (HOLBRO et
al., 2003).
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Com relacdo a presenca de mutagbes do EGFR em tumores, tem sido descrito em
glioblastoma o mutante truncado EGFRVIII, produto de delecdo dos exons 2 - 7 (SUGAWA
et al., 1990; FREDERICK et al., 2000). Esta variante truncada também tem sido encontrada
em outros tipos de cancer como mama, ovario e NSCLC (GARCIA DE PALAZZO et al.,
1993; MOSCATELLO et al., 1995). Adicionalmente, em NSCLC também ocorrem mutacoes
em regides que codificam para a 0 dominio tirosina cinase, tais como o exon 19, que induzem
ativacdo constitutiva independente de ligante (MITSUDOMI et al., 2007), o que causa
resisténcia a terapias que utilizam anticorpos monoclonais e inibidores da atividade tirosina
cinase (KOBAYASHI et al., 2005; YEWALE et al., 2013).

Além dos mecanismos clésicos aqui apresentados que levam a alteraces nas vias de
sinalizagdo desencadeadas pelo EGFR, a sinalizacdo aberrante deste receptor pode ser
causada também por modificagdes nos N-glicanos desta proteina, promovendo o crescimento
e malignidade tumoral (TAKAHASHI et al., 2009; PARK et al., 2012).

1.5 Glicosilacdo de proteinas: N-glicanos

A glicosilagdo é definida como um processo enzimatico no qual sdo adicionados
carboidratos a proteinas, lipidios, ou, até mesmo a outros carboidratos, mediante a formacéo
de ligagdes glicosidicas (FUSTER et al., 2005). No que tange as proteinas, a glicosilacéo
constitui uma das modificagcbes pos-tradugionais mais comuns e ocorre, geralmente, no
reticulo endoplasmatico (ER) e no aparelho de Golgi (DELL €t al., 2001; KHOURY et al.,
2011). As glicoproteinas apresentam na sua estrutura predominantemente dois tipos de
glicanos covalentemente ligados a cadeia polipeptidica através de atomos de nitrogénio ou
oxigeno, que s&o conhecidos como N-glicanos ou O-glicanos respectivamente (VARKI, A. et
al.,2009; BENNETT et al., 2012).

A N-glicosilacdo € iniciada pela sintese de um oligossacarideo precursor mediante a
adicdo sequencial de monossacarideos a uma molécula de dolichol-fosfato ancorada na
membrana do ER, até completar um oligossacarideo composto por 14 unidades (Figura 1.7,
painel inferior). Este processo é levado a cabo por glicosiltransferases que utilizam
nucleotideos doadores de aglcar como substrato. Esses nucleotideos doadores de agucar séo
constituidos por um monossacarideo associado a uridina difosfato (UDP), guanosina difosfato
(GDP) ou citidinamonofosfato (CMP) e podem ser obtidos por meio da dieta, pela via de
sintese de novo ou pela via de reaproveitamento. Por sua vez, 0s monossacarideos associados

a esses nucleotideos doadores de aclcar podem ser: &cido sidlico (NeuSAc); glicose (Glc),
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galactose (Gal) e manose (Man); fucose (Fuc); N-acetilgalactosamina (GalNAc) e N-
acetilglicosamina (GIcNAc); xilose (Xyl); acido glicurénico (GIcA) e o acido idurdnico
(IdoA) (VARKI, A. et al., 2008)

Uma vez sintetizado, o oligossacarideo é transferido para os residuos de asparagina
das proteinas nascentes, que se encontram numa sequéncia consenso (Asn-X-Ser/Thr) onde X
pode ser qualquer aminodcido exceto prolina. Esta reacdo é catalisada pelo complexo
multimérico oligossacariltransferase (OST) (Figura 1.7 painel inferior) (SEARS et al., 1998)
e os locais de N-glicosilagdo podem ou ndo ser ocupados; a esse respeito, sabe-se que as
propriedades quimicas dos aminoacidos que circundam estes locais influenciam o
reconhecimento por parte da OST (PETRESCU et al., 2004; JAMALUDDIN et al., 2011).
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Figura 1.7: Representacdo do processo de N-glicosilagdo. As proteinas nascentes sintetizadas no reticulo
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Os N-glicanos apresentam uma estrutura basica conhecida como core e a diversidade
dos mesmos depende do tipo de monossacarideo que ¢é adicionado a esse core, assim como a
ordem e o tipo de ligacdo entre os monossacarideos (BROOKS et al., 2008). Durante o
processo de maturacdo no aparelho de Golgi, que ¢ mediado por glicosiltransferases e
glicosidades (Figura 1.7, painel superior) (DELL et al., 2001), sdo gerados trés tipos de N-
glicanos: (1) os ricos em manose, onde sdo adicionados ao core entre cinco e nove residuos de
Man; (1) os hibridos, que apresentam caracteristicas estruturais tanto do tipo ricos em manose
quanto do tipo complexo; e (I11) os complexos, gerados a partir da acdo @le -manosidases,
nos quais a adi¢cdo de GIcNAc permite o alongamento de cadeias ou antenas que podem ser
bi-, tri- ou tetra-antenadas. Adicionalmente, estas estruturas podem ser decoradas pela agéo de
trasnferases que adicionam Gal, Fuc e Neu5Ac. Assim, os N-glicanos exibem uma ampla
variedade de estruturas que sdo cruciais para desempenhar 0s mais diversos papéis funcionais
nas células.

Nas Gltimas décadas, muitos estudos tém sido dedicados a relacionar as estruturas dos
glicanos com as suas funcbes, dando origem a um novo campo na ciéncia denominado
glicomica funcional (ZHAO et al., 2008). Estes estudos tém demonstrado que os N-glicanos
participam no controle de qualidade das proteinas uma vez que afetam o enovelamento e a
conformacéo das mesmas (FERRIS et al., 2014). Assim, os N-glicanos modificam as funcoes
das proteinas e, consequentemente, os eventos celulares nos quais elas participam, seja no
metabolismo, sinalizagdo, adesdo célula-célula e interacdo célula-matriz (OHTSUBO;
MARTH, 2006). A Figura 1.8 ilustra algumas destas funcdes.

E importante ressaltar que a expressio aberrante dos N-glicanos impacta na sua fungio
contribuindo assim para o desenvolvimento de diversas patologias (BLOMME et al., 2009),
inclusive do cancer (VASCONCELOS-DOS-SANTOS et al., 2015).
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1.5.1 N-glicosilagédo e cancer

As alteragdes na glicosilacdo sdo consideradas uma caracteristica do cancer (DE
FREITAS JUNIOR; MORGADO-DIAZ; 2016). Estas alteragdes podem ser atribuidas a
diversos fatores: (a) disponibilidade das moléculas precursoras da reagdo de glicosilacéo
(Kumamoto et al., 2001); (b) alteracdes na conformagdo terciaria do esqueleto peptidico e da
cadeia do glicano nascente, (c) up ou down regulacdo das glicosiltranferases (KANNAGI et
al., 2008; PINHO et al., 2012).

Mudangas no padrdo de expressdo de N-glicanos complexos B-1,6 ramificados, que
sdo produtos da enzima N-acetilglucosaminiltransferase V (GnT-V ou MGATS5), tém sido
relacionadas com o incremento do potencial replicativo e a capacidade de invadir e metastizar
de alguns tipos de cancer (GUO et al., 2010; KIZUKA et al., 2016). Especificamente, tem
sido observado um frequente aumento dos transcritos de MGAT 5 e seu produto em diversos
tumores como, por exemplo: géastrico (HUANG et al., 2014), eséfago (ISHIBASHI et al.,
2005) co6lon (GUO et al., 2014), e figado (ITO et al., 2001). Além disso, o0 incremento da
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expressdo das estruturasp -1,6 ramificadas também se associa com piores progndsticos em
pacientes com cancer de mama (HANDERSON et al., 2005).

Muitos estudos tém sido dedicados a elucidar os mecanismos moleculares mediados
por N-glicanos B-1,6 ramificados. Sabe-se que estas estruturas regulam a funcdo de proteinas
cruciais no processo de tumorigénese como, por exemplo, o EGFR (WANG et al., 2009) e a
E-caderina (GUO et al., 2003).

No que tange ao EGFR estudos tem demonstrado que o aumento da expressédo de
MGATS induz o incremento dos niveis de fosforilacdo deste receptor, assim como de
proteinas downstream, favorecendo processos de migracdo em células tumorais de figado
(WANG et al., 2009). Por outro lado, acredita-seque as ramificac¢oes p-1,6 dos N-glicanos do
EGFR favorecem a permanéncia desta proteina na membrana plasmatica e, como
consequéncia, a persisténcia da sua sinalizagdo (LAU et al., 2007), uma vez que estas
estruturas interagem com galectinas (Figura 1.9) (TAKAHASHI et al., 2016).
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Figura 1.9: Representacdo da regulacdo do EGFR mediada por ramificac@es -1,6. A expressdo de N-
glicanos complexos B-1,6 ramificados no EGFR impede a sua endocitose mediante a interagdo com a galectina 3,
tendo como consequéncia aumento dos niveis de ativacdo das vias de sinalizacdo de PI3K e Erk. LAU et al.,
2007.

As galectinas sdo proteinas com dominios que reconhecem B-galactose (BARONDES
et al.,, 1994) e se ligam com alta afinidade aos N-glicanos complexos ramificados,
estabilizando os mesmos na membrana (PATNAIK et al., 2006; DENNIS et al., 2009).

Diversos estudos tém demonstrado o papel dos N-glicanos complexos na regulagéo do
CJA. A E-caderina, proteina essencial na manutencdo da estabilidade deste complexo (Figura
1.4), apresenta quatro sitios potenciais de N-glicosilacdo (ZHAO et al., 2008) e, alteraces no
perfil de expressdo desses glicanos, estdo relacionadas com a aquisicdo de um fenotipo
maligno (PINHO et al., 2009; DE FREITAS JUNIOR et al., 2011). A expressdao de N-
glicanos B1,6-ramificados na E-caderina afeta a adesdo célula-célula, uma vez que

desestabiliza as interagcdes E-caderina/cateninas (PINHO et al., 2013). Considerando que 0s
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produtos de MGATS5 tornam-se N-glicanos tri e tetra-antenados, existe uma hipotese que estas
moléculas com ramificagbes B1,6 possam atuar como uma barreira quimica contra o
estabelecimento da adesdo célula-célula, funcionando como obstaculo para interacbes
homotipicas entre E-caderinas de células vizinhas (LANGER et al., 2012).

Por outro lado, tem sido demonstrado que quando a E-caderina encontra-se
pobremente glicosilada esta recruta a proteina PP2A (proteina fosfatase A2), promovendo a
organizagdo das JTs e a estabilidade das JAs (Figura 1.10) (LIWOSZ et al., 2006; NITA-
LAZAR et al., 2010).
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Figura 1.10: N-glicosilacdo da E-caderina e estabilidade das JTs e JAs. A E-caderina hiperglicosilada
interfere no recrutamento de PP2A para as jungdes aderentes, facilitando associagdo de PP2A com ZO-1 e
claudina-1, o que inibe a formacéo das JTs. Ja a E-caderina hipoglicosilada recruta as moléculas de PP2A para as
JAs, 0 que promove o estabelecimento das JTs. NITA-LAZAR et al., 2010.

Os N-glicanos B1,6-ramificados frequentemente sao alvo de extensédo com cadeias de
poli-N-acetilactosamina compostas por unidades repetidas de LacNAc (Figura 1.11)
(Galp1,4-GlcNAcp1,3); (YOUSEFI et al., 1991). As enzimas que sintetizam estas estruturas
sdo as P1,3-N-acetilglicosaminiltransferase (B3GnT), e, entre elas, a B3GnT8 ¢ a que
modifica os N-glicanos B1,6-ramificados (SHEN et al., 2014). Varios estudos tem achado
altos niveis do mRNA da B3GnT8 em diferentes linhagens de CCR (ISHIDA et al., 2005);
(HOLST et al., 2016) e, tem sido demonstrado que a superexpressdo da mesma potencializa a
capacidade invasiva das células tumorais (NI et al., 2014). Por outro lado a expressdo da
B3GnT8 tem sido relacionada com a progressdo de gliomas, encontrando-se também mais
expressa nos tecidos tumorais do que nos normais (LIU et al., 2014).
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Figura 1.11: Representacdo do processo de extensdo e capeamento de N-glicanos B1,6-ramificados. As
ramificagbes B1,6 podem ser alongadas com cadeias de LacNAc e finalmente, a enzima ST6GALI adiciona o
acido sialico terminal na cadeia de poli-N-acetilactosamina. Adaptado de DE-FREITAS-JUNIOR; MORGADO-
DIAZ; 2015.

As cadeias de poli-N-acetilactosamina podem ser modificadas por sialiltransferases
que adicionam um &cido siélico terminal (Figura 1.11) (LANGE et al., 2014) e, de forma
geral, mudancas no padrdo de sialilagcdo terminal na superficie celular tém sido observadas em
diferentes tipos de tumores, por exemplo: de mama (ALLEY; NOVOTNY; 2010), de pulméo
(VASSEUR et al., 2012), de préstata (SALDOVA et al., 2011), de ovario (WANG et al.,
2005), de colon (DALL'OLIO et al., 1999) e figado (POUSSET et al., 1997). A enzima
ST6GALI (B-galactoside a2,6-sialiltransferase 1) faz parte da familia de sialiltransferases e é
responsavel pela sialilacdoa -2,6. Estudos tém mostrado o papel desta proteina na progressao
do CCR. Neste contexto, tem sido observado que a ST6GALL apresenta altos niveis de
expressdo em adenocarcinomas de colon e a sua expressao esta relacionada com a capacidade
invasiva e migratdria das células (DALL'OLIO et al., 1989; PARK et al., 2012). O aumento
da expressdo do produto da ST6GALL é capaz de promover a diminui¢do da expressdo de E-
caderina reprimindo a sua transcricdo e afetando seu turnover (LU et al., 2014).

A sialilagdo 02,6 mediada pela ST6GAL1 témbtem sido relacionada com
mecanismos de escape a morte celular por apoptose (LICHTENSTEIN et al., 2013). Um
estudo demonstrou que este tipo de sialilacdo do receptor de morte Fas impede a inducéo de
apoptose mediada pela sinalizagdo desde receptor (SWINDALL et al., 2011).
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Consequentemente com essa maior sobrevivéncia, a expressdo da ST6GAL1 também tem
sido relacionada a quimo e radio resisténcia em CCR (Figura 1.12) (PARK et al., 2013).

‘Q\\Radiotherapy
Q\\ Radiotherapy R

@ Neu5Ac
O Gal
[ GlcNAc
@ Man

ST6 Gal l-induced
chemoresistance
& radioresistance

| ——

Gefitinib

Integrin p1

Integrin p1

B — Gefitinib

- =

Figura 1.12: Radio e quimo resisténcia mediada pela ST6GAL1 em CCR. A sialilagdo 02,6 da integrina 1
mediada pela ST6GALI, potencializa a ativacdo de sinais de sobrevida como Akt. No caso do EGFR, a sua
hipersialilagcdo o torna resistente ao Gefitinib (inibidor tirosina cinase). PARK et al., 2013.

Os N-glicanos desempenham diversos papéis durante a progressdo tumoral, por isso 0
emprego de agentes capazes de modular a expressdo desses carboidratos pode representar
uma estratégia terapéutica promissora em varios tipos de cancer (PADLER-KARAVANI,
2014). Além disso, 0 uso desses agentes em pesquisas possibilita elucidar tanto mecanismos
moleculares relacionados com eventos de sinalizagdo desencadeados por N-glicanos e suas

implicacdes, quanto as correlacGes entre as estrutura dos N-glicanos e suas fungdes (GRIFFIN
et al., 2016).

1.6 Agentes moduladores da expressao de glicanos. andlogos de monossacarideos e
inibidores da biossintese de N-glicanos.

A manipulacdo da expressdo de N-glicanos pode ser alcangada mediante diferentes
estratégias como, por exemplo, manipulacdo da expressdo génica de glicosiltransferases,
utilizando inibidores farmacoldgicos do processo de biossintese, ou através do uso de
analogos de monossacarideos (GRIFFIN et al., 2016).

Os andlogos de monossacarideos apresentam modificacfes na sua estrutura e
competem com o substrato das glicosiltransferases, impedindo a adigdo dos monossacarideos
aos glicanos nascentes. Sao constituintes desse grupo os analogos fluorinados de acido sialico

(RILLAHAN et al., 2012) que, uma vez internalizados pelas células, sdo adicionados aos
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nucleotideos doadores de aglcar que, ao se ligar nas sialiltransferases, inibem o processo de
sialilagcdo (Fgura 1.13) (GRIFFIN et al., 2016).

No grupo dos inibidores farmacolégicos estdo a swainsonina e a tunicamicina. O
mecanismo de acdo da swainsonina consiste na inibicdo dacenzima -manosidase I,
impedindo a formagdo de N-glicanos complexos (ELBEIN, 1987) (Figura 1.7), enquanto que
a tunicamicina bloqueia a biossintese de qualquer tipo de N-glicano atraves da inibi¢do da
sintese do oligossacarideo precursor de N-glicosilagdo (MAHONEY et al., 1980), como
ilustrado na Figura 1.7. Ambos vém sendo usados como potenciais novas drogas anticancer.
No caso da swainsonina, foi testada em estudos clinicos em fase | e 1l (GOSS et al., 1997;
SHAHEEN et al., 2005). Estudos in vitro e in vivo mostraram que ela é capaz de inibir o
crescimento de células de cancer gastrico (SUN et al., 2007). Ja a tunicamicina em baixas
doses provou ser capaz de induzir adesdo célula-célula mediada por E-caderina, levando a
inibicdo da proliferacdo celular e ao desenvolvimento de um fenétipo diferenciado em células
HCT-116 indiferenciadas, como demonstrou um trabalho publicado por nosso grupo (DE
FREITAS JUNIOR et al., 2011).

Apesar dos resultados in vitro e in vivo obtidos com inibidores da biossintese de N-
glicanos, a avaliagdo do potencial terapéutico desta abordagem, bem como o papel que
alteracdes no processo de N-glicosilagdo podem desempenhar durante a progressédo do cancer
colorretal ndo tem sido efetivamente explorados. Especificamente, o papel dos N-glicanos na

regulacdo da estabilidade das JTs é pouco conhecido.
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Figura 1.13; Mecanismo de acdo dos analogos de é&cido sidlico fluorinados. Estes compostos sdo
metabolizados em nucleotideos doadores de aglcar e usados para inibir a sialilacdo. Adaptado de (GRIFFIN et
al., 2016).
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1.7. Relevancia do estudo

Durante um longo periodo, os estudos no campo da glicobiologia em cancer ndo foram
enfatizados, em parte, por serem considerados tecnicamente complexos. Nas ultimas décadas,
com o surgimento da glicomica funcional, tem se tornado possivel compreender de forma
mais detalhada o papel dos glicanos em mecanismos moleculares relacionados com a
aquisicdo do fenotipo maligno, sobretudo em carcinomas. Em CCR é importante compreender
0s mecanismos relacionados com a perda de caracteristicas epiteliais, tendo em vista a
importéncia da integridade do fendtipo epitelial no tecido normal, assim como sua perda
durante a progressdo tumoral. A desestabilizacdo das jungdes tight € um dos eventos chave
que tem sido observado ao longo deste processo, porém o envolvimento dos N-glicanos na sua
regulacdo ndo tém sido efetivamente explorado. Desta forma, estudos como este possibilitam
uma melhor caraterizacdo da biologia tumoral fornecendo elementos anteriormente néo

descritos.

2. OBJETIVO

2.1 Gera

O presente estudo visa caracterizar o papel da N-glicosilagdo na estabilidade das

juncoes tight assim como identificar os mecanismos envolvidos neste processo.

2.2 Obj etivos especificos

o Avaliar o efeito da inibicdo do processo de biossintese de N-glicanos sobre proteinas
constituintes das juncdes tight, assim como o efeito sobre a sua funcionalidade

o Identificar mecanismos moleculares mediados pela N-glicosilagdo do EGFR
envolvidos na regulacdo da estabilidade das juncGes tight

. Investigar o papel da manipulacdo da N-glicosilacdo sobre a funcionalidade do EGFR
e a ativacdo de vias downstream

. Avaliar o grau de N-glicosilacdo do EGFR e a expressao de claudina-3 em amostras de
pacientes com CCR.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes, anticorpos e drogas

Os anticorpos monoclonais produzidos em coelho anti-pEGFR(Tyr 1068), anti-EGFR,
anti-pAkt (Ser473), anti-Akt,anti-a-tubulina, e os produzidos em camundongo anti-pERK %2
eanti- ERK %2,foram adquiridos da Cell Signaling Technology (MA, EUA). Os anticorpos
policlonais anti-claudina-3, anti-ocludina e anti-ZO1produzidos em coelho foram obtidos da
Invitrogen Co. (CA, EUA). O anticorpo policlonal anti-EGFR e o monoclonal anti-Rab5,
produzidos em camundongo foram adquiridos da Sigma - Aldrich (MO, EUA). O anticorpo
monoclonal anti-Pan-p-tirosina produzido em camundongo foi adquirido da EMD Millipore
Co. (MA, EUA). O anticorpo monoclonal anti-GAPDH produzido em camundongo e 0s
anticorpos secundérios anti-camundongo e anti-coelho conjugados a peroxidase, foram
obtidos da Santa Cruz Biotechnology (CA, EUA). Os anticorpos secundarios conjugados a
AlexaFluor 488 (anti-coelho) e o AlexaFluor 546 (anti-camundongo) foram adquiridos da
Molecular Probes (OR, EUA). As lectinas L-PHA (Phaseolus wvulgaris lectin) e SNA
(Sambuccus nigra agglutinin) biotiniladas ou conjugadas a fluoresceina foram adquiridas da
Vector Laboratories, (CA, EUA). A L-PHA reconhece N-glicanos complexos [-1,6
ramificados e a SNA reconhece acido sialico terminal.

As drogas swainsonina (SW) e tunicamicina (TUN), inibidoras da biossintese de N-
glicanos, foram adquiridas da Sigma - Aldrich (MO, EUA). Os anélogos fluorinados de &cido
sidlico (Sia-F, 3Fax-Peracetyl-Neu5Ac) e o inibidor do EGFR (PD 153035, 4-[(3-Bromofenil)
amino] - 6,7-dimetoxiquimazolina), foram obtidos da Calbiochem (CA, EUA). O [3-4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazoliumbromide (MTT) e o 4 ' dicloridrato de 6 -
diamidino - 2 —fenilindole (DAPI) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (MO, EUA). O
composto vermelho de Ruténio foi adquirido da Ted Pella Inc. (CA, EUA). A resina Epoxi foi
obtida da Electron Microscopy Sciences (PA, EUA).

3.2 Cultura de cdulas e tratamento com drogas

A Linhagem celular de carcinoma colorretal humano HCT-116 (CCL-247 TM) foi
obtida da American Type Culture Collection (ATCC) (VA, EUA). Estas células apresentam
mutaces em KRAS PIK3CA ¢ p-catenina, sendo TP53 wildtype, com um fenotipo
indiferenciado e alto potencial tumorigénico (AHMED et al., 2013). As celulas foram

cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’ s Modified Eagle’' s Medium), suplementado com 10%
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de soro fetal bovino (Invitrogen Co.), 60 mg/L de estreptomicina, 100 mg/L de penicilina G
(todos adquiridos da InvitrogenCo.), e mantidas a 37°C em uma atmosfera de 5% CO2. Para
expansdo da cultura, células em subconfluéncia foram lavadas com PBS (solucdo salina, do
inglés Phosphate Buffered Saline) e soltas da garrafa incubando-se com uma solugdo de
0,25% de tripsina (Invitrogen Co.) em PBS, por 5 minutos a 37°C. Posteriormente, as células
foram cultivadas em placas de 6 pocos para ensaios de Western blot e imunoprecipitacdo, de
96 pocos para ensaios de viabilidade, ou sobre laminulas de vidro em placas de 24 pogos para
imunofluorescéncia, todas obtidas da Techno Plastic Products AG (Trasadingen, Suica). Para
a microscopia eletrénica, as células foram transferidas para insertos Transwell (Corning Inc.)
contendo poros de 0,4 pmarea de 0,33 cm 2 Uma vez que as células alcancaram a
confluéncia adequada, foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas em meio com droga a
37°C em atmosfera de 5% de CO2 por 24, 48, 72 e 96 h de acordo com 0 experimento
realizado, ou receberam apenas o meio descrito anteriormente no caso das células controle. As
drogas utilizadas para os diferentes ensaios foram Sia-F nas concentragfes de 50 e 100 puM;
swainsonina a 0.5, 1, 2 e 4 uM; tunicamicina a 0.25, 0.50, 0.75, 1 uM; e PD153035a 1, 10 e
20 uM.

3.3 Ensaio deviabilidade celular

As células HCT-116 (1,5 x 10% tratadas com tunicamicina e swainsonina foram
cultivadas em placas de 96 pocos por 0, 24, 48, 72, e 96 horas antes de serem incubadas por
2h a 37°C com MTT. Em seguida, foram centrifugadas a 15009 por 5 min. O sobrenadante foi
removido e os cristais formados foram diluidos em DMSO. A absorbéancia a 538 nm foi
medida em espectrofotdmetro modelo Spectra Max 190 spectrophotometer (Molecular
Devices, LLC) (CA, EUA).

3.4 Citometria de fluxo para avaliar a expressao de carboidratos na superficie celular

Decorridas 24 h do tratamento das células HCT-116 com tunicamicina e swainsonina,
as mesmas foram lavadas com PBS e, posteriormente centrifugadas a 1500 rpm durante 2
min. O pellet resultante da centrifugagéo foi ressuspendido em 1 mL de PBS e centrifugado
novamente. Em seguida, a L-PHA conjugada a fluoresceina a uma concentracdo de 5ug/mL
foi adicionada e incubada por 20 min a temperatura ambiente (TA), quando se sucedeu nova

centrifugacdo e posterior lavagem do precipitado com PBS por duas vezes. Por sua vez, as
27



celulas tratadas por 24 h com Sia-F, depois de serem fixadas com paraformaldeido (PFA)
(4%) por 8 minutos a TA, foram lavadas e bloqueadas com BSA (4%) (albumina sérica
bobina) (Sigma-Aldrich Co.) por 30 minutos. Em seguida foram incubadas com a SNA
conjugada a fluoresceina a 2,5ug/mLpor 30 minutos e lavadas. Finalmente, foram adquiridas
10* células utilizando um citometro FASCalibur (Becton-Dickinson) (NE, EUA). Células néo
marcadas foram utilizadas como controles negativos do reconhecimento das lectinas. As
celulas foram caracterizadas segundo a intensidade da fluorescéncia emitida pelo fluoréforo,
seu tamanho e granularidade. Os dados obtidos foram convertidos em histogramas utilizando
o software CellQuest (Becton-Dickinson) (NE, EUA).

3.5 Coleta de amostras de pacientes

Amostras de tecido de 14 pacientes com cancer colorretal, mostrados da tabela 3.3,
foram obtidas mediante ressec¢do cirdrgica realizadas no Hospital do Céancer-1 do Instituto
Nacional de Cancer. A coleta e analise das amostras foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer (CEP-INCA prot: 84/04), tendo sido realizada apds
a autorizacdo dos pacientes, através de assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE),. Em todos os casos, foram coletadas amostras de tecido tumoral e
normal adjacente em um padrdo de distancia de 5 a 10 cm do carcinoma. As amostras

coletadas foram mantidas -80 °C.

Tabela 3.3: Pacientes utilizados no estudo

Paciente  Sexo  Localizagdo Histologia Estadio
P3 M colon direito Adenocarcinoma bem diferenciado, intramucoso 0
P4 F colon sigméice Adenocarcinoma mucinoso A
P8 F fleo terminal e cdlon direito  Adenocarcinoma mucinoso 1B
P19 M colon sigmdice Adenocarcinoma moderadamente diferenciado com éreas mucossecretoras lnc
P21 F colon sigmdice Adenocarcinoma moderadamente diferenciado I
P28 M colon sigméick Adenocarcinoma moderadamente diferenciado 1B
P48 F clon esquerdo Adenocarcinoma moderadamente diferenciado A
P49 M fleo terminal e cdlon direito  Adenocarcinoma moderadamente diferenciado 1B
P50 F fleo terminal e colon direito  Adenocarcinoma moderadamente diferenciado I
P51 M fleo terminal e cdlon direito  Adenocarcinoma moderadamente diferenciado lc
P53 F colon direito Adenocarcinoma moderadamente diferenciado com areas mucinosas 1B
P54 F colon sigméice Adenocarcinoma moderadamente diferenciado ]3]
P56 F colon direito Adenocarcinoma moderadamente diferenciado 113}
P57 F colon direito Adenocarcinoma moderadamente diferenciado 1B
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3.6 Obtencéo de extratos proteicostotais

Células HCT-116 (tratadas com tunicamicina, Sia-F e PD153035) e amostras de tecido
previamente maceradas foram lavadas com PBS e homogeneizadas a 4° C em tampéo de lise
contendo: Triton X-100 1% (Sigma-Aldrich Co.); deoxicolato de sodio 0,5% (Reagen-
Quimibras Ind., Brasil); SDS 0,2% (Invitrogen Corp.); cloreto de sédio 150 mM (Merk&Co.
Inc., Alemanha); EDTA 2 mM (Sigma-Aldrich Co.); Hepes 10 mM (Sigma-Aldrich Co.), pH
7,4); fluoreto de sédio 20 mM; ortovanadato de sdédio 1 mM (Sigma-Aldrich Co.); e um
coquetel de inibidores de proteases (PMSF 1 mM, aprotinina 1pug/mL, fenantrolina 2,5 pM,
leupeptina 10 uM e pepstatina 5 pg/mL - Sigma-Aldrich Co.). Apos centrifugacdo a 10000 g

por 10 min, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80° C.

3.7 Obtencéo de extratos proteicos de membrana citoplasmatica.

As células foram coletadas e homogenizadas usando um homogenizador tipo Potter
em tampdo Tris-HCL 10mM, PH 7.5, contendo sacarose 250 mM, MgCl, 1mM, ortovanadato
1mM, NaF 20 mM e inibidores de protease (1:100). Os lisados celulares foram centrifugados
a 3.000 g por 10 min a 4° C. O sobrenadante foi coletado e centrifugado a 15.000 g por 1 h a
4° C. O pellet resultante (fracdo de membrana) foi coletado e homogenizado em tampéo de
lise. Apos centrifugagdo a 10000 g por 10 min, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -
80° C para analise posterior.

3.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sddio (SDS
PAGE), e Western blot

O conteldo protéico de extratos totais e fracbes de membrana foi estimado utilizando-
se um kit comercial para dosagem de proteina (Bio-Rad Laboratories Inc.) (CA, EUA). A
proteina BSA foi utilizada como padrdo. Quantidades iguais de proteinapg(j3@oram
separadas eletroforeticamente por SDS-PAGE usando géis na concentragdo de 7,5, 10 e 13%,
e transferidas para membranas de nitrocelulose utilizando-se o aparelho de eletrotransferéncia
semi-seco (Bio-Rad Laboratories Inc.) a 10 V por 60 min. As membranas foram mantidas em
tampéo de bloqueio TBS-T (Tris-HCI, 20 mM, pH 7,6, NaCl 137 mM e Tween 20 0,1%
(Sigma-Aldrich Co.) contendo leite desnatado 5%, durante 60 min em agitador orbital. Em

seguida, foram incubadas com o anticorpo priméario overnight. Apos 5 lavagens com TBS-T,
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as membranas foram incubadas com anticorpos secundarios conjugados a peroxidase por 60
min. Finalmente, as membranas foram lavadas 5 vezes em TBS-T e a reatividade para as
proteinas em estudo foi determinada utilizando-se um kit comercial de quimioluminescéncia
(Amersham Biosciences GE healthcare, Reino Unido). A densitometria dos filmes
fotograficos sub-expostos foi efetuada utilizando-se o software Labworks 4.6 (UVP Inc.)
(NY, EUA).

3.9 Imunoprecipitacao e blotting de lectinas

Foram utilizados extratos de células tratadas com tunicamicina e de tecido tumoral e
normal de pacientes para imunoprecipitar quantidades iguais de proteinag(50Bstes
estratos foram precleared com 25ul de proténa G conjugada a esferas de sefarose (Si gma-
Aldrich Co.) por 1 hora. Apés a centrifugagdo, o sobrenadante foi incubado overnight com
4ug de anticorpo e posteriormente com proteina G conjugada a esferas de sefarose por 2
horas. Em seguida, os imunocomplexos foram lavados 3 vezes com PBS e aquecidos a 95°C
em tampdo de amostra Laemmli (Laemmli, 1970) por 5 min. As amostras foram entdo
separadas eletroforeticamente por SDS-PAGE usando géis na concentracdo de 7,5% e
transferidas para membranas de nitrocelulose como descrito anteriormente. As membranas
foram mantidas em tampéo de bloqueio PBS-T (PBS e Tween 20 0,05% - Sigma-Aldrich Co.)
contendo BSA 4%, durante 120 min em agitador orbital. Em seguida, foram incubadas com
L-PHA biotinilada por 60 min. Finalmente, as membranas foram lavadas 5 vezes em PBS-T e
a reatividade dos carboidratos em estudo foi determinada utilizando-se um kit comercial de

quimioluminescéncia Vector stain ABC kit (Vector Lab.).

3.10 Imunofluorescéncia

Apo0s o tratamento com tunicamicina por 24h, células cultivadas sobre laminulas de
vidro foram lavadas com PBS e fixadas com metanol 100% durante 20 min a -20° C. Depois
foram re-hidratadas com PBS/CM (PBS contendo CaCl2 100 mM e MgCI2 100 mM, pH 8,0).
Posteriormente, foram bloqueadas a TA com BSA 0,2%por 60 min. Logo apds, foram
incubadas overnight com o anticorpo priméario anti-claudina-3 (diluicdo 1:40), lavadas com
PBS e incubadas por 1 h com o anticorpo secundario de coelho conjugado a Alexafluor 488
(diluicdo 1:500). Para visualizar a proteinas Rab5 e EGFR, as células foram lavadas trés vezes

com PBS/CM, fixadas com PFA 4% a TA por 20 min, e incubadas a TA com 50 uM de
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NH,4Cl em PBS pH 8. Em seguida as células foram lavadas com PBS pH 8, permeabilizadas
com Triton X-100 0,5% e bloqueadas com BSA 0.2% (em PBS pH 8) por 1 hora a TA.
Posteriormente, incubou-se com o anticorpo primario anti-EGFR (1/50) em BSA 0.2%
overnight, lavou-se e incubou-se com o anticorpo secundario de coelho conjugado a
Alexafluor 488 (diluigdo 1:500). Logo ap0s, para a segunda marcacdo, as células foram
lavadas e incubadas com o anticorpo primario anti-Rab5 e posteriormente com o secundario
de camundongo conjugado a Alexafluor 546 (diluicdo 1:500). Finalmente todas as laminulas
foram incubadas com DAPI (1:1000; 1 min), lavadas e montadas utilizando n-propil-galato
(Sigma Aldrich, USA). As imagens foram adquiridas utilizando um microscopio confocal a
laser FVV10i-O. A quantificacdo da co-localizacédo do EGFR e Rab5 foi realizada utilizando o
coeficiente de correlagdo de Pearson (r) gerado pelo programa de processamento de imagem
FV10-ASW (Olympus, Japdo).

3.11 Ensaio de Permeabilidade Paracelular ao Vermelho de Ruténio e Microscopia

eletronica de transmissdo (MET)

Monocamadas de céelulas HCT-116 cultivadas em insertos Transwell foram fixadas
por 1 hora sob agitacdo, em tampéo de Karnovsky (glutaraldeido 2,5 %, paraformaldeido 1 %,
sacarose 8 % e CaCl, 2 mM em tampdo cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2) contendo
vermelho de ruténio 0,6%. Logo apds, foram lavadas 3 vezes durante 10 em tampédo
cacodilato contendo vermelho de ruténio 0,6%e incubadas em solugdo de tetroxido de 6smio
2% contendo vermelho de ruténio 0,6% por 40 minutos sob agitacdo. Em seguida as
membranas foram lavadas e desidratadas em concentragcfes crescentes de acetona (30%, 50%,
70%, 90%, 2 vezes em 100% e outras 2 vezes em super seca) por 10 min cada, sendo
incluidas posteriormente em resina Epdxi. Cortes ultrafinos, entre 60 — 70 nm, foram obtidos
usando um Ultramicrétomo (Leica Microsystem, Wetzlar, Alemanha), contrastados com
citrato de chumbo por 3 min e analisados usando um microscopio eletrénico de transmissao
Zeiss 900 (Carl ZeissInc.).
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3.12 Imuno-histoquimica

Blocos de parafina contendo bidpsias de pacientes com céncer colorretal, arquivados
no Departamento de Patologia do INCA, foram cortados para posterior processamento para
imuno-histoquimica. Os cortes foram fixados em estufa por 1h e desparafinizados com xilol
durante 20 min. Posteriormente, foi realizada a recuperacdo antigénica incubando os cortes
em tampdo EDTA (pH 8.0) por 30 min e a atividade enddgena da peroxidase foi bloqueada
com peroxido de hidrogénio 10% durante 20 min. Em seguida, os cortes foram incubados
com anticorpos primarios (anti-claudina- 3 e anti-EGFR) e L-PHA overnight. A reatividade
das proteinas e carboidratos em estudo foi determinada utilizando-se o Kit Novolink Polymer
Detection System (Leica,Wetzlar, Alemanha) e o Vector stain ABC kit respectivamente.
Finalmente foi utilizado como cromdgeno a diaminobenzidina (Leica) e a contracoloracéo foi
realizada com hematoxilina (Leica). Para quantificar os resultados foi utilizado o
Immunoreactive Score (IRS) (KROEPIL et al., 2013) que é calculado a partir da porcentagem

de células marcadas e a intensidade dessa marcagdo, como segue na tabela 3.2.

Tabela 3.2: Immunoreactive Score (IRS)

0 = Nenhuma célula positiva 0 = negativa 9 il = [Eerasetls namEe

1=<10% de células positivas 1=Fraca 2 - 3 = Expressao fraca

2 =10-50% células positivas 2 =Fraca 4 - 8 = Expressio moderada
3 =51-80% de células positivas 3 = Moderada 3 12 o s fare

4 = >80% de células positivas
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3.13 Estudos por Bioinformatica

Foram identificados os sitios potencias de N-glicosilacdo do EGFR utilizando a base
de dados Uniprot (http://www.uniprot.org/). Em seguida, foi realizada uma pesquisa no banco
de dados The Cancer Genome Atlas (TCGA) (https://cancergenome.nih.gov/) para verificar a
existéncia de relatos de mutacdes nesses sitios.

Para avaliar a expressdo de glicogenes nos quatro CMS de CCR foi utilizado um
algoritmo classificador aplicado em aproximadamente 5000 amostras. Este classificador se
encontra disponivel em https://github.com/Sage-Bionetworks/crcsc.

3.14 Anélise estatistica

A anélise estatistica foi realizada usando o programa GraphPad Prism version 5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). A analise de significancia foi realizada
utilizando os seguintes testes: two-way ANOVA com pés-teste de Bonferroni para analise da
viabilidade celular, teste t-student para analise de expressao proteica de constituintes das JT e
teste t-student de pares para analise de expressdo do EGFR e N-glicanos complexos em
amostras de pacientes. A avaliagéo de correlacdo entre a imuno-reatividade do EGFR e PHA
foi realizada mediante analise do coeficiente de correlacdo de Spearman (rs). As diferencas

foram consideradas significativas para p< 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 O tratamento com tunicamicina e swainsonina inibe a expressao de N-glicanos

complexos ramificados em célulasHCT-116.

Com o intuito de determinar condic¢des de tratamento que ndo afetassem a viabilidade
celular foi realizado um ensaio de MTT utilizando células tratadas por 24, 48, 72 e 96 h com
diferentes concentragdes de dois inibidores da biossintese de N-glicanos, tunicamicina e
swainsonina (Figura 4.14 A). O tratamento com swainsonina ndo teve efeito significatico
sobre a viabilidade celular. Por outro lado, apartir das 48h de tratamento a tunicamicina
diminuiu significativamente a viabilidade celular; por esta razdo foi escolhido o tempo de
tratamento de 24h para 0s experimentos posteriores, ja que nesta condigdo ndo foi observada
diminuicdo da viabilidade nas células tratadas em comparacdo com ascontrole (Figura 4.14
A). Posteriormente, no tempo de tratamento escolhido, foi verificada a eficiéncia das drogas
no que tange a capacidade inibitoria. Para isso, foi avaliada por citometria de fluxo a
expressdo de N-glicanos complexos na superficiecelular utilizando a lectina L-PHA
conjugada a fluoresceina (FIT-C). Como pode ser observado na Figura 4.14 B, nas células
tratadas com as drogas ha diminuicdo da intensidade da fluorescéncia coletada pelo canal FL1

(gerada pela marcacdo da L-PHA na superficie celular) em comparagdo com as ndo tratadas.
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Figura 4.14: Inibicdo da expressdo de N-glicanos complexos ramificados induzida por tunicamicina e
swainsonina. (A) Viabilidade celular avaliada mediante MTT. Os graficos de barras mostram a densidade Optica
relativa (DO) a 538 nm, ap0s 24, 48, 72 e 96 h de tratamento com swainsonina ou tunicamicina. Em todos os
tempos analisados os valores foram normalizados pelo valor do grupo controle do tempo Oh. As barras de erro
indicam o erro padrdo. (n=3). a = ***P< 0,001, teste two-way ANOVA. (B) Apds tratamento por 24h, as células
foram incubadas com lectina L-PHA conjugada a FIT-C e analisadas por citometria de fluxo. Os histogramas de
fluorescéncia foram gerados pelo software Cell Quest. O deslocamento dos histogramas para a esquerda indica
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia. Células ndo tratadas foram utilizadas como controle. Cores dos
histogramas para swainsonina: controle (roxo); 0,5uM (verde); 1uM (rosa); 2 uM (azul); e 4uM (laranja); para
tunicamicina: controle (roxo); 0,25uM (verde), 0,5uM (rosa); 0,75uM (azul) e 1 uM (laranja). Tun, tunicamicina;
SW, swainsonina.

4.2 A tunicamicina diminui os niveis de expressao de claudina-3 em HCT-116.

Para estudar o papel da inibig&o da expresséo de N-glicanos complexos ramificados na
estabilidade das JT, foi avaliado o efeito do tratamento com tunicamicina e swainsonina sobre
a expressdo de diferentes proteinas componentes das JTs (claudina-3, ZO-1 e ocludina)
através do ensaio de Western blot. Ndo foram observadas mudangas significativas nos niveis
de expressdo destas proteinas nas células tratadas com swainsonina (Figura 4.15 A). No
entanto, a tunicamicina apenas teve efeito sobre a claudina-3 (cld-3) diminuindo de forma
dependente da concentracdo os seus niveis de expressdo (Figura 4.15 B). Uma vez que a
swainsonina ndao mostrou efeito sobre os niveis de expressdao de nenhuma das proteinas
constituintes das JTs, o0s experimentos subsequentes foram realizados apenas com a

tunicamicina.
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Figura 4.15: Efeito do tratamento com tunicamicina sobr e os niveis de expressdo de proteinas constituintes
das JTs. (A) As células foram tratadas com diferentes concentracdes de swainsoina ou (B) tunicamicina durante
24 horas, e, em seguida, foi avaliada a expressdo de diferentes proteinas constituintes das JTs. Apés o tratamento,
os lisados celulares foram obtidos e analisados por Western blot. A tubulina foi utilizada como controle enddgeno
de expressdo proteica. Se mostram as unidades densitométricas + o erro padrdo. (n=3). *P < 0,05; ***P < 0,001;
teste t-student.
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4.3 A tunicamicina induz redistribuicéo de claudina-3 e promove contatos célula-célula
mais estabelecidos em HCT-116.

Sabe-se que mudancas na expressao de claudinas podem ocorrer concomitantemente
com mudangas na localizacdo subcelular destas proteinas (DE SOUZA et al., 2013). Sendo
assim, foi avaliado o efeito da tunicamicina sobre a localizagdo subcelular da cld-3 mediante
imunofluorescéncia. O tratamento com tunicamicina promoveu o aumento da localizacdo da
cld-3 na membrana celular (Figura 4.16 A). Um dos principais mecanismos que regulam a
localizacéo subcelular dessa proteina é a fosforilagdo de residuos de tirosina e treonina na sua
porcédo carboxi-terminal (KWON, 2013) Sabendo isto, foi avaliada a fosforilagdo de tirosinas
em células tratadas com tunicamicina mediante Western blot, utilizando um anticorpo
primario pan-tirosina. Foi observado que a tunicamicina induziu diminui¢do da fosforilacdo
de tirosinas na faixa de peso molecular da cld-3 (22 kDa) (Figura 4.16 B).

Adicionalmente, foi investigado se as mudangas na localizagcdo da cld-3, induzidas pela
inibicdo da sintese de N-glicanos complexos ramificados, afetavam a funcionalidade das JTs.
Para tal, foi avaliada a permeabilidade ao corante vermelho de ruténio em células tratadas
com tunicamicina por microscopia eletronica de transmissdo. Este composto, por ser
catibnico, interage com moléculas negativas da membrana celular, podendo ser visualizado
pela formacéo de regides elétron-densas (SCHMIDLEY et al., 1986). O tratamento ndo afetou
a permeabilidade ao vermelho de ruténio, que permeou pela regido paracelular das células em
monocamadas. No entanto, embora ndo tenha comprometido a permeabilidade, promoveu

contatos célula-célula mais estabelecidos (Figura 4.16 C).
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Figura 4.16: Avaliacéo do efeito da tunicamicina sobr e alocalizacdo subcelular da cld-3 e a funcionalidade
das JTs. (A) Ap6s tratamento com diferentes concentragcBes de tunicamicina durante 24 h as células foram
fixadas e marcadas para claudina-3 (verde) e nucleo (azul) (DAPI). As setas brancas indicam a marcacao da
membrana. Bar = 10 um. As imagens foram obtidas por microscopia confocal. (B) Os lisados celulares totais
foram obtidos e analisados para pan-tirosina e claudina-3 por Western blot. O grafico de barras mostra a
quantidade relativa de fosfo-pan-tirosina normalizada pela claudina-3. (C) As células foram cultivadas em filtros
de policarbonato Transwell e a funcionalidade das TJs foi analisada por microscopia eletrnica de transmissao
(MET), utilizando o tracador vermelho de ruténio. As imagens sdo representativas de se¢des ultrafinas de células
controle e tratadas. As setas pretas indicam o contato célula-célula. Bar = 2pm.
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4.4 O tratamento com tunicamicina promove tanto a reducédo dos niveis de expressdo do
EGFR na membrana celular quanto a sua ativacdo e sinalizacdo atravésde Erk e Akt

Tendo em vista que a cld-3 ndo é uma proteina N-glicosilada e que a sinalizagdo
através do EGFR regula a sua expressdo (DE SOUZA et al., 2013), foi avaliado o papel da N-
glicosilacdo deste receptor na regulacdo da cld-3. Primeiramente, foi verificado mediante
imunoprecipitagdo, com posterior blotting de lectinas e Western blot, que o tratamento com
tunicamicina inibiu a expressédo de N-glicanos complexos ramificados no EGFR gerando uma
segunda banda de menor peso molecular que corresponde a proteina de-glicosilada (Figura
417 A e B). Em seguida, foi investigado o efeito da de-glicosilagio sobre a sua
funcionalidade. Foi observado que o tratamento com tunicamicina diminuiu tanto a expressao
do EGFR na membrana celular (Figura 4.17 B e C superior) quanto os seus niveis de
fosforilagdo e das proteinas downstream Erk e Akt (Figura 4.17 B).

Para verificar a hipdtese de que a tunicamicina estivesse induzindo a endocitose do
EGFR, foi analisada mediante microscopia confocal a co-localizagdo do EGFR com um
marcador de endosomo inicial Rab5. N&o foram observadas diferengas entre o controle e as
celulas tratadas, 0 que sugere que a tunicamicina ndo induz internalizacdo do EGFR (Figura
4.17 C inferior). Conjuntamente, estes dados sugerem que a diminuicdo tanto dos niveis de
expressé@o do EGFR na membrana celular quanto de sua atividade, induzidas pelo tratamento
com tunicamicina, podem estar relacionadas a um bloqueio do transporte do receptor para a

membrana.
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Figura 4.17: Avaliacdo do efeito do tratamento com tunicamicina sobre a funcionalidade do EGFR. As
células foram incubadas com diferentes concentragdes de tunicamicina durante 24 h. (A, B e C). (A) Os lisados
celulares totais foram obtidos e imunoprecipitados utilizando um anticorpo 1gG anti-EGFR e analisados em
seguida por Western blot e por blotting de lectinas (L-PHA). (B). Fra¢Ges de membrana celular foram obtidas e
analisadas por Western blot para EGFR e lisados totais foram analisados por Western blot para p-EGFR, EGFR
Erk, p-Erk, Akt e p-Akt. Se mostram as unidades densitométricas + o erro padrdo. (n=3). (C) Apds o tratamento,
as células foram permeabilizadas e a imunofluorescéncia foi realizada para EGFR (verde), Rab5 (vermelho) e
nacleo (DAPI). Bar = 10 pm. A tabela mostra o coeficiente de correlagdo de Pearson (r) £ o erro padrdo
calculado com base nas intensidades de verde e vermelho de 30 &reas por laminula. As imagens foram obtidas

por microscopia confocal.
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4.5 A inibicéo especifica da fosforilacdo do EGFR por PD153035 promove a reducado dos
niveis de expressdo de claudina-3 em cdlulasHCT-116.

Sabendo que a tunicamicina inibe o processo de biossintese de N-glicanos de forma
geral na célula, foi avaliado o papel da inativacdo especifica do EGFR sobre os niveis de
expressao de cld-3. Para isso, as células foram tratadas por 24h com diferentes concentracfes
de um inibidor da atividade tirosina-cinase do EGFR denominado PD153035 e, em seguida,
foi observado que este tratamento, além de promover diminui¢do da fosforilagdo do EGFR,
também induz uma reducdo dos niveis de expressdo de cld-3 (Figura 4.18). Este resultado
demonstra que a inativacdo do EGFR diminui a expressao da cld-3.
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Figura 4.18: Tratamento das células HCT-116 com um inibidor tirosina cinase. As células foram tratadas
com diferentes concentracdes de PD153035 durante 24 horas e depois foram avaliados os niveis de fosforilagao
do EGFR e de expressdo da claudina-3 por Western blot. Se mostram as unidades densitométricas + o erro
padréo. (n=3).
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4.6 A diminuicdo dos niveis de expressdo de claudina-3 ndo € mediada por interacdo
diretacom 0 EGFR

Tendo em vista que o EGFR interage com proteinas componentes do CJA (Moon et
al., 2001; KAWAMATA et al., 2003), foi avaliada uma possivel interagdo direta entre o
EGFR e a cld-3 que pudesse interconectar a N-glicosilagdo do EGFR com a regulagdo da cld-
3. Para tal, lisados totais de células tratadas com tunicamicina foram imunoprecipitados para
EGFR e posteriormente analisados para cld-3 por Western blot. Na fragcdo imunoprecipitada
ndo foram encontrados niveis detectaveis de cld-3 (Figura 4.19), sendo descartada assim a
possivel existéncia de interacdo direta entre estas proteinas. Assim, a cld-3 pode estar sendo
regulada diretamente por vias downtream do EGFR afetadas pelo tratamento com

tunicamicina.

IP: EGFR

170 kDa <> - n “ EGFR

22kDa =2 Claudin-3

50kDa —)l-- -_J IgG

C % %

() ¢, ¢,

() ')/ )
%o, () 17

Figura 4.19: Avaliacdo da interacao EGFR/claudina-3. As células foram tratadas com tunicamicina durante 24
horas e depois foram obtidos os lisados celulares totais e imunoprecipitados utilizando anticorpo anti-EGFR. A
presenca de claudina-3 na fraccdo imunoprecipitada foi avaliada por Western blot. Experimento dnico.
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4.7 O tratamento com um analogo fluorinadode écido sidlico (Sia-F) promove tanto a

inibicdo do EGFR quanto a diminuicdo dos niveis de expressdo de claudina-3

O acido sialico é um dos monosacarideos presentes nos N-glicanos do EGFR e sabe-se
que alteragdes nos niveis de sialilacdo sdo capazes de regular a fungdo do receptor (PARK et
al., 2012). Portanto, foi avaliado o efeito do tratamento com anélogos fluorinados de &cido
sidlico (Sia-F) sobre a ativacdo do EGFR e a expressao da cld-3 mediante Western blott. O
tratamento com Sia-F, que reduziu os niveis de expressdo de acido sialico na superficie
celular conforme esperado (Figura 4.20 A), promoveu também diminui¢do da ativacdo do
EGFR e dos niveis de expressdo da claudina-3 (Figura 4.20 B). Este dado sugere que a
sialilacdo dos N-glicanos do EGFR regula a ativacdo do EGFR e consequentemente, 0s niveis
de expresséo de cld-3.
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Figura 4.20: Avaliacdo do efeito do tratamento das células HCT-116 com Sia-F. (A,B) As células foram
incubadas com Sia-F como indicado. (A) Apos tratamento, as células foram incubadas com lectina SNA
conjugada a FIT-C e analisadas por citometria de fluxo. Foram utilizadas células ndo tratadas como controle. Os
histogramas de fluorescéncia foram gerados pelo software Cell Quest. O deslocamento dos histogramas para a
esquerda indica diminuicdo da intensidade media de fluorescéncia (Imf). Cores dos histogramas: controle (preto);
50uM (verde); 100uM (vermelho); (B) Os lisados celulares totais foram obtidos e analisados para EGFR, P-
EGFR e claudina-3 mediante Western blot. Os valores numéricos representam os médias densitométricas + o
desvio padréo de trés experimentos independentes.
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4.8 Pacientes com CCR que apresentam maiores niveis de expressdo de claudina-3 no
tecido tumoral em relacdo aos normais adjacentes apresentam também maior grau de
N-glicosilacdo do EGFR

Em um estudo prévio realizado em amostras de pacientes com CCR, 0 nosso grupo de
pesquisa observou aumento da expressdo de cld-3 nos tecidos tumorais em comparagdo com
os normais (DE OLIVEIRA et al., 2005). Tendo em vista isto e 0s nossos resultados obtidos
nas células HCT-116, onde foi observado que os N-glicanos do EGFR regulam a expressao da
cld-3, foi avaliado o grau de N-glicosilacdo do EGFR em amostras de pacientes com CCR
onde a cld-3 estivesse aumentada no tecido tumoral em relagdo ao normal. Para tal, foi
analisada por Western blot a expressédo de cld-3 em amostras de tecido normal e tumoral de 14
pacientes. Onze desses pacientes mostraram aumento da expressao da cld-3 no tecido tumoral,
e os trés restantes mostraram diminui¢do da mesma no tecido tumoral com relagdo ao normal
(Figura 4.21 B). As amostras de tecido normal e tumoral desses onze pacientes foram
processadas para posterior imunoprecipitacdo do EGFR e analise da presenca de N-glicanos
complexos ramificados mediante blotting de lectinas utilizando a L-PHA. Foi encontrado que
nas amostras de tecido tumoral o0 EGFR encontrou-se significativamente mais N-glicosilado
(Figura 4.21 A,C).

Adicionalmente, foi realizado outro estudo de amostras em parafina de nove pacientes
avaliando-se a expressdo de N-glicanos complexos ramificados, do EGFR e da cld-3 por
imunohistoquimica. Embora ndo tenham sido observadas diferengas na expressdo e
localizacéo da cld-3 entre as amostras tumorais e normais, foi achada maior expressio de N-
glicanos complexos e do EGFR nos tumores, onde mantiveram uma correlagdo positiva
(Figura 4.21 D,E). Estes resultados sugerem que 0 aumento da expresséo de cld-3 em tumores
de CCR pode estar causado por um maior grau de N-glicosilacdo do EGFR.
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Figura 4.21: Avaliacdo do grau de N-glicosilagdo do EGFR em amostras de pacientes com CCR. (A,B,C)
Foram obtidos e processados estratos de amostras de tecido normal adjacente (N) e tecido tumoral (T) para
posterior andlise da expressdo de claudina-3 mediante Western blot (n=14) e imunoprecipitacdo do EGFR
utilizando um anticorpo 1gG (n=11). Posteriormente, foi analisada a presenca de N-glicanos complexos no
imunoprecipitado mediante blotting de lectinas (L-PHA). Mostram-se os resultados dos blottings de trés
pacientes. O gréafico de linhas representa aumento (azul) ou diminuigdo (marrom) da relagdo entre as unidades de
densitometria da claudina-3 e 0 GAPDH (controle enddgeno de expressdo proteica) nas amostras tumorais e
normais de cada paciente. O grafico de pontos mostra a relacdo entre as unidades de densitometria de L-PHA e
EGFR nas amostras tumorais e normais de cada paciente, onde as linhas representam as médias de cada grupo. *
P=0,0487 teste t para pares.(E) Imagens representativas de imuno-histoquimica para L-PHA, EGFR e claudina-3
em tecidos tumorais e normais adjacentes (n = 9). Bar = 100 um. (D) O gréfico representa a correlacdo entre a
quantificacdo da marcacdo (em termos de Immunoreactive Score) do EGFR e L-PHA.
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4.9 N&o existem relatos de mutagdes nos sitios de N-glicosilacdo (Asn-X-Ser/Thr) do
EGFR na base dedados TCGA

Com o intuito de avaliar se as diferengas no grau de N-glicosilagcdo do EGFR achadas
nos pacientes com CCR estavam relacionadas com possiveis mutacfes nos sitios de N-
glicosilacéo, foi realizada uma pesquisa na base de dados TCGA para verificar a existéncia de
informes de mutagdes em algum dos 12 sitios Asn-X-Ser/Thr do EGFR (Figura 4.22) e ndo
foi achado nenhum relato. Este achado sugere que as diferencas no grau de N-glicosilagdo do
EGFR observados no pacientes com CCR ndo estdo suportadas por muta¢des nos sitios de N-

glicosilacéo.

UniProtKB - P00533 (EGFR_HUMAN)

Y72 VY Y72 WiPe

ik 141D L

[] signal peptide (1-24)

D Important for dimerization, phosphorylation and activation (688-704)

o Protein kinase (712-979)
O Phosphorylation

Y7 N-linked glycosylation
(Asn 32, 104, 151, 172, 328, 337, 389, 420, 504, 544, 579, 599)

Figura 4.22: Sitios de N-glicosilacdo do EGFR. Mostram-se os locais de N-glicosilacdo do EGFR informados
no banco de dados do Centro Nacional de Informacdo Biotecnolégica dos EUA (NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Figura elaborada com auxilio da ferramenta Illustrator for Biological Sequences
(http://ibs.biocuckoo.org/).
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4.10 A claudina-3 e as enzimas que participam na sintese e maturacgao dos N-glicanos
apresentam padr des de expressao similar nos diferentes subtipos moleculares do CCR

Com o intuito de validar os resultados em grande escala foi utilizado um algoritmo

classificador de CCR que utiliza para a sua analise dados de expressdo génica de
aproximadamente 5000 amostras de pacientes. Foi avaliada a expressdéo do EGFR, de
claudina-3 e de alguns glicogenes nos quatro subtipos moleculares de CCR. Foram
observadas diferencas de expressédo da cld-3 entre os quatro CMS, sendo o subgrupo CMS2 o
que apresentou maiores niveis de expressdao e 0 CMS1 o que mostrou menores niveis (Figura
4.23 A).
Além disso, genes que codificam para enzimas que participam nos processos de biossintese
do oligossacarideo precursor de N-glicosilacdo (Figura 4.23 B), transferéncia desse oligo para
0 sitio Asn-X-Ser/Thr (Figura 4.23 C), e maturacdo do N-glicano (Figura 4.23 D e E);
mostraram um padrdo de expressdo similar aquele apresentado pela cld-3. A anélise de
expressdo do EGFR nos CMS esta sendo processada e ndo foi possivel apresenta-la neste
trabalho. Conjuntamente, estes dados mostram que ha diferencas na expressao de glicogenes
entre os CMS o que pode explicar as diferencas observadas para a cld-3.
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Figure 4.23: Andlise da expressio génica de claudina-3 e glicogenes nos subtipos moleculares de CCR
(CMS). Foai utilizado um algoritmo classificador para avaliar a expressao génica de claudina-3 (A), enzimas que
participam na sintese do oligossacarideo precursor de N-glicosilacdo (B), na transferéncia do oligo a proteina
nascente (C), maturagéo (D) e capeamento (E) do N-glicano. O gréfico mostra valores absolutos da expressdo de
mRNA de cada gene em aproximadamente 5000 amostras de pacientes com CCR. CMS1.: laranja; CMS2: azul;
CMS3: roxo; CMS4: verde.
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5. DISCUSSAO

A manutencdo da estabilidade do CJA, formado pelas JTs e JAs, tem sido apontada
como um supressor de carcinomas devido ao seu papel na determinacdo da polaridade apical-
basolateral, adesdo intercelular e manutencdo da arquitetura epitelial (ROYER et al., 2011)
(HALAOQUI et al., 2015). Em CCR ¢é frequentemente observada a desregulacdo deste
complexo proteico (SOLER et al., 1999; TSANOU et al., 2008; ROYER et al., 2011), sendo
de vital importancia estudar os eventos moleculares que medeiam a sua desestabilizag&o.
Neste contexto, tem sido demonstrado o papel regulador dos N-glicanos na estabilidade e
funcdo do CJA (NITA-LAZAR et al., 2010; PINHO et al., 2013), entretanto, no que tange
especificamente as JTs ainda sdo poucos os estudos dedicados a investigar o papel de
modifica¢bes pds-traducionais neste processo. Nesse sentido, o presente trabalho se propds a
estudar o papel da N-glicosilagdo na estabilidade das JTs.

Neste estudo, realizado na linhagem HCT-116, foram utilizadas duas drogas que
inibem o processo de biossintese dos N-glicanos, a tunicamicina e a swainsonina. Para definir
condigdes de tratamento que ndo afetassem a viabilidade celular foi realizado um ensaio de
MTT avaliando diferentes tempos de tratamento (24, 48,96 e 72 h) e concentracGes de droga
(tunicamicina: 0.25, 0.50, 0.75, 1 uM; swainsonina 0.5, 1, 2 e 4 uM). Foi observado que no
tempo de 24 h nenhuma das drogas diminuiu a viabilidade celular. Este dado é similar ao
achado num trabalho anterior do nosso grupo que demonstrou que estas drogas nao induzem
morte celular por apoptose quando utilizadas nessas condic¢des de tratamento (DE FREITAS
JUNIOR et al., 2011). Uma vez escolhidas as condigbes de tratamento foi avaliada a
efetividade das drogas mediante citometria de fluxo, analisando a expressdao de N-glicanos na
superficie celular. Constatamos que tanto a tunicamicina quanto a swainsonina inibiram a
sintese de N-glicanos complexos em 24 h de tratamento. Com isso, foi estudado o efeito das
drogas sobre a estabilidade das JTs.

Em primeiro lugar, foi demonstrado que a inibicdo da biossintese de N-glicanos
mediada pela tunicamicina promove a diminuicdo da expressdo proteica de cld-3. E
necessario destacar que, embora as claudinas sejam consideradas marcadores epiteliais
(AROEIRA et al., 2007), variagbes nos seus niveis proteicos em células tumorais, seja
aumento ou diminui¢do, podem causar perda da funcionalidade das JTs (FURUSE et al.,
2002; HERSCHKOWITZ et al., 2007; DE SOUZA et al., 2013). Cabe ressaltar também que
estudos tém demonstrado a relacdo entre o aumento da expressdo das claudinas e a

malignidade de tumores de mama, pancreas, gastrico, ovario (KWON, 2013), e, em CCR,
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sabe-se que 0 aumento da expresséo de cld-3 induz destabilizagdo das JTs e aquisicdo de um
fendtipo maligno (DE OLIVEIRA et al., 2005; DE SOUZA et al., 2013). A expressdo
proteica das claudinas pode ser regulada em nivel transcricional (VAN ITALLIE et al., 2006)
e, especificamente a respeito da cld-3, sabe-se que ela é reprimida pelo fator de transcri¢do
Snail (IKENOUCHI et al., 2003). Tendo em vista este fato, seria interessante investigar
futuramente se a inibicdo da biossintese de N-glicanos, como, por exemplo, através do
tratamento com tunicamicina, afeta os niveis de expressdo de mRNA da cld-3.

Foi observado também que o tratamento com tunicamicina ndo teve efeito sobre os
niveis protéicos de nenhuma das outras duas proteinas componentes das JTs avaliadas,
ocludina e ZO-1. Nosso resultado esta de acordo com um relato na literatura mostrando que as
claudinas e as restantes proteinas das JTs sdo reguladas de forma diferente, neste estudo foi
demonstrado que o EGF incrementa a expressdo de claudinas, porem, ndo afeta os niveis
proteicos da ZO-1 e ocludina (SINGH et al., 2004). Por outro lado, o tratamento com
swainsonina ndo modificou o0s niveis de expressdo de nenhuma das proteinas constituintes das
JTs avaliadas. A explicacdo para este fato pode ter sua base na diferenga entre 0s mecanismos
de agdo destas drogas, sendo que a swainsonina inibe a formagdo apenas de N-glicanos
complexos, resultando em N-glicanos ricos em manose, ja a tunicamicina impede que a
proteina seja N-glicosilada.

Sabendo que o tratamento com tunicamicina afetou a expressao de cld-3, foi avaliado
em seguida se esta droga era capaz de induzir mudancas na sua localizacdo subcelular. Foi
verificado mediante imunofluorescéncia que a tunicamicina induziu o aumento da localizagéo
da cld-3 na membrana celular. A localizacdo subcelular das claudinas é regulada
principalmente pela sua fosforilacdo em residuos de tirosina e treonina da porcdo carboxi-
terminal (WANG et al., 2011; BUTT et al., 2012). Foi constatado que o tratamento com
tunicamicina induziu a diminuigdo da fosforilagdo de tirosinas da faixa de peso molecular da
cld-3 (22kDa), o que corresponde com o aumento da sua localizagdo na membrana celular.
Estes achados estdo de acordo com relatados de outros autores, que também mostraram que a
fosforilagdo da cld-3 em residuos de tirosina induzem a localizacdo desta proteina no
citoplasma devido a perda da sua interacdo coma ZO-1 (TWISS et al., 2013; NOMME ¢t al.,
2015).

Com o intuito de estudar se o incremento da localizagdo da cld-3 na membrana
citoplasmética induzido pela tunicamicina tinha repercussdo na funcionalidade das JTs, foi
avaliada a permeabilidade paracelular ao corante vermelho de ruténio mediante microscopia
eletrénica de transmissdo. Foi observado que o corante permeou a monocamada pela via

paracelular tanto nas células controle quanto nas tratadas com tunicamicina. Este resultado
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sugere que a permeabilidade paracelular ndo é afetada pela inibicdo do processo de
biossintese de N-glicanos, entretanto, outros ensaios serdo necessarios para confirmar este
resultado. Por exemplo, avaliar a permeabilidade a macromoléculas, uma vez que tem sido
mostrado que a permeabilidade das JTs a pequenos solutos e a macromoléculas sdo afetadas
de forma diferente por mudangas na expressdo de claudinas (DE SOUZA et al., 2013).
Embora o tratamento com tunicamicina ndo tenha afetado a permeabilidade das JTs ao
vermelho de ruténio, promoveu contatos célula-célula mais estabelecidos, fato que pode
contribuir para um fendtipo mais diferenciado (DE FREITAS JUNIOR et al., 2011) e para a
diminuicdo da capacidade invasiva das celulas (NAMI et al., 2016).

A cld-3 ndo contém sitios de N-glicosilacdo na sua estrutura (BUTT et al., 2012) por
isso a inibicdo da N-glicosilacdo mediada pela tunicamicina néo afeta de maneira direta esta
proteina. Sabendo que o EGFR regula a estabilidade das JTs modificando a expressao e
localizagéo da cld-3 (SINGH et al., 2004; DE SOUZA et al., 2013), no presente estudo, 0S
esforcos foram concentrados em investigar o papel dos N-glicanos deste receptor na regulacéo
da estabilidade das JTs. Para tal, primeiramente, foi avaliado o efeito da inibicdo da N-
glicosilacdo sobre a funcionalidade deste receptor. Constatamos que a de-glicosilagcdo do
EGFR, induzida pela tunicamicina, reduziu tanto a sua localizacdo na membrana celular
quanto os seus niveis de fosforilacdo, diminuindo assim a ativacdo das proteinas downstream
Akt e Erk %. Especulamos que a fosforilagdo do EGFR que se encontra na membrana celular
é afetada porque este receptor teria, neste caso, menos parceiros para dimerizar. Foi
descartada a hipotese de que a tunicamicina estivesse promovendo a internalizagdo do EGFR,
ja que ndo foram observadas mudancas na sua co-localizagdo com Rab5 (endossomo inicial).
Nossos dados corroboram os mostrados na literatura que demonstram que a tunicamicina
afeta a sinalizagdo de receptores tirosina-cinase como o EGFR, promovendo o acumulo das
novas proteinas sintetizadas e de-glicosiladas no reticulo endoplasmatico e no aparelho de
Golgi (CONTESSA et al., 2008). Levando em consideracdo o modelo celular utilizado, o
resultado mostrando que a tunicamicina foi capaz de inibir a sinalizacdo do EGFR pode, a
principio, parecer controverso, pois a linhagem HCT-116 apresenta uma variante mutada de
KRAS, uma proteina GTPase codificada pelo gene KRAS que ativa cinases downstream ao
EGFR, como MAPK e PI3k/AKT. Contudo, este achado esta de acordo com o relatado na
literatura mostrando que a manipulacdo da N-glicosilacdo do EGFR mediante o silenciamento
da enzima BAGALNTS, responsavel pela sintese de estruturas LacdiNAc (caracterizada pela
transferéncia de N-acetilgalactosamina terminal a residuos de N-acetilglicosamina), foi capaz
de diminuir a sinalizacdo do EGFR em células HCT-116 (CHE et al., 2014). Ainda se

desconhecem os detalhes da relacdo entre a N-glicosilacdo e a superativacdo da familia de
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proteinas RAS. Um trabalho mostrou que células de camundongo NIH3T3 transfectadas com
variantes ativas de HRAS apresentavam maiores niveis de expressdo de N-glicanos
complexos B1,6 ramificados em compagao com as celulas controle (LU et al., 1993).
Futuramente, seria interessante avaliar se a manipulacdo da N-glicosilagdo pode influenciar a
ativacdo de proteinas RAS mutadas, especificamente, de KRAS. Contudo, os resultados
obtidos sugerem que uma estratégia terapéutica que manipulasse a N-glicosilagdo do EGFR
poderia ser efetiva em pacientes de CCR com mutagdo em KRAS

Tendo em vista que a tunicamicina inibe o processo de biossintese de N-glicanos da
celula e ndo tem especificidade pelo EGFR, foi avaliado especificamente o papel da
sinalizacdo deste receptor na regulacdo da cld-3. Para tal, foi utilizado um inibidor especifico
da sua atividade tirosina-cinase, o0 PD153035. Foi confirmado que o tratamento com este
inibidor diminuiu tanto os niveis de fosforilagdo do EGFR quanto os niveis de expressdo da
cld-3, o que permitiu afirmar que a sinalizacdo deste receptor, afetada pelo seu padrdo de N-
glicosilacdo, modula os niveis proteicos de cld-3. No entanto, ndo podemos descartar a
participacdo de outras glicoproteinas na regulagdo da clad-3, como pode ser o caso
do receptor do fator de crescimento de hepatécito (HGF) (TWISS et al., 2013). Sabe-se que o
EGFR, além de regular a expressdo da cld-3, também interage diretamente com proteinas
constituintes do CJA (KAWAMATA, et al., 2003). Com o intuito de avaliar se existia
interacdo direta entre 0 EGFR e a cld-3 foi realizada uma co-imunoprecipitacdo usando um
anticorpo anti-EGFR, e na fracdo imnunoprecipitada, ndo foram encontrados niveis
detectaveis de cld-3. Este resultado sugere que a fosforilagdo da cld-3 esté sendo induzida por
outra proteina. Neste contexto, sabe-se que a proteina cinase A (PKA, do inglés protein kinase
A), que é ativada pelo EGFR (CALDWELL et al., 2012) fosforila a cld-3 em células de
cancer de ovério (D'SOUZA et al., 2005).

O acido sialico é um dos monossacarideos que decoram as antenas de N-glicanos
ligados a0 EGFR regulando assim a sua ativagdo. Levando isto em consideracéo, foi avaliado
o efeito do tratamento com analogo fluorinado de acido sialico sobre a expressdo de cld-3.
Constatamos que esta droga diminuiu tanto a fosforilagdo do EGFR quanto os niveis de
expressao de cld-3. Embora a a¢do desta droga ndo seja especifica para um tipo de sialilacdo,
por exemplo, a-2,6 ou 0-2,3; nosso dado diverge de um estudo que demonstrou que o
silenciamento da enzima ST6Gall (Figura 1.11) aumentou a fosforilacdo do EGFR em células
de céncer colorretal SW480 (PARK et al., 2012). Essa divergéncia pode ser explicada pelas
caracteristicas da linhagem celular utilizada no nosso estudo, pois a linhagem HCT-116
apresenta uma mutacdo no gene que codifica para a enzima GMDS (GDP-mannose-4,6-

dehydratase), a qual catalisa a reagdo de sintese de GDP-fucose (HOLST et al., 2016). Ja é
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cohecido que a core-fucosilagdo exerce efeito contrério ao da sialilacdo sobre a ativagdo do
EGFR, uma vez que propicia a ligacdo do EGF (WANG et al., 2006; LIU et al., 2011). Por
este motivo podemos especular que a sialilagéo terminal do N-glicano do EGFR no nosso
modelo pode ter efeito compensatério pela falta de core-fucosilagdo. No entanto, séo
necessarios novos estudos utilizando ferramentas para manipular a sialilagdo de forma mais
especifica e, adicionalmente, restaurar a expressdo da GMDS na linhagem HCT-116 para
confirmar esta hipotese.

No estudo realizado utilizando amostras de tecido de pacientes com CCR, foi
observado que nos tumores que expressavam maiores niveis de cld-3 em relagdo aos
respectivos tecidos normais adjacentes, o EGFR apresentava maior grau de N-glicosilacao.
Este resultado corrobora o que foi observado no modelo celular, onde foi visto que a de-
glicosilacdo do EGFR afetava negativamente a expresséo da cld-3, evidenciando a potencial
relevancia clinica dos achados.

Com o intuito de verificar a existéncia de relatos de mutagdes em sitios de N-
glicosilacdo (Asn-X-Ser/Thr) que pudessem dar base para diferengcas no grau de N-
glicosilacdo do EGFR, foi realizada uma pesquisa no banco de dados internacional TCGA e
ndo foi achado nenhum relato. Cabe ressaltar que ndo foi pesquisada a existéncia de mutacoes
em aminoacidos vizinhos aos locais de N-glicosilacdo, as quais poderiam afetar também a
ocupacdo dos sitios por glicanos.

A fim de realizar uma analise em grande escala que permitisse relacionar padrdes de
N-glicosilagdo com a expressdo do EGFR e da cld-3, foi avaliada a expressdo génica destas
proteinas e de enzimas que participam no processo de biossintese e maturacdo de N-glicanos
nos subtipos moleculares (CMS) de CCR propostos por Justin Guinney e colaboradores em
2015. Foram apresentados neste trabalho os resultados correspondentes com a expressdo de
cld-3 e alguns dos principais glicogenes, os resultados da analise da expressdo do EGFR ainda
estdo em processamento.

Foram observadas diferencas de expressdo de cld-3 entre os quatro CMS, sendo o
subgrupo CMS2 o que apresentou maiores niveis e 0 CMS1 o que mostrou menores niveis de
expressdo. Estas diferencas na expresséo de cld-3 podem explicar o achado do presente estudo
com as amostras de pacientes com CCR, onde foram observados dois grupos de pacientes, um
grupo (11 pacientes) em que 0s tumores apresentavam maiores niveis proteicos de cld-3 e
outro grupo (3 pacientes) onde os tumores apresentavam menores niveis em comparagdo com
0s respectivos tecidos normais adjacentes. Estes dados sdo similares aos de um trabalho
mostrando que subtipos moleculares de cancer de mama apresentam niveis de expressdo de

cld-3 diferentes (KWON, 2013)
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Além disso, genes que codificam para enzimas que participam nos processos de
biossintese do oligossacarideo precursor, transferéncia desse oligo para o sitio Asn-X-Ser/Thr,
e maturacdo do N-glicano; mostraram um padréo de expressao similar ao apresentado pela
cld-3. Entre essas enzimas observamos a MGATS5 e a ST6GALL, responsaveis
respectivamente pela sintese dos N-glicanos complexos B1,6 ramificados ¢aadde
sialilacdo terminal do tipoa 2,6. Este dado complementa os obtidos nos experimentos in vitro
realizados na linhagem HCT-116, onde foi demonstrado o papel regulatdrio destes glicanos
sobre a cld-3. E importante destacar que este trabalho mostrou pela primeira vez padrdes de
expressdo de glicogenes e cld-3 nos diferentes CMS de CCR, o que contribui para uma
melhor caracterizagdo desses subtipos.

Conjuntamente, os nossos resultados demonstram que a N-glicosilagdo do EGFR
desempenha um papel na regulagéo da cld-3, contribuindo para uma melhor compreenséo da
biologia do CCR. A Figura 4.24 sintetiza nossos achados e apresenta o0 modelo proposto de
regulacdo da cld-3 pelos N-glicanos do EGFR.
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Figura 4.24: Modelo proposto de regulacdo da claudina-3 pela N-glicosilagdo do EGFR. A de-glicosilagéo
de novas moléculas do EGFR induzida pelo tratamento com tunicamicina promove o acimulo do receptor no
citoplasma, diminuindo os seus niveis de fosforilagdo; como consequéncia, diminuem também os niveis de
fosforilagdo da cld-3, aumentando a sua localizacdo na membrana. Adicionalmente, o tratamento com
tunicamicina promove interagdes célula-célula mais estabelecidas. J& a falta de &cido sialico nos N-glicanos

diminui tanto a fosforilacdo do EGFR quanto a expressdo da cld-3.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados é possivel concluir que a N-glicanos
desempenham um papel na estabilidade das jungbes tight. Os resultados sugerem que
diferentes perfis de N-glicosilagdo do EGFR modulam vias de sinalizacdo downstream que
regulam os niveis de expressdo e fosforilacdo de claudina-3. Conjuntamente, estes achados
contribuem para uma melhor compreensdo da biologia do CCR. Adicionalmente, foi
observado que tumores de pacientes com CCR que apresentavam maiores niveis de expressao
de claudina-3, em comparacdo com os tecidos normais adjacentes, apresentavam maior grau
de N-glcoslilacdo do EGFR, o que sugere um potencial significado clinico de altera¢cGes no

padréo de N-glicosilacdo deste receptor.
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