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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

LUIZA MARCONDES FERRAZ PRIMO

A ciclina E, juntamente com Cdk2, é um regulador importante da transicdo das fases G1/S do ciclo
celular, promovendo o inicio e a progresséo da sintese de DNA. Em alguns tipos de cancer, como o
cancer de mama, os niveis de ciclina E se encontram desregulados, correlacionando com um estagio
avancado do tumor e mau prognostico. Niveis elevados de ciclina E interferem com a montagem de
complexos pré-replicativos e retardam a progressdo das forquilhas de replicacdo, levando ao
fenbmeno de estresse replicativo e eventualmente a instabilidade gendmica. No entanto, as
alteracbes genbmicas causadas pela desregulagdo da ciclina E ainda ndo foram totalmente
investigadas. Dados anteriores do nosso grupo demonstraram que altos niveis de ciclina E1 retardam
a progresséo pela fase S, permitindo que células entrem em mitose antes do término da replicacéo do
DNA. A replicagdo incompleta do DNA induz aberracdes cromossémicas em regibes gendmicas
especificas, como sitios frageis. O objetivo deste projeto é avaliar o efeito da desregulacéo de ciclina
E1l na instabilidade genémica de células epiteliais da mama ao longo da proliferagcdo celular. Para
estabelecer o modelo de estresse replicativo, células do epitélio da mama humana imortalizadas
(HMEZ1) foram transduzidas com adenovirus controle (Adv-Controle) ou com adenovirus que codifica
0 cDNA de ciclina E1 humana (Adv-Ciclina E1). Como controle positivo, foram utilizadas as linhagens
celulares de cancer da mama SUM149PT e MDA-MB-157, que tém niveis aumentados de ciclina E1.
Nossos resultados indicam que altos niveis de ciclina E1 néo interferem com a proliferacdo de células
HMEL. Contudo, andlises de citometria de fluxo indicam que altos niveis de ciclina E1 reduzem o
namero de células na fase G1, reduzem a progressao pela fase S e atrasam a entrada nas fases
G2/M ao longo de 7 dias. A desregulagéo de ciclina E1 nao induz a morte celular, mas induz eventos
de poliploidia. Células HME1 tratadas com a afidicolina, um inibidor de DNA polimerase, progridem
mais lentamente pela fase S, mas nao apresentam alteracdes na morte celular ou poliploidia. Além
disso, células HME1 com desregulacdo de ciclina E1 apresentam aberracfes cromossémicas, como
endorreduplicacao, hiperfragmentacdo cromossdmica e separacdo prematura de cromatides irmas
guando comparadas com células controle. No momento, estamos avaliando a instabilidade de sitios
frageis especificos em células HME1 com altos niveis de ciclina E1 usando Hibridizagdo Fluorescente
In Situ (FISH). Além disso, células HME1 com niveis elevados de ciclina E1 serdo analisadas através
de cariétipo por bandeamento G. O objetivo deste projeto é contribuir para a caracterizagdo das
alteracbes genéticas mediadas por ciclina E1 durante a carcinogénese da mama.
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Cyclin E, together with Cdk2, is an important regulator of the G1/S phase transition in the cell cycle,
promoting the initiation and progress of DNA synthesis. In some types of cancer, such as breast
cancer, cyclin E levels are deregulated, correlating with advanced tumor stage and poor prognosis.
High levels of cyclin E interfere with the assembly of pre-replication complexes and slow the
progression of replication forks, leading to the phenomenon of replication stress and eventually
genomic instability. However, the genomic alterations caused by cyclin E deregulation have not been
fully investigated. Previous data from our group demonstrated that high levels of cyclin E1 delay S
phase progression, allowing cells to enter into mitosis before completion of DNA replication.
Incomplete DNA replication induces chromosomal aberrations in specific genomic regions, such as
fragile sites. The aim of this project is to evaluate the effect of cyclin E1 deregulation in genomic
instability of mammary epithelial cells along cell proliferation. To establish the replication stress model,
immortalized human mammary epithelial cells (HME1) were transduced with control adenovirus (Adv-
Control) or with adenovirus encoding the human cyclin E1 cDNA (Adv-Cyclin E). As a positive control,
the breast cancer cell lines SUM149PT and MDA-MB-157, which have increased levels of cyclin E1,
were used. Here, we show that high levels of cyclin E1 do not interfere with proliferation of HME1
cells. However, flow cytometric analyzes indicate that high levels of cyclin E1 reduce the number of
cells in G1 phase, slow progression through S phase, and delay G2/M phase entry over 7 days.
Deregulation of cyclin E1 does not induce cell death, but induces polyploidy events. HMEL1 cells
treated with aphidicolin, a DNA polymerase inhibitor, progress more slowly through S phase, but do
not show changes in cell death or polyploidy. Furthermore, HMEL cells with cyclin E1 deregulation
present chromosome aberrations, such as endoreduplication, chromosome hyperfragmentation, and
premature separation of sister chromatids when compared to control cells. At the moment, we are
evaluating the instability of specific fragile sites in HMEL cells with high levels of cyclin E1 using
Fluorescent In Situ Hybridization (FISH). In addition, HME1 cells with high levels of cyclin E1 will be
analyzed through G-banding karyotype. This project aims to contribute for the characterization of
cyclin E1-mediated genetic alterations during breast carcinogenesis.
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1. INTRODUCAO
1.1. Cancer de mama

O céancer € uma doenca heterogénea, isto €, ha diferencas entre tumores de
diferentes tecidos ao mesmo tempo em que células de um mesmo tipo tumoral
podem responder de formas variadas, o que pode refletir na eficacia do tratamento
da doenca. De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), o cancer é o
nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum O
crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgdos. A maioria dos
tipos de tumor possuir uma heterogeneidade intratumoral que pode ser genética ou
ndo (MARUSYK et al., 2012).

Dentre as principais caracteristicas do processo de tumorigénese estao a
proliferacéo celular, a invaséo e a metastase. Um fator importante no progndstico de
pacientes com cancer é a sequéncia de eventos que podem levar ao
desenvolvimento de invasdo do tumor e a metastase. A metastase leva a formacgéo
de tumores secundarios em 6rgaos distantes e esta frequentemente associada a um
pior prognostico (MARTIN & JIANG, 2009). De acordo com dados da Organizagao
Mundial da Saude (OMS), o cancer é um problema de saude publica e, a cada ano,
8,8 milhGes de pessoas morrem de cancer. No ano de 2012, aproximadamente 60%
de novos casos ocorreram em paises em desenvolvimento e mais de 14 milhdes de
pessoas desenvolvem céancer todos os anos. Dados do INCA indicam que a
estimativa de incidéncia de cancer no Brasil em 2016 foi, em média, de 596 mil
novos casos. Entre os homens, foram esperados 295.200 novos casos, e entre as
mulheres, 300.800 para o ano de 2016.

A etiologia do cancer abrange fatores internos e externos ao organismo.
Segundo o INCA, dentre os fatores externos estdo causas relacionadas ao meio
ambiente e habitos sociais e culturais. Os fatores ambientes estdo envolvidos em
80-90% dos canceres, como tabagismo, alcool e exposicao excessiva ao sol. Dentre
os fatores internos estdo causas geneticamente herdaveis e, dependendo da
alteracdo genética, podem tornar um individuo mais propenso ao desenvolvimento
do cancer.

Os tipos de cancer mais incidentes na populacdo s&o: pulméo, intestino,
prostata e mama. O cancer de mama pode ser definido como um grupo heterogéneo
de células com crescimento anormal provenientes do tecido da mama (POLYAK,

2011). Dados do INCA indicam que o cancer de mama € o tipo de cancer com a
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maior incidéncia e a maior mortalidade em mulheres no mundo e no Brasil, com
excecdo do cancer de pele ndo melanoma. A estimativa para o ano de 2016 foi de
57.690 novos casos de cancer de mama. Dentre os fatores de risco para o cancer
de mama estéo fatores enddcrinos ou comportamentais, além de fatores genéticos.

De acordo com a Sociedade Americana de Cancer, mais de 180.000
mulheres descobrem um tumor de mama nos Estados Unidos a cada ano.
Aproximadamente 80% dos tumores de mama invasivos sdo carcinomas ductais,
enquanto 10% representam o carcinoma lobular. O carcinoma ductal e o lobular da
mama Sao os tipos mais comuns de cancer de mama, sendo o carcinoma ductal o
tipo mais frequente em 80% das mulheres, enquanto o lobular, 15% dos tumores de
mama invasivos (KORKOLA et al., 2003). Os dois tipos de tumor de mama sao
diferenciados de acordo com sua histologia, uma vez que os tumores ductais
possuem tendéncia em formar estruturas glandulares, enquanto os tumores
lobulares sé@o originados dos I6bulos maméarios e tendem a invadir os tecidos da
mama.

O carcinoma nos ductos mamarios pode ser classificado como in situ (ou seja,
no tecido) ou invasivo. O carcinoma ductal in situ € o tipo mais comum de cancer de
mama néo invasivo, restrito aos ductos mamarios. Por sua vez, o carcinoma ductal
invasivo possui a capacidade de invadir outros tecidos e é o tipo mais comum de
cancer de mama. Dados da Sociedade Americana de Céancer indicam que 2/3 das
mulheres diagnosticadas com tumors de mama invasivos possuem 55 anos de idade
ou mais.

O tumor de mama pode ser classificado histopatologicamente em quatro
subtipos, de acordo com o receptor presente nas células transformadas. Séo eles:
luminal A, luminal B, HER2 e basal. O tipo luminal A possui em suas células o
receptor de estrogénio e/ou receptor de progesterona e € considerado o0 subtipo
menos agressivo, uma vez que seu crescimento é lento. O luminal B é também
caracterizado pela presenca de pelo menos um dos receptores hormonais e pode ter
a superexpressao do oncogene HER2 ou ndo, além de ter um maior risco de
recorréncia quando comparado ao subtipo luminal A. O subtipo HER2, como o
préprio nome sugere, apresenta elevado contetudo proteico de HER2, é negativo
para receptores hormonais e representa 0o segundo pior progndstico, uma vez que
possui crescimento mais rapido que os tumores do tipo luminal. O subtipo basal ndo
apresenta nenhum dos receptores na superficie de células tumorais e é o subtipo

mais agressivo, sendo mais comum em mulheres com mutagées no gene BRCAL e
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superexpressao do oncogene ciclina E.

O céancer de mama pode ser classificado em 4 estégios, variando de 0 a IV. A
les@o pré-cancerosa da mama (estagio 0) pode ser um carcinoma in situ ductal ou
lobular. Os estagios de 1 a 3 caracterizam-se pela presenca de células
transformadas na mama ou em linfonodos proximos, enquanto o estagio 4
caracteriza-se pelo cancer que ja invadiu outros tecidos, ou seja, ocorreu 0 processo
de metastase. Ja o sistema de classificacdo TNM do cancer de mama avalia
caracteristicas como o tamanho (T), os linfonodos envolvidos (N) e onde houve a
ocorréncia de metastase (M). As classificagcbes do tumor de mama auxiliam no
estadiamento da doenca e permitem que o0 paciente tenha o tratamento mais
adequado.

Diversas alteracGes genéticas sao encontradas no cancer de mama, como
por exemplo, mutagcdes pontuais, amplificacdes, delecdes e rearranjos. No cancer de
mama hereditario, mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2 conferem um risco de
aproximadamente 50% para o desenvolvimento da doenga até os 70 anos de idade
(ANTONIOU et al., 2003). Os genes BRCA1 e BRCA2 estéo envolvidos no reparo da
molécula de DNA através de recombinacdo homologa, contribuindo para a
manutencdo da integridade do genoma (PRAKASH et al., 2015). O gene p53 € o
mais frequentemente mutado em diferentes tipos de cancer, incluindo o cancer de
mama. A perda de heterozigosidade de p53 é um evento comum em estégios iniciais
da carcinogénese da mama (DAVIDOFF et al.,, 1991). O gene HER2 também se
encontra alterado no cancer de mama. O gene HER2 pertence a familia de
receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e se encontra amplificado ou
superexpresso em aproximadamente 30% de casos de cancer de mama (SLAMON
et al., 1987). Recentemente, foi feita uma analise do genoma inteiro de 560 tipos de
cancer de mama e o gene CCNEL1 de ciclina E1 apresentou uma alta frequéncia de
mutacdes nessas amostras (NIK-ZAINAL et al., 2016). A ciclina E esta envolvida na
transicdo das fases G1/S do ciclo celular e altos niveis desta proteina correlacionam
com um pior prognéstico e maior agressividade da doenga em pacientes com cancer
de mama (KEYOMARSI et al., 2002). Diferentes genes se encontram alterados em
diferentes tipos de tumor e, portanto, a elucidagdo dos mecanismos desencadeados
por essas alteracdes € de grande importancia para o melhor entendimento do

cancer.



1.2. Mecanismos de carcinogénese

As células tumorais sao caracterizadas por um acumulo de alteracbes
genéticas e epigenéticas que podem induzir capacidades e vantagens seletivas as
células tumorais, contribuindo para o surgimento do cancer. No ano 2000, foram
eleitos os chamados pilares do cancer, que sao altera¢cdes importantes para o
processo de carcinogénese na maioria dos tumores (HANAHAN & WEINBERG,
2000). Assim, as seis capacidades adquiridas pelos diferentes tipos de cancer sao:
1) auto-suficiéncia em sinais de crescimento; 2) insensibilidade a sinais inibidores de
crescimento; 3) evasao da apoptose; 4) potencial replicativo ilimitado; 5) invasao
tecidual e 6) metastase e angiogénese sustentada. Em 2011, foram propostos dois
novos fatores determinantes para o surgimento do cancer. a capacidade de
alteracdo do metabolismo energético celular e o escape do sistema imune
(HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Além disso, a instabilidade genémica e a inflamagcdo proveniente do
microambiente tumoral foram propostos como caracteristicas importantes para o
processo de carcinogénese. A falha na manutencdo da integridade do genoma
devido a diversos fatores como, por exemplo, erros em vias de reparo da molécula
de DNA, é o grande desencadeador do processo de tumorigénese. A instabilidade
gendmica pode levar ao aparecimento de todas as outras capacidades adquiridas de

uma célula transformada, levando a progressao tumoral.

1.3. Instabilidade Gendtmica

A instabilidade gendémica pode ser definida como o aumento da capacidade
de acumular alteracbes genéticas ao longo do ciclo de vida de uma célula (SHEN,
2011). Assim, a deficiéncia de uma célula em eventos do ciclo celular ou no reparo
de lesBes na molécula de DNA pode levar a instabilidade gendémica, dentre outras
causas. A falha na duplicacdo fiel do genoma e na distribuicdo deste material
genético as células filhas esta intimamente relacionada a instabilidade gendmica. No
ano de 2011, a instabilidade gen6mica foi classificada como uma caracteristica
capaz de induzir o aumento da geracdo de alteracbes genéticas ao longo do
processo de carcinogénese (HANAHAN & WEINBERG, 2011).

O processo de tumorigénese esta intimamente relacionado ao fenbmeno de
instabilidade gendmica. A célula transformada pode apresentar rearranjos
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cromossOmicos, além da perda ou ganho de cromossomos inteiros, gerando
instabilidade cromossémica e contribuindo para a progressao tumoral. O estresse
replicativo, ou seja, a condi¢do na qual a forquilha de replicag&o progride lentamente
pode ser uma das causas de instabilidade gendmica. A superexpressao de
oncogenes, a perda de genes supressores de tumor ou a desregulacdo de genes
envolvidos com a via de sinalizacdo ao dano na molécula de DNA podem levar a
uma condicdo de estresse replicativo que pode interferir com a integridade do
genoma e contribuir para o processo de tumorigénese (BARTKOVA et al., 2005;
GORGOULIS et al., 2005).

Mutacdes pontuais em genes envolvidos com o reparo do DNA séo
frequentemente observadas em diferentes tipos de céncer e podem levar a
instabilidade gendmica. O gene supressor tumoral BRCAL, por exemplo, se encontra
frequentemente mutado em cancer de mama e ovario e participa da via de
sinalizacdo de dano ao DNA induzido por quebra de fita dupla (NEGRINI et al.,
2010). Além disso, mutacdes no gene supressor tumoral p53 podem interferir com a
manutencdo da divisdo celular, interferindo com a integridade do genoma e
aumentando a capacidade de formacdo de tumor (HANEL & MOLL, 2012).

Alteracbes no numero de copias, como amplificacdes ou delecbes génicas,
também podem ser causadores da instabilidade genémica. A amplificagdo do gene
CCNEL1 interfere com o processo de sintese do DNA, sendo capaz de induzir um
estresse replicativo permanente e interferir com a integridade do genoma (AKLI &
KEYOMARSI, 2003). A delecdo do gene CDKN2A também é bastante comum em
tumores, podendo levar a instabilidade gendmica, uma vez que este gene codifica
para proteinas de inibidores de Cdks como membros da familia INK4 e, portanto, a
auséncia deste supressor tumoral pode interferir com a regulagdo do ciclo celular
(NEGRINI et al., 2010).

A instabilidade de microssatélite (MSI) é também um evento genético que
pode comprometer a estabilidade do genoma. O fenbmeno de MSI é caracterizado
por mutacdes genéticas que resultam em sequéncias repetitivas (microssatélites),
principalmente repeticdbes do tipo CA, presentes em aproximadamente 15% de
pacientes com cancer colorretal esporadico (THIBODEAU et al., 1993). O evento de
MSI pode ser causado por defeitos na sintese do DNA ou no reparo ao dano na
molécula de DNA (NEGRINI et al., 2010).

A aneuploidia, ou seja, a perda ou ganho de cromossomos inteiros ou ainda

alteragbes na estrutura dos cromossomos podem ser causadas a partir de erros
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durante a segregacao dos cromossomos (DRAVIAN et al., 2004). Essas alteractes
no numero ou estrutura dos cromossomos caracterizam a instabilidade
cromossbmica, que € definida como uma alta frequéncia de erros durante a
segregacao dos cromossomos durante a mitose, resultando na falha da manutencéo
correta dos cromossomos (THOMPSON et al., 2010).

A cromotripsia pode ser definida como um evento onde um ou poucos
cromossomos sofrem rearranjos mdultiplos em células tumorais. Durante o
desenvolvimento tumoral, regibes cromossémicas podem ser fragmentadas em
diversas partes que sao posteriormente reunidas devido a defeitos em mecanismos
de reparo de DNA (FORMENT et al.,, 2012). Assim, o fenbmeno de cromotripsia
pode contribuir para a pulverizacdo de cromossomos, levando a perdas e/ou ganhos
de pedacos cromossémicos e a formacdo de micronucleos ao longo da fase de
mitose. Dessa forma, a cromotripsia pode contribuir para a instabilidade genémica,
uma vez que eleva os niveis de instabilidade em células transformadas (CRASTA et
al., 2012).

Todavia, diversos mecanismos celulares sao capazes de evitar a instabilidade
gendbmica, como o0 reparo ao dano no DNA, a apoptose, a senescéncia e a
catastrofe mitética. O reparo ao dano no DNA atua na manutencéo da estabilidade
do genoma quando h& eventuais erros. Entretanto, mutagcbes em genes que
participam das vias de sinalizacdo do reparo ao dano ao DNA, como ATM, ATR e
p53 podem levar ao fendmeno de instabilidade gendmica e, consequentemente, ao
desenvolvimento do cancer (MOTOYAMA & NAKA, 2004).

Um outro mecanismo de prevencao de instabilidade gendmica € a catastrofe
mitotica, que pode ser definida como um mecanismo oncosupressor que precede a
morte celular, necrose ou senescéncia. As causas deste evento podem estar
associadas a condensacao prematura dos cromossomos e a presenca de células
com multiplos micronucleos (INAZINI & MACKEY, 1997). Além disso, a entrada
precoce ou inapropriada em mitose também podem levar ao fendmeno de catastrofe
mitotica (VITALE et al., 2011).

1.4. Ciclo celular

O ciclo celular é um evento fundamental para a preservacdo da integridade

gendmica de uma célula para as células filhas. A fase de sintese (fase S) € uma das
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principais fases do ciclo celular, onde ocorre a duplicacdo do material genético,
sendo alternada pelas fases gap 1 (Gl) e gap 2 (G2). Essas trés etapas
compreendem o periodo de intérfase, necessario para o crescimento em tamanho e
nimero de organelas da célula. A fase de mitose (fase M), outro importante
momento do ciclo de vida da célula, se caracteriza pela divisdo igualitaria do material
genético entre as células filhas.

A fase G1 é o momento do ciclo celular onde é verificada a disponibilidade de
sinais extracelulares, como fatores de crescimento, e onde ocorre a preparacao para
0 ingresso na fase S. Ao longo da fase G1, a célula passa pelo chamado ponto
restricdo (ponto R), momento onde a célula ndo mais necessita de estimulos
mitogénicos extracelulares para garantir a divisdo celular. Durante a fase G1, a
célula também pode entrar em um estado quiescente, chamado fase GO (PARDEE,
1974, MALUMBRES & BARBACID, 2009). Durante esse periodo, a célula
interrompe sua capacidade proliferativa, embora mantenha o metabolismo ativo,
podendo retornar ao ciclo celular a qualquer momento, dependendo de sinais
extracelulares.

A fase G2 é necessaria para averiguar se o0 DNA foi duplicado corretamente e
garantir que a célula possa progredir para a mitose ou fase M. A fase M é constituida
por cinco etapas da mitose (profase, prometafase, metafase, tel6fase e anafase) e a
etapa de divisdo celular ou citocinese. Durante a préfase, a cromatina, até entao
difusa na intérfase, comeca a se condensar em cromossomos, 0S quais foram
duplicados anteriormente na fase S (STILLMAN, 1996; KOPS et al., 2005). Ainda
nessa fase, hd o inicio da formacdo do eixo mitético, o qual € composto de
microtUbulos e proteinas associadas. Durante a prometafase, ha o rompimento da
membrana nuclear e, na fase seguinte ou metafase, os cromossomos séo alinhados
no plano equatorial da célula. O ponto de checagem de montagem do fuso mitético
monitora a ligacdo dos cromossomos ao fuso mitGtico, prevenindo que o0s
cromossomos ainda duplicados sejam separados precocemente (HOYT, TOTIS &
ROBERTS, 1991; MUSACCHIO, 2015).

O atraso da fase de anafase garante que as cromatides irmas estejam
corretamente ligadas ao fuso mitotico, onde ha a separacdo das crométides irmas
para os polos opostos da célula a partir da movimentacao do fuso mitético. Ao longo
da teldéfase, ultima etapa da mitose, os cromossomos separados chegam aos polos
da célula. Nesta etapa, um novo envelope nuclear € formado ao redor de cada grupo
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caracterizada pela formacado de um anel contratil composto por filamentos proteicos
gue promove o0 estrangulamento do citoplasma, culminando com a divisdo celular
propriamente dita (BARR & GRUNEBERG, 2007).

O controle da progresséao do ciclo celular é caracterizado por diversos pontos
de checagem. Esse controle garante que o inicio de um novo evento no ciclo celular
ocorra apdés o término das etapas anteriores (HARTWELL & WEINERT, 1989;
ELLEDGE, 1996). Um dos principais reguladores da progressao pelas diferentes
fases do ciclo celular é a familia de cinases dependentes de ciclinas (Cdks). A
atividade de Cdks depende da ligacdo a proteinas chamadas ciclinas, que séo
sintetizadas e degradadas em momentos especificos do ciclo celular (Figura 1.1)
(MORGAN, 1997; MURRAY 2000). As ciclinas sao capazes de controlar a atividade
cinase e especificidade das Cdks ao substrato. A formagcéo de complexos ciclina-
Cdk especificos permite a ativacdo de Cdks especificas em diferentes fases do ciclo
celular. Assim, o complexo ciclina-Cdk é responséavel pela fosforilacdo em residuos
de Serina e Treonina de substratos importantes durante todo o ciclo.

A partir de estimulos mitogénicos extracelulares que irdo induzir a expressao
de ciclina D, as cinases Cdk4 e Cdk6 sdo ativadas ao se ligarem a esta ciclina
durante a fase G1, onde a proteina retinoblastoma (RB) é fosforilada e inativada
(MORGAN, 1997; SHEER & ROBERTS, 1999; MURRAY, 2000). A fosforilagcdo de
Rb libera o fator de transcricdo E2F que, por sua vez, induz a transcricdo de genes
envolvidos com a fase S como, por exemplo, ciclina E (SEARS & NEVINS, 2002;
STEVAUX & DYSON, 2002). O complexo ciclina E-Cdk2 esta presente na transicao
das fases G1-S, fosforilando substratos importantes para a fase de duplicacdo do
DNA, como proteinas envolvidas com o disparo de origens de replicagdo. Ainda
durante a fase S, o complexo ciclina A-Cdk2 fosforila proteinas importantes para o
término e saida da fase S, como por exemplo, Cdc6, alternando sua localizac&o
subcelular e impedindo que ocorra rereplicacdo da molécula de DNA. Neste
momento, ciclina A associa-se a Cdk1, continuando a fosforilacdo de substratos de
fase S, além de fosforilar substratos durante a fase G2. Ao longo da fase G2, ciclina
A é degradada e ocorre um aumento da sintese de ciclina B, que atinge um pico de
sintese no inicio da fase M, quando se associa com Cdk1 para regular a progressao

pela fase M.



CiclinaD Ciclina E Ciclina A CiclinaB
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Figura 1.1. Fases e controle do ciclo celular. O ciclo celular € composto pelas
fases G1, S, G2 e M. As fases S (sintese do DNA) e M (divisao celular) séo
alternadas pelas fases G1 e G2. O controle do ciclo celular é realizado por cinases
dependentes de ciclinas (Cdks) e suas respectivas ciclinas. As ciclinas apresentam
um pico de expressao em fases especificas, permitindo a progressao do ciclo celular
(Modificado de WEINBERG, 2007).

Ao final da fase de mitose, ocorre a degradacao de ciclina B que leva a
diminuicdo da atividade de Cdkl, ndo havendo atividade de Cdk detectavel e
permite que as proteinas do chamado complexo pré-replicativo (pre-RC) sejam
recrutadas para as origens de replicacdo (ORIs). Para que a duplicacdo do material
genético aconteca, € necessario que ocorra o licenciamento do DNA, que acontece
durante o final da fase M e inicio da fase G1. Esse evento envolve o recrutamento
sequencial das proteinas do pre-RC, composto especialmente pelas proteinas ORC,
Cdc6, Cdtl e MCMs (STILLMAN, 1996).

Dessa forma, as ciclinas atuam como ativadoras do ciclo celular e sua sintese
€ necessaria para a atividade de Cdks especificas. Por outro lado, os inibidores de
Cdks (CKIs) impedem a formacéo de complexos ciclina-Cdk ou inibem a atividade de
complexos formados previamente. A regulacdo negativa de Cdks é realizada pelas
familias de CKIs INK4 e Cip/Kip. A familia INK4 é composta por p15, pl16, p18 e p19,
enquanto a familia Cip/Kip é composta por p21, p27 e p57 (MALUMBRES &
BARBACID, 2005). A familia INK4 se liga e inibe especificamente as Cdks da fase
G1, Cdk4 e Cdk6, impedindo sua associacdo com ciclinas especificas e/ou inibindo
a atividade dos complexos formados (HIRAI et al., 1995). Por sua vez, a familia
Cip/Kip tem poder inibitério tanto sobre ciclinas como Cdks, atuando
preferencialmente sobre complexos envolvendo Cdk2 e Cdkl (SHERR & ROBERTS,
1999). Dessa forma, os CKIls atuam na regulagéo do ciclo celular em momentos de

condicOes desfavoraveis, contribuindo para a manutencdo da homeostase celular.
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1.5. Ciclina E

A proteina nuclear ciclina E1 foi primeiramente descrita em 1991 (LEW D &
REED S, 1991; KOFF et al., 1991). A ciclina E1 é codificada pelo gene CCNE1 que
esta localizado no braco longo do cromossomo 19 (19q12). A proteina ciclina E1
contém 409 aminoacidos e dominios especificos: um dominio do tipo cyclin box, um
sinal de localizacdo nuclear (NLS) e um sinal de localizacdo de centrossomo (CLS)
(Figura 1.2) (MATSUMOTO & MALLER, 2004). O dominio cyclin box de ciclina E é
uma regido de homologia entre todas as ciclinas (NUGENT et al., 1991) e é
necessario para a associagcdo entre ciclinas e Cdks, promovendo a regulagdo da
atividade das cinases (MURRAY, 2004). O RNA mensageiro de ciclina E1 é
regulado por splicing alternativo e foram identificados 9 diferentes produtos de
processamento. Além disso, formas de baixo peso molecular (LMWI) sédo formadas a
partir da clivagem proteolitica de ciclina E, apresentando tamanhos entre 45 a 33
kDa (OHTSUBO et al., 1995; PORTER & KEYOMARSI, 2000). A proteina completa
de ciclina E pode ser clivada em dois sitios diferentes na porcdo amino terminal,
gerando 5 diferentes isoformas (AKLI et al., 2004). A ciclina E2 foi a segunda ciclina
do tipo E a ser descrita, no final da década de 90 (LAUPER et al., 1998; ZARIWALA
et al., 1998; GUDAS et al., 1999). A ciclina E2 é codificada pelo gene CCNE2 que
estd localizado no braco longo do cromossomo 18 (18g22.1), possui 404
aminoacidos e sequéncia e fungdes similares a ciclina E1 (CALDON & MUSGROVE,
2010).

Durante o ciclo celular, o pico de sintese de ciclina E ocorre na transicéo das
fases G1/S, onde proteinas importantes para a regulacédo da fase de sintese de DNA
séo fosforiladas. Ao longo da duplicagdo do DNA, os niveis de ciclina E reduzem até
se tornarem inexistentes ao final da fase S (EKHOLM et al., 2001). A degradacao de
ciclina E envolve duas vias distintas de ubiquitinagdo. O complexo SCF™" é uma
ubiquitina-ligase responsavel pela degradacédo de proteinas envolvidas com o ciclo
celular (PATTON et al., 1998). O complexo ciclina E-Cdk2 precisa ser fosforilado
para, em seguida, ser ubiquitinado pelo complexo SFC™"’ e degradado via
proteassoma (CLURMAN et al., 1996; WON & REED, 1996;). As proteinas do tipo F-
box funcionam como adaptadoras de substratos de complexos SCF (SKOWYRA et
al., 1997). Dentre as proteinas que compdem o complexo SCF, Fbxw7 é capaz de
se ligar e ubiquitinar ciclina E em seu estado fosforilado (MOBERG et al., 2001;

STROHMAIER et al., 2001;). Por outro lado, quando ciclina E se encontra em sua
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forma monomérica, sua degradacdo ocorre preferencialmente via Cul-3, uma
ubiquitina ligase que permite o enderecamento de ciclina E para degradacéo via
proteassoma (SINGER et al., 1999). Dessa forma, SFC™" e Cul-3 s&o reguladores

importantes dos niveis de ciclina E e da progressao do ciclo celular.

Dominio
1 NLS P cyclinbox  CLS PPP 409

Figura 1.2. Estrutura protéica de ciclina E1. A proteina ciclina E1 possui 409
aminoacidos e é composta por um sinal de localiza¢do nuclear (NLS), um dominio
cyclin box e um sinal de localizagdo de centrossomo (CLS). As barras azuis (P)
representam sitios de fosforilagdo necessarios para a degradacdo de ciclina E1
através do sistema ubiquitina-proteassomo.

A ciclina E, complexada com Cdk2, é responsavel pela fosforilacdo de
substratos importantes para a duplicacdo da molécula de DNA (Figura 1.3). A
proteina Cdc6, juntamente com ciclina E permite que ocorra a montagem do pre-RC,
tornando a cromatina competente para a etapa de replicacdo (COVERLEY et al.,
2002; MAILAND & DIFFLEY, 2005). Além disso, o complexo ciclina E-Cdk2 também
esta envolvido na duplicacdo do centrossomo por meio da fosforilagdo de CP110
(CHEN et al.,, 2002). Essa proteina estd localizada nos centrossomos e sua
expressao é induzida na transicdo das fases G1/S, momento em que a duplicacao
dos centrossomos acontece. A proteina nucleofosmina (NPM) esta associada ao
centrossomo antes que ele seja duplicado e também pode ser fosforilada por ciclina
E, levando a liberacdo de NPM do centrossomo e permitindo sua duplicacao
(OKUDA et al., 2000).

O complexo ciclina E-Cdk2 também esta envolvido na fosforilacdo de
substratos relevantes para a biossintese de histonas, como o fator de transcricao
NPAT/p220 e a histona acetiltransferase CBP/p300. A fosforilagdo de CBP induz um
aumento na sua atividade acetiltransferase, enquanto a fosforilagdo de NPAT induz
um aumento na transcricdo génica de histonas (AIT-SI-ALI et al., 1998; ZHAO et al.;
MA et al., 2000). Ambos os eventos sdo fundamentais para que a duplicacdo da

molécula de DNA ocorra normalmente em fase S.
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Figura 1.3. Principais fun¢des de ciclina E. O complexo ciclina E-Cdk2 possui

de histonas
atividade na transicdo das fases G1/S, fosforilando substratos envolvidos com a
etapa de sintese do DNA. Dentre as principais fun¢cées do complexo ciclina E-Cdk2
estdo o controle da transicdo G1/S, a formacdo do complexo pré-replicativo (pre-
RC), a duplicacdo do centrossomo e a biossintese de histonas. Figura elaborada por
Douglas Faget.

A proteina Rb é um dos substratos mais importantes do complexo ciclina E-
Cdk2. A hiperfosforilagcéo e inativagdo de Rb por ciclina E-Cdk2 libera os fatores de
transcricdo da familia E2F, permitindo que promovam a expressdo de genes
envolvidos com a entrada em fase S (DeGREGORI et al., 1995). A ciclina E é um
dos proprios alvos dos fatores de transcricdo da familia E2F, induzindo um feedback
positivo na expressao de ciclina E

O complexo ciclina E-Cdk2 é capaz de fosforilar os inibidores de Cdks p21°**
e p27"P1 (GU et al., 1993; HARPER et al., 1993; POLYAK et al., 1994; TOYOSHIMA
& HUNTER, 1994; XIONG et al., 1994; SHEAFF et al., 1997;. A fosforilacdo destes
CDKIs catalisa a degradacao a partir da ubiquitina ligase SCF*** (CARRANO et al.,
1999; BORNSTEIN et al., 2006).

Em células normais, o complexo ciclina E-Cdk2 mantém um pico de atividade
na transicdo das fases G1/S. Por outro lado, em células tumorais, a atividade de
complexo ciclina E-Cdk2 pode se manter ativa ao longo de todo o ciclo celular em
células tumorais (KEYOMARSI et al., 1995). A amplificacdo génica ou a
superexpressao de ciclina E esta associada a diversos tipos tumorais, como por
exemplo ovario, leucemia, linfoma, gastrico, pulmdo e mama (SCUDERI et al., 1996;
PORTER et al., 1997; ERLANSON et al., 1998; FUKUSE et al., 2000; KEYOMARSI
et al., 2002; BANI-HANI et al., 2005; ROSEN et al., 2006). Altos niveis de ciclina E1

correlacionam com um pior prognéstico em pacientes com cancer de mama
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(KEYOMARSI et al., 2002), podendo ser observada ja em lesdes pré-malignas
(SHAYE et al.,, 2009). Os resultados desses trabalhos demonstraram que o0s
pacientes que apresentavam altos niveis de ciclina E1 foram a 6bito em até cinco
anos apos o diagndéstico.

O primeiro modelo murino transgénico de ciclina E demonstrou que altos
niveis de ciclina E1 induzem hiperplasia da glandula mamaria e desenvolvimento de
carcinoma de mama (BORTNER & ROSENGER, 1997). Do mesmo modo, altos
niveis de ciclina E1 podem induzir instabilidade genémica em modelos murinos
heterizogotos para p53, levando a perda deste supressor de tumor e contribuindo
para a tumorigénese da mama (SMITH et al., 2006). Portanto, em diversos tipos e
modelos tumorais, a desregulacdo de ciclina E pode levar a desregulacdo do ciclo

celular, a instabilidade gendmica e ao desenvolvimento do cancer.

1.6. Estresse Replicativo

A replicagdo do DNA é uma etapa fundamental do ciclo celular. Para isso, o
DNA precisa ser duplicado corretamente a fim de manter a integridade do genoma
para as células filhas. Neste processo, origens de replicacdo séo inicialmente
licenciadas em pre-RCs e posteriormente disparadas para a progressdo das
forquilhas de replicagdo de forma bidirecional durante a sintese de uma nova fita de
DNA. As origens de replicacdo sao disparadas em momentos diferentes, podendo
ser ativadas no inicio, meio e fim da fase de sintese do DNA (RHIND & GILBERT,
2013). Assim, o licenciamento e o disparo das origens de replicacdo precisam ser
regulados fielmente durante o ciclo celular para a manutencdo da estabilidade
gendmica. Inameros fatores podem interferir com o processo de replicacdo do DNA,
levando ao fendbmeno de estresse replicativo. Esse fenbmeno pode ser definido
como a progressao lenta ou a total parada da forquilha de replicacdo durante a
sintese de DNA, levando ao retardo na progressdo por fase S (MACHERET &
HALAZONETIS, 2015).

O estresse replicativo pode ser gerado por diversas fontes, como por
exemplo, intervalos e lesdes na molécula de DNA, limitacdo de fatores de
replicacdo, incorporacdo de ribonucleotideos em vez de deoxiribonucleotideos
(Figura 1.4) (ZEMAN & CIMPRICH, 2014). Além disso, a formacdo de estruturas

secundarias na molécula de DNA devido a repeticbes de nucleotideos pode ser

13



outro obstaculo que leva a parada da forquilha de replicacdo (OZERI-GALAI et al.,
2011). A colisdo entre as maquinarias de replicacdo e transcricdo também pode
causar o estresse replicativo, especialmente em regides do DNA que contém genes
enormes (HELMIRICH et al., 2011).

A disponibilidade de nucleotideos € determinante para o processo de
duplicacdo do DNA. A proliferacdo celular exacerbada causada pela superexpresséo
de determinados oncogenes pode induzir uma entrada em fase S de forma
descontrolada. A duplicacdo do DNA em excesso pode reduzir a disponibilidade de
nucleotideos, diminuindo a velocidade de progressao das forquilhas de replicacéo
(BESTER et al., 2011). Outro fator que pode levar ao estresse replicativo é a baixa
disponibilidade de origens de replicacdo, induzindo as forquilhas de replicagédo a
vigjarem por distancias mais longas e aumentando a probabilidade de parada
(LETESSIER et al., 2011) Além disso, o0 uso reduzido de origens de replicacédo e a
diminuicdo na progressédo da velocidade da forquilha pode permitir com que células
entrem na fase de mitose sem terem replicado completamente o DNA. Nessas
situacOes, origens de replicagcdo dormentes podem ser disparadas para compensar
a parada de determinadas forquilhas, permitindo que a replicacdo do DNA seja
completada (WOODWARD et al. 2006; GE et al., 2007; IBARRA et al., 2008).

Por outro lado, a alteracdo do tempo de disparo das origens de replicacéo
pode levar a uma segunda rodada de replicacdo em um Unico ciclo celular,
fendmeno denominado de re-replicacdo. A superexpressao das proteinas Cdtl e
Cdc6, que participam do licenciamento do DNA, ja foram relacionadas com o
processo de re-replicagdo e niveis aumentados dessas proteinas estdo presentes

em les@es epiteliais pré-malignas (LIONTOS et al., 2007).
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Figura 1.4. Fontes de estresse replicativo. A interferéncia na progressao da

forquilha de replicacdo pode ocorrer devido a lesdes na molécula de DNA, a

incorporacdo de ribonucleotideos, a repeticbes no DNA, a colisdo entre as
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maquinarias de replicacdo e transcricdo, a presenca de estruturas, a regides de
sitios frageis comuns e a limitacdo de nucleotideos. A resolucdo desses obstaculos
pode permitir que a forquilha de replicacdo volte a progredir, dando continuidade ao
processo normal de duplicagédo do DNA (Modificado de ZEMAN & CIMPRICH, 2014).

Quando a progressao das forquilhas de replicacdo é mais lenta ou esta
parada, regides gendmicas especificas podem se tornar propensas a quebras ou
interrupcdes cromossémicas devido, por exemplo, a escassez de origens de
replicacdo, a formacao de estruturas secundérias ou a possibilidade de colisdo entre
as maquinarias de transcricdo e replicacdo na regido de fragilidade (DEBATISSE et
al., 2012). A delecéo de regides genbmicas contendo sitios frageis esta diretamente
relacionada ao processo de carcinogénese, visto que alguns desses sitios englobam
genes supressores de tumor (ILIOUPOULOS et al., 2006).

1.7. Sitios Frageis Comuns

Os sitios frageis podem ser definidos como regiées genémicas susceptiveis a
quebras ou interrupgdes cromossOmicas em situacdo de estresse replicativo, e
podem ser classificados como sitios frageis raros ou comuns (LE TALLEC et al.,
2014). Os sitios frageis raros sdo encontrados em menos de 5% da populagcéo e séao
representados em grande parte pela sensibilidade ao folato (DURKIN & GLOVER,
2007). Esses sitios normalmente apresentam expanséo de repeti¢cdes do tipo CGG,
podendo formar estruturas secundarias que comprometem a etapa de sintese do
DNA (SCHWARTZ et al., 2006). Por sua vez, os sitios frageis comuns (SFCs) estéo
presentes em todos os individuos e a expressado destes sitios, ou seja, a presenca
de quebras ou interrup¢cdes cromossdémicas € comumente estudada na presenca de
afidicolina, um inibidor de DNA polimerase (GLOVER et al., 1984).

Grande parte dos SFCs tem como caracteristica a replicacéo tardia em fase S
e, portanto, uma chance aumentada da duplicacdo do genoma néao ser completada
nessas regides (DURKIN & GLOVER, 2007). Outra caracteristica dos SFCs € a
presenca de sequéncias repetitivas do tipo AT, privilegiando a formacdo de
estruturas secundarias (LAIRD et al., 1987; LE BEAU et al., 1998). Além disso, o0s
SFCs estdo presentes em regifes gendmicas que contém genes enormes, acima de
700 kb. Interessantemente, muitos dos genes encontrados em regides de SFCs ja
foram descritos como supressores de tumor. Nesses casos, a regiao de fragilidade
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esta relacionada a colisdes entre as maquinarias de transcricdo e replicacdo, uma
vez que a etapa de transcricdo pode levar mais tempo do que um ciclo celular inteiro
para ser completada, favorecendo a aproximacdo entre as duas maquinarias
(HELMRICH et al., 2011).

A instabilidade de sitios frageis pode ser observada em lesfes pré-malignas
em diferentes tumores, sendo uma das causas de instabilidade gendmica que
contribuem para o processo de tumorigénese (TSANTOULIS et al., 2008). A reducao
na velocidade da progressdo da forquilha de replicacdo leva ao recrutamento a
cromatina de membros da via de resposta ao dano de DNA, especialmente ATR
(KOUNDRIOKOUFF et al., 2013). Além disso, a regulacdo da via de ATR é de
extrema importancia para a manutencao da estabilidade de sitios frageis. Forquilhas
de replicacdo defeituosas que escapam do checkpoint de replicacdo mediado por
ATR podem parar de progredir, permitindo que regiées genémicas especificas néo
sejam completamente replicadas (CASPER et al., 2002). CHK1, um dos substratos
de ATR, também esté relacionado com a estabilidade de SFCs, uma vez que células
deficientes para CHK1 apresentam alta frequéncia de fragmentagcdo cromossomica,
especialmente nos sitios frageis FRA3B e FRA16D (DURKIN et al., 2006). Portanto,
a ativacdo desta via é fundamental para a manutencdo da estabilidade de SFCs.

Os SFCs FRA3B e FRA16D sao os sitios mais frequentemente afetados em
diversos tipos de cancer, incluindo o cancer de mama (LUKUSA & FRYNS, 2008).
FRA3B esta localizado no cromossomo 3, na posi¢cédo 3pl4.2 e € o SFC mais ativo
em linfocitos humanos. O gene FHIT, que apresenta um tamanho de
aproximadamente 1.5 Mb, esta localizado na regido do sitio FRA3B e foi descrito
como um gene supressor tumoral (HUEBNER & CROCE, 2003). Algumas linhagens
tumorais apresentam delecdo do gene FHIT em varios tipos de cancer, como por
exemplo o cancer de pulméo, apresentando conteudo proteico de FHIT reduzido ou
inexistente (SOZZI et al., 1997). A regido de maior instabilidade de FRA3B contém,
aproximadamente, 700 kb e é uma regido gendmica pobre em eventos de iniciacdo
de replicacdo (LETESSIER et al., 2011). Assim, a escassez de origens de replicacao
nessa regiao induz as forquilhas de replicacao a viajarem por longas distancias para
completarem a sintese do DNA, contribuindo para a fragilidade deste locus.

Por sua vez, o SFC FRA16D se localiza no cromossomo 16, na posi¢ao
16923.3-24.1. O gene WWOX se encontra neste sitio fragil e, assim como o gene
FHIT, também foi caracterizado como um supressor tumoral (MANGELSDORF et al.,

2000). O mecanismo de supressao tumoral induzido por WWOX envolve a ativacao
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de vias de apoptose e a modulacdo da matriz extracelular e do metabolismo
energético da célula (AQIELAN et al., 2004; GOURLEY et al.,, 2009; ABU-
REIMALEH & AQIELAN, 2014). Além disso, WWOX esta envolvido com a via de
sinalizacdo ao dano de DNA, especificamente ATM (ABU-ODEH et al., 2014). Em
situacbes de dano ao DNA, WWOX se acumula no nucleo e interage com ATM,
aumentando sua atividade e contribuindo para a estabilidade do genoma.

Portanto, os SFCs sao regides gendomicas frequentemente afetadas em
cancer e correlacionam com pontos de quebra observados no genoma de diferentes
tumores. Além disso, os SFCs estdo envolvidos com a perda de supressores
tumorais e eventualmente com amplificacdo de oncogenes (HELLMAN et al.; 2002;
BIGNELL et al.,, 2010). Entretanto, como discutido anteriormente, a expresséao de
sitios frageis especificos esta relacionada com o tipo celular e o tipo de insulto
replicativo, criando um repertdrio Unico de sitios frageis em diferentes tecidos sob
diferentes insultos (MIRON et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2015).

1.8. Ciclina E, estresse replicativo e instabilidade genémica

O complexo ciclina E-Cdk2 se encontra desregulado em diversos tipos de
tumores, contribuindo para o processo de carcinogénese. A primeira evidéncia
indicativa de que altos niveis de ciclina E interferem com a progressdo normal do
ciclo celular foi documentada no inicio da década de 90. Neste trabalho, foi
demonstrado que a superexpressao de ciclina E1 em fibroblastos IMR-90 promove
uma saida rapida da fase G1 e uma progressdo mais lenta das células por fase S
(OHTSUBO & ROBERTS, 1995).

Altos niveis de ciclina E1 também interferem com a montagem do pre-RC,
especificamente com o recrutamento para a cromatina das subunidades MCM2, 4 e
7 da familia de helicases MCMs (Figura 1.5) (EKHOLM-REED et al., 2004). A
impossibilidade do recrutamento de proteinas do pre-RC para a cromatina impede o
licenciamento do complexo e o inicio da sintese de DNA. Ainda neste trabalho, foi
observado que altos niveis de ciclina E1 levam a reducdo no numero de origens de
replicacdo, possivelmente relacionados a dificuldade na iniciacdo da replicacdo. Em
extratos de Xenopus, a ligacdo da subunidade MCM3 a cromatina também é
prejudicada por altos niveis de ciclina E1, dificultando o inicio da replicacdo do DNA

nesse modelo (HUA et al., 1997), indicando uma conservacdo dos processos entre
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diferentes espécies.

A desregulacédo de ciclina E1 também impede a progressao inicial pelas fases
da mitose, induzindo uma parada das células em prometafase e metafase (KECK et
al., 2007). Neste trabalho, foi demonstrado que a superexpressado de ciclina E1 é
capaz de inibir o complexo ubiquitina-ligase do complexo promotor da anafase
(APC), bloqueando a progressao da metafase para anafase. Dessa forma, a entrada
em anafase se torna dificultada, levando eventualmente a poliploidia, devido a
auséncia de citocinese.

Os altos niveis de ciclina E1 levam ao estresse replicativo, indicado pelo
término precoce de forquilhas de replicacdo, podendo gerar colapso das forquilhas e
quebra da fita dupla de DNA (BARTKOVA et al.,, 2006). O estresse replicativo
induzido por oncogenes, como por exemplo ciclina E pode atuar como uma barreira
contra a progressao tumoral, uma vez que leva a ativacado de vias de sinalizacdo ao
dano de DNA e a senescéncia celular em lesGes pré-malignas (BARTKOVA et al.,
2005; GORGOULIS et al., 2005; BARTKOVA et al., 2006; DI MICCO et al., 2006).

Além disso, a superexpressao de ciclina E1 interfere com a progressao da
forquilha de replicacdo através da reducdo da disponibilidade de nucleotideos,
interferindo com a sintese do DNA (BESTER et al., 2011). No entanto, esse trabalho
demonstrou que a suplementagdo com nucleosideos é capaz de reverter o estresse
replicativo induzido por oncogenes, além de redugcdo no dano ao DNA.
Recentemente, foi demonstrado que o colapso de forquilhas de replicagcdo induzido
pela superexpressao de ciclina E1 pode ser reparado por recombinacdo homologa,
especificamente, pelo reparo de replicagdo induzido por quebras (BIR), levando a
alteracdes no numero de coépias e contribuindo para a instabilidade genbémica
(COSTANTINO et al., 2014).

Além da interferéncia no inicio da replicacao, o estresse replicativo oriundo da
desregulacdo de ciclina E1 em células de ostesarcoma U20S pode ser causado
pela colisdo entre as maquinarias de replicacdo e transcricdo, podendo levar a
formacdo de estruturas hibridas de RNA-DNA (JONES et al., 2012). Entretanto, esse
trabalho também demonstrou que a inibicdo do alongamento da transcri¢cdo reduz o
estresse replicativo e o0 dano ao DNA em células com superexpresséao de ciclina E1.
De fato, altos niveis de ciclina E1 correlacionam com o aparecimento de estruturas
intermediarias de replicacdo, especificamente, forquilhas reversas que podem
induzir a formacdo de lesbes no DNA (NEELSEN et al, 2013).
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Figura 1.5. Mecanismos de induc¢éo de instabilidade genémica por ciclina E-
Cdk2. A desregulacdo de ciclina E estd envolvida com diversas causas de
instabilidade genbmica, contribuindo para o processo de tumorigénese. Entre elas
estdo a deficiéncia em nucleotideos, colisbes entre as maquinarias de replicacéao e
transcricdo da molécula de DNA, amplificacdo de centrossomos, dificuldades na
progressao pela fase de mitose, aumento no disparo de origens de replicacao.

A desregulacado de ciclina E1 leva a quebras cromossdémicas em regides de
sitios frageis, gerando um repertorio especifico de fragilidade dependente do tipo
celular estudado (MIRON et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2015). A superexpresséo de
ciclina E1 em fibroblastos humanos BJ levou a quebras cromossomicas de sitios
frageis. No entanto, o repertério de sitios frageis comuns pode variar dependendo do
insulto oncogénico, do tipo celular ou do tratamento com inibidores de DNA
polimerase, como afidicolina (MIRON et al., 2015). Da mesma forma, células do
epitélio da glandula mamaria humana com altos niveis de ciclina E1 apresentam
replicacdo do DNA incompleta em regides gendmicas de sitios frageis (TEIXEIRA et
al., 2015. Nesse trabalho, foi demonstrado que o oncogene ciclina E1 permite que
células entrem na fase de mitose sem terem completado a etapa de sintese do DNA,
levando a aberracdes cromossdémicas em regides gendmicas contendo sitios frageis
(TEIXEIRA et al., 2015).
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A instabilidade cromossémica € uma forma de instabilidade genémica e pode
ser definida como uma alta frequéncia de perdas ou ganhos de cromossomos
inteiros ou parte deles. A superexpressao de ciclina E1 em fibroblastos de rato
(REFs) e células epiteliais da mama induz instabilidade cromossémica, desviando do
namero normal de cromossomos dessas linhagens (SPRUCK et al.,, 1999;
RAJAGOPALAN et al., 2004). A aneuploidia observada foi resultante de perdas e
ganhos de cromossomos inteiros, indicando que a desregulagédo de ciclina E1 pode
interferir com a fidelidade de transmissdo dos cromossomos. O gene FBXW7/CDC4
codifica para a proteina F-box, responséavel pela degradacdo de ciclina E-Cdk2 via
ubiquitinacéo através do complexo SCF™"" (CLURMAN et al., 1996; WON & REED,
1996; STROHMAIER et al.,, 2001). A mutacdo de FBXW7/CDC4 em tumores
primarios leva a desregulagdo de ciclina E, se mostrando como um fator importante
na regulacéo do ciclo celular por ciclina E (EKHOLM-REED et al., 2004). De fato, o
acumulo devido a inativacdo de FBXW7/CDC4 induz a formacédo de micronucleos,
levando a instabilidade cromossémica (RAJAGOPALAN et al., 2004).

A amplificacdo de centrossomos também pode gerar aneuploidias e
aberracdes cromossdémicas (GHADIMI et al., 2000). Altos niveis de ciclina E
associados a perda de p53 levam a amplificacdo de centrossomos e a instabilidade
cromossbmica (KAWAMURA et al., 2004). Além disso, a superexpressdo das
isoformas de baixo peso molecular (LMWI) de ciclina E1 também pode levar a
amplificacdo de centrossomos em ceélulas de cancer de mama (BAGHERI-
YARMAND et al., 2010).

Portanto, uma vez que o estresse replicativo estd associado com a
tumorigénese, é de grande importancia estabelecer uma direta correlagdo entre o
estresse e a instabilidade gendmica, bem como os mecanismos que ligam esses
dois fenbmenos. Além disso, a elucidacdo dos mecanismos de fragilidade e sua
relacdo com o estresse replicativo e a instabilidade gendmica em diferentes tipos
tumorais € de fundamental importancia para o melhor entendimento do processo de
tumorigénense. Dessa forma, a desregulacao de ciclina E1 mostra-se cada vez mais
relacionadas aos processos de estresse replicativo e instabilidade gendmica,
embora 0sS mecanismos para que iSso aconteca ainda nao estdo totalmente

elucidados.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo principal

Avaliar o efeito da desregulacdo de ciclina E1 no estresse replicativo e na
instabilidade gendmica em células do epitélio da glandula mamaria humana durante

a proliferacao celular.

2.2. Objetivos especificos

1. Induzir altos niveis de ciclina E1 em células do epitélio da glandula mamaria

humana HME1 através de transducdo com adenovirus;
2. Avaliar a proliferacéo de células HME1 com altos niveis de ciclina E1;

3. Avaliar a progresséo do ciclo celular, a inducéo de morte celular e a poliploidia em

células HME1 com altos niveis de ciclina E1;
4. Avaliar o estresse replicativo em células HME1 com altos niveis de ciclina E1;
5. Avaliar o efeito da afidicolina na indugéo do estresse replicativo em células HME1,

6. Avaliar as alteracbes cromossdmicas induzidas por altos niveis de ciclina E1 em
células HMEZ,

7. Avaliar a presenca dos sitios frageis comuns FRA3B e FRA16D em células HMEL.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Linhagens celulares

As linhagens celulares obtidas de epitélio da glandula mamaria humana
utilizadas neste estudo foram hTERT-HME1l, MDA-MB-157 e SUMI149PT. A
linhagem hTERT-HME1 (hTERT-Human Mammary Ephitelium 1, ATCC, CRL-4010)
foi obtida de uma paciente saudavel, por meio de uma cirurgia de mamoplastia e
imortalizada in vitro através de transducdo com retrovirus contendo o cDNA de
hTERT. A linhagem MDA-MB-157 (ATCC, HTB-24) foi obtida de uma paciente com
carcinoma medular. A linhagem SUM149PT (Asterand) foi obtida de uma paciente
com carcinoma ductal invasivo. A linhagem HEK293A (Invitrogen) foi obtida de uma
cultura primaria de hepatdcitos humanos embrionarios transformados in vitro. Todas
as linhagens celulares foram gentiimente cedidas pelo Dr. Steven |. Reed (The
Scripps Research Institute, California, EUA) e caracterizadas como livres de
Mycoplasma através do kit MycoAlert Plus (Lonza, LT07-710), de acordo com as
especificacdes do fabricante.

A linhagem hTERT-HMEL foi cultivada em meio MCDB 131 (Gibco, 10372-
019), suplementado com extrato pituitario bovino (30 ng/mL, Hammond Cell Tech),
fator de crescimento epidérmico (10 ng/mL, Gibco), hidrocortisona (0,5 pg/mL,
Sigma), insulina (5 pg/mL, Sigma), holotransferrina (50 pg/mL, Sigma), soro fetal
bovino (1%, Gibco), glutamina (29,2 mg/mL, Gibco), estreptomicina (100 pg/mL,
Gibco) e penicilina (100 U/mL, Gibco). A linhagem SUM149PT foi cultivada em meio
F-12 Ham’s (Gibco, 31765-035), suplementado com soro fetal bovino (5%, Gibco),
hidrocortisona (0,5 pg/mL, Sigma), insulina (10 pg/mL, Sigma), penicilina (100 U/mL,
Gibco) e estreptomicina (100 pg/mL, Gibco). A linhagem MDA-MB-157 foi cultivada
em meio Leibovitz's L-15 (Gibco, 11415-064), suplementado com soro fetal bovino
(10%, Gibco), estreptomicina (100 pug/mL, Gibco) e penicilina (100 U/mL, Gibco). A
linhagem HEK293A foi cultivada em meio DMEM (Gibco, 12100-046), suplementado
com soro fetal bovino (10%, Gibco), estreptomicina (100 pug/mL, Gibco) e penicilina
(100 U/mL, Gibco). As linhagens celulares foram mantidas a 37°C a uma atmosfera
de 5% de CO,, com excecéo da linhagem MDA-MB-157, que foi mantida a 37°C em

ar atmosférico.
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3.2. Amplificacdo adenoviral

As células empacotadoras HEK293A foram utilizadas para a amplificacdo de
adenovirus contendo o cDNA humano de B-globina (Adv-Controle) ou o cDNA
humano de ciclina E1 (Adv-Ciclina E1) (EKHOLM-REED et al., 2004). Ambas
particulas adenovirais foram gentilmente cedidas pelo Dr. Steven |. Reed (The
Scripps Research Institute, California, EUA). Células HEK293A (3 garrafas de 175
cm?) foram transduzidas com Adv-Controle ou Adv-Ciclina E1 (3 x 10° particulas
virais/garrafa) em 12 mL de meio de cultura DMEM sem soro fetal bovino por 2
horas. Apds as 2 horas, o meio de cultura contendo as particulas virais foi retirado e
foi adicionado meio de cultura completo. Por volta de 40 horas apés a transducao,
as células foram recuperadas através de pipetagem e centrifugadas durante 3
minutos a 184 g. O sobrenadante foi dispensado e as células foram ressuspendidas
em 400 pL de solucéo Tris-MgCl, (10 mM Tris pH 8,0; 10 mM MgCl,), imediatamente
congeladas a -196°C e armazenadas a -80°C. As células contendo as particulas
virais foram lisadas 3 vezes em banho a 37°C seguido de congelamento a -196°C.
Em seguida, o lisado foi centrifugado por 10 minutos a 16.800 g a 4°C. As particulas
virais foram recuperadas no sobrenadante e utilizadas para a segunda rodada de
amplificacdo adenoviral. As células HEK293A (15 garrafas de 175 cm?) foram
novamente transduzidas com Adv-Controle ou Adv-Ciclina E1 seguindo as mesmas
condicOes descritas anteriormente. Apos aproximadamente 40 horas da transducéao,
as células foram recuperadas e centrifugadas como descrito anteriormente. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 5 mL de solucéo
Tris-MgCl,, congeladas a -196°C e armazenadas a -80°C. Posteriormente, as
particulas virais de Adv-Controle e Adv-Ciclina E1 foram purificadas através do kit
Adeno-X Maxi Purification (Clontech, 631032), de acordo com as especificacdes do
fabricante. O titulo viral foi determinado a partir da quantificagdo dos acidos
nucleicos presentes nas particulas virais em solugdo PBS-SDS (1X PBS pH 7,2;
0,1% SDS) e analisadas em espectrofotdometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) a
260 nm. O titulo viral foi calculado através da férmula: Az x Fator de diluicéo x 102
= numero de particulas virais/mL, onde Axg representa absorbancia a 260nm (HITT
et al., 1998).
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3.3. Transducéo adenoviral

Para a transducdo adenoviral, células HME1 (3 x 10°) foram plaqueadas em
placas de 10 cm de didametro (Nunc). Apds 24 horas, as células foram transduzidas
por 2 horas com Adv-Controle (7,6 x 10° particulas virais) ou Adv-Ciclina E1 (3,8 x
10° particulas virais) em 3 mL de meio de cultura completo e as placas foram
homogeneizadas a cada 30 minutos. Em seguida, o meio de cultura contendo as
particulas virais foi retirado e foram adicionados 10 mL de meio de cultura completo
a cada placa. As células foram mantidas pelos tempos indicados em cada

experimento.
3.4. Western Blot

Para a extracdo de proteinas, as células (3 x 10°) foram recuperadas através
de adicdo de tripsina-EDTA 0,25% (Gibco, 25200-072), lavadas em 1X PBS e
centrifugadas por 30 segundos a 8.600 g. Os sobrenadantes foram descartados e as
células foram ressuspendidas em tampao de lise (50 mM Tris pH 8,0; 150 mM Nacl,
1 mM EDTA pH 8,0; 1% Triton X-100; 0,5% Deoxicolato de Sédio; 0,1% SDS; 10 mM
NaF; 1 mM NasVOg4, 1 pg/mL pepstatina A) e inibidores de protease (Complete
protease inhibitor cocktail, Roche, 04693 124 001), de acordo com as especificacdes
do fabricante. As amostras foram imediatamente congeladas a -196°C e
armazenadas a -80°C. ApOs esse processo, 0S extratos proteicos foram
descongelados em gelo durante 30 minutos e sonicados durante 5 segundos a 30%
de amplitude (Ultrassonic processor GEX 130P, Cole Parmer). Em seguida, o0s
extratos proteicos foram centrifugados por 10 minutos a 16.800 g a 4°C.
Posteriormente, foi adicionado o tampédo de amostra 4X (50 mM Tris pH 6,8; 10%
glicerol; 2% SDS; 0,0025% azul de bromofenol; 2,5% B-mercaptoetanol) a 1/3 do
volume de amostra. As amostras foram incubadas a 100°C durante 5 minutos e
centrifugadas por 10 minutos a 16.800 g.

Os extratos proteicos foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% SDS-PAGE Acrilamida:Bisacrilamida (29:1, Bio-Rad, 161-0156) a
25V por 16 horas em tampéo de eletroforese (25 mM Tris; 20 mM glicina; 0,1%
SDS). As proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (0,45 uM, GE
Healthcare, 10600003) utilizando o sistema de transferéncia semi-seco Owl HEP-1

(Thermo Scientific) durante 2 horas a 45 mA em tampéao de transferéncia (50 mM
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Tris; 25 mM glicina; 0,037% SDS, 10% metanol). Posteriormente, a membrana foi
bloqueada com 1X TBS-T pH 7,5 (20 mM Tris; 500 mM NacCl; 0,02% Triton X-100) e
5% de leite ao longo de 1 hora sob agitacao branda e temperatura ambiente. Para a
deteccdo das proteinas de interesse, as membranas foram incubadas com os
anticorpos primarios anti-ciclina E1 (HE-12, 1:2.000, gentiimente cedido pelo Dr.
Steven |. Reed), anti-Cdkl (Cell Signaling, 9112, 1:1.000) e anti-GAPDH (Santa
Cruz, sc-32233, 1:2.000) em 1X TBS-T e 5% de leite por 16 horas a 4°C sob
agitacdo branda. As membranas foram lavadas 3 vezes durante 15 minutos sob
agitacao branda com 1X TBS-T e incubadas com anticorpos secundarios especificos
(Pierce, 1:10.000) em 1X TBS-T e 5% de leite por 1 hora a temperatura ambiente
sob agitacao branda. As membranas foram novamente lavadas 6 vezes durante 15
minutos com 1X TBS-T e reveladas através de ensaios de quimioluminescéncia
(ECL, Pierce). Por fim, as membranas foram expostas por diferentes periodos de
tempo em filmes de raio X (GE Healthcare) e revelados em processadora automatica
(Kodak, Macrotec MX-2).

3.5. Contagem de células

Para a contagem celular, células HME1 (2,8 x 10°) foram plaqueadas e ap6s
24 horas foram transduzidas com Adv-Controle ou Adv-Ciclina E1, conforme descrito
no item 3.3. Nos tempos indicados em cada experimento, as células foram
recuperadas e centrifugadas a 184 g durante 5 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi desprezado e as células foram ressuspendidas em 1 mL de 1X
PBS pH 7,2. As células foram incubadas em 0,2% de Azul de Trypan e
imediatamente contadas com auxilio de uma Camara de Neubauer em microscoépio
optico (Olympus CKX31).

3.6. Citometria de fluxo

Para a andlise da progressdo em ciclo celular, células HME1 (3 x 10°) foram
plaqueadas e transduzidas com Adv-Controle ou Adv-Ciclina E1 conforme descrito
no item 3.3. ---Excluir véarias frases aquil--- Ap6s os tempos indicados em cada

experimento, as células foram pulsadas com 2 uM de BrdU (Sigma, B5002) por 30
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minutos a 37°C, recuperadas, fixadas em 70% etanol e armazenadas a -20°C por 16
horas. Em seguida, as células foram centrifugadas a 8.600 g por 30 segundos, 0
sobrenadante foi descartado, as células foram ressuspendidas em 1X PBS pH 7,2;
1% BSA e incubadas sob agitacdo branda durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, as células foram centrifugadas, ressuspendidas em 1 mL de
solucdo desnaturante (2N HCI; 0,5% Triton X-100) e incubadas durante 30 minutos
sob agitacdo branda a temperatura ambiente. As células foram centrifugadas e
ressuspendidas em 1 mL de solucdo 0,1 M Borax. Posteriormente, as células foram
centrifugadas e ressuspendidas em 1 mL de 1X PBS pH 7.2; 1% BSA e incubadas
durante 5 minutos sob agitacdo branda a temperatura ambiente. As amostras foram
centrifugadas, ressuspendidas em 60 pL de solugcdo 1X PBS pH 7,2; 1% BSA; 0,5%
Tween-20 contendo anticorpo anti-BrdU (1:15, Phoenix Flow Systems, ABFM18) e
incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente no escuro. Por fim, as células
foram centrifugadas, ressuspendidas em 1 mL de 1X PBS; 1% BSA, novamente
centrifugadas e ressuspendidas em 1 mL de solucdo de iodeto de propideo (iodeto
de propideo, 1mg/mL; solucdo de RNAse: NaCl 5M, Tris 1M, RNAse 2mg/mL; 1X
PBS pH 7,2 0,1% Triton X-100). As amostras foram incubadas a 4°C por 16 horas no
escuro e analisadas por citometria de fluxo (FACS Calibur, BD Bioscience).

Para a analise de células com contetdo de DNA Sub-GO e polipléide, células
HME1 (3 x 10°) foram plaqueadas e transduzidas com Adv-Controle ou Adv-Ciclina
E1, conforme descrito no item 3.3. Apds os tempos indicados em cada experimento,
as células foram recuperadas, fixadas em 70% etanol e armazenadas a -20°C por 16
horas. As células foram ressuspendidas em 1 mL de 1X PBS pH 7,2; 1% BSA e
incubadas sob agitacdo branda a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida,
as células foram centrifugadas, o sobrenadante foi desprezado e as células foram
ressuspendidas em 1 mL de solucdo de iodeto de propideo, conforme descrito
anteriormente.

Para a sincronizacdo celular, células HME1 (3 x 10°) foram plaqueadas e
tratadas com 2 mM de timidina (Calbiochem, 6060) por 18 horas. Em seguida, as
células foram lavadas 3 vezes com 10 mL de meio de cultura cada, liberadas em
ciclo celular por 8 horas e pulsadas novamente com 2 mM de timidina por um
periodo de 16 horas. As células foram novamente lavadas e liberadas em ciclo
celular por 4, 8 e 12 horas. As células foram recuperadas e fixadas em 70% etanol e
armazenadas a -20°C por 16 horas. Em seguida, as células foram ressuspendidas

em 1 mL de solucdo de iodeto de propideo por 16 horas a 4°C e analisadas por
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citometria de fluxo (FACS Calibur, BD Bioscience). Para 0s experimentos de
transducdo adenoviral em células sincronizadas, células HME1 foram transduzidas
com Adv-Controle ou Adv-Ciclina E1 logo apés as lavagens do primeiro bloqueio
com timidina.

Para a andlise dos efeitos de afidicolina, células HME1 (2,5 x 10°) foram
plagueadas em placas de 10 cm de didametro (Nunc). Apds 24 horas, as células
foram tratadas com DMSO (Sigma) ou diferentes doses de afidicolina (0,2 ou 0,4
UM, Sigma, A0781) durante 24 ou 48 horas. ApoOs esses intervalos de tempo, as
células foram pulsadas com 2 uM de BrdU (Sigma) por 30 minutos, fixadas em 70%
etanol a -20°C e marcadas com anticorpo anti-BrdU (Phoenix Flow Systems) e
iodeto de propideo (Sigma) conforme descrito anteriormente. Todos os resultados de
citometria de fluxo foram analisados no programa Cell Quest Pro (BD Biosciences).

3.7. Preparacdo de cromossomos metafasicos

Para anélise dos cromossomos metafasicos, células HME1 (2,8 x 10°) foram
plagueadas e apds 24 horas foram transduzidas com Adv-Controle ou Adv-Ciclina
E1l, conforme descrito no item 3.3. Ap6s 3 dias da transducdo, as células foram
tratadas com 0,05 pg/mL de solugéo de colcemide (Roche, 10 295 892 001) durante
2 horas a 37°C. Em seguida, as células foram recuperadas, centrifugadas, o
sobrenadante foi desprezado e as células foram ressuspendidas em liquido residual.
As células foram ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura:agua (1:3) e
incubadas durante 15 minutos a 37°C. Em seguida, as células foram centrifugadas
por 30 segundos a 8.600 g, o sobrenadante foi desprezado e as células foram
ressuspendidas em 1 mL de solucao fixadora metanol:etanol (3:1) a 4°C. As células
foram centrifugadas e lavadas outras 2 vezes com solucéo fixadora e armazenadas
a-20°C.

Para o espalhamento dos cromossomos metafasicos, laminas (Produtos
Citologicos Soldan) foram lavadas sequencialmente com detergente neutro, agua e
100% etanol e armazenadas em agua a 4°C. As células fixadas foram distribuidas
nas laminas com auxilio de pipeta Pasteur e as laminas foram incubadas a 70°C
durante 1 minuto. O espalhamento dos cromossomos metafésicos foi avaliado em

microscopio optico (Olympus BX53).
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3.8. Coloracdo com Giemsa

Para a contagem do nimero de cromossomos e a avaliagdo de aberragdes
cromossOmicas, as laminas foram armazenadas a temperatura ambiente por 3 dias
apos o espalhamento e foram coradas com solucéo de 4% Giemsa (Merck, 1 09204
1000) durante 10 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas em &agua
destilada, secadas e analisadas em microscopio optico (Olympus BX53) através do
programa Case Data Manager (Applied Spectral Imaging, Genasis).

3.9. Fluorescent In Situ Hybridization (FISH)

Células HME1 foram tratadas com solucdo de colcemide, espalhadas em
laminas e armazenadas a temperatura ambiente como descrito anteriormente. Apos
24 horas, as laminas foram incubadas em solu¢édo 2X SSC pH 7,0 durante 2 minutos
a temperatura ambiente e desidratadas em séries de etanol de 70, 85 e 100%
durante 1 minuto cada. Em seguida, as sondas comerciais para os sitios frageis
FRA3B (BAC 641C17, TAMRA) e FRA16D (BAC 264L1, TAMRA) e o tampao de
hibridizacao foram equilibrados a temperatura ambiente e a mistura foi preparada de
acordo com as especificacdes do fabricante (Empire Genomics). Em seguida, as
sondas foram adicionadas as laminas, seguido de adicao de laminulas seladas com
rubber cement. As laminas foram aquecidas a 73°C durante 5 minutos, seguido de
incubacdo a 37°C por 16 horas em Thermobrite (Abbott). Apos a hibridacéo, as
laminulas foram retiradas e as laminas foram lavadas em solucéo | (0,4X SSC pH
7,0; 0,3% NP-40) a 73°C por 2 minutos e solucao Il (2X SSC pH 7,0; 0,1% NP-40) a
temperatura ambiente por 1 minuto. Posteriormente, os nucleos foram corados com
solucdo de DAPI (60 nM, Invitrogen) e as laminulas foram seladas com esmalte
incolor. Os nucleos foram analisados em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX

53) através do programa Case Data Manager (Applied Spectral Imaging, Genasis).

3.10. Anélise estatistica

A analise estatistica dos valores observados na contagem de células, na
citometria de fluxo e no espalhamento de metafases entre as células controle e as
células com altos niveis de ciclina E1 foi determinada por meio do teste de Student

(teste t) para comparacfes simples. As analises estatisticas foram realizadas no
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programa QuickCalcs (GraphPad Software) e os gréaficos foram construidos no
programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software). Um valor de p < 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.
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4. RESULTADOS

4.1. Inducéo dos niveis de ciclina E1 em células HME1 através de transducdao

com adenovirus

Para o estabelecimento do modelo de estresse replicativo, células HME1
foram transduzidas por 2 horas com adenovirus controle (Adv-Controle) ou com
concentragcbes crescentes de adenovirus contendo o cDNA humano de ciclina E1
(Adv-Ciclina E1). Como controle positivo, foram utilizadas as linhagens celulares
SUM149PT, que apresenta niveis aumentados de ciclina E1 devido a mutacdo do
gene Cdc4/Fbxw7 (gene que codifica para um dos componentes do complexo
ubiquitina-ligase responsavel pela degradacao de ciclina E1) e MDA-MB-157, que
apresenta amplificacado génica de ciclina E1.

Apés 24 horas da transducdo, o extrato total de proteinas foi obtido e os
niveis de ciclina E1 foram avaliados por Western blot. Os resultados indicam que
células HME1 transduzidas com concentracbes crescentes de Adv-Ciclina E1
apresentam um aumento nos niveis de ciclina E1, enquanto células transduzidas
com Adv-Controle ndo apresentam niveis detectaveis de ciclina E1 (Figura 4.1). As
células HME1 foram transduzidas com concentracdes baixa (1,2 x 10° particulas
virais), intermediaria (3 x 10° particulas virais) e alta (6 x 10° particulas virais). As
concentragdes intermediaria e alta de ciclina E1 foram similares as das obtidas das
linhagens de cancer de mama MDA-MB-157 e SUM149PT. O resultado de Western
blot indicou a existéncia de duas bandas de Adv-Ciclina E1. A presenca destas duas
bandas ocorre devido a clivagem proteolitica de ciclina E1 em formas de baixo peso
molecular. A concentracdo intermediaria de Adv-Ciclina E1 (3 x 10° particulas virais)

titulada nesse experimento foi utilizada em todos os experimentos subsequentes.
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Figura 4.1. Indugdo dos niveis de ciclina E1 em células HMEL1 é similar aos
niveis observados em linhagens de cancer de mama. Células HME1 foram
plaqueadas e transduzidas com Adv-Controle (6 x 10° particulas virais) ou com
concentracdes crescentes de Adv-Ciclina E1 (1,2, 3 e 6 x 10° particulas virais) por 2
horas. ApOs 24 horas de transducdo, os extratos protéicos foram obtidos com
tampéao de lise e separados em gel SDS-PAGE a 10%. Os extratos protéicos das
linhagens celulares SUM149PT e MDA-MB-157 foram utilizados como controles
positivos para altos niveis de ciclina E1 em cancer de mama. Os niveis de ciclina E1
(49 kDa) foram normalizados através dos niveis de Cdkl (34 kDa). Os resultados
sao representativos de 3 experimentos independentes.
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4.2. Avaliacao dos niveis protéicos de ciclina E1 em células HME1 ao longo do

tempo

Para avaliar os niveis protéicos de ciclina E1 ao longo do tempo, células
HME1 foram transduzidas com Adv-Controle ou Adv-Ciclina E1 conforme descrito
anteriormente, e as células foram analisadas apés 1, 2, 3, 4, 5 e 7 dias (Figura
4.2A). Nos tempos indicados, os extratos protéicos foram obtidos e avaliados por
Western blot. Ao longo do experimento, as células foram repicadas a cada 2-3 dias
para manutencdo do crescimento celular em condicées de sub-confluéncia.

A andlise dos resultados indicou que o0s niveis proteicos de ciclina E1 atingem
um pico de sintese por volta de 18 a 24 horas apés a transducéo (Figura 4.2B). Os
niveis de ciclina E1 diminuem apo0s 48 horas de transducado (Figura 4.2B-C) e se
tornam cada vez menores ao longo do tempo, culminando com a reducdo quase
total em 7 dias (Figura 4.2D). O complexo ubiquitina-ligase SCF™", possivelmente,
atua como responsavel pela degradacdo de ciclina E1 ao longo do tempo
(CLURMAN et al.,, 1996; WON & REED, 1996). O sistema de transducdo com
adenovirus ndo € capaz de se integrar no genoma celular e, portanto, a expressao
do gene de interesse é transiente. Os resultados sugerem que os niveis de ciclina
E1l atingem rapidamente um pico de sintese protéica ap0s a transducdo com

adenovirus e sdo quase totalmente degradados apds 7 dias da transducao.
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Figura 4.2. Niveis protéicos de ciclina E1 em células HME1 atingem um pico de
sintese em 18-24 horas ap0s a transducdo com adenovirus. A) Representacéo
esquematica do protocolo de transducdo de células HME1l com adenovirus e
extracdo de proteinas para avaliacdo por Western blot. Células HME1 foram
plagueadas e transduzidas por 2 horas com Adv-Controle ou Adv-Ciclina E1 apés 24
horas. Em seguida, as células foram mantidas em cultura e os extratos protéicos
foram obtidos nos tempos indicados. B, C e D) Analise dos niveis de ciclina E1 em
células HMEL1 transduzidas com Adv-Controle ou Adv-Ciclina E1 entre 6-60 horas
(B), 1-4 dias (C) e 1-7 dias (D) ap6s a transducdo. Os extratos protéicos foram
obtidos com tampéo de lise e separados em gel SDS-PAGE a 10%. Os niveis de
ciclina E1 (49 kDa) foram normalizados através dos niveis de GAPDH (37 kDa). Os
resultados séo representativos de trés experimentos independentes.
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4.3. Avaliacao da proliferacdo de células HME1 com altos niveis de ciclina E1

Para determinar se os altos niveis de ciclina E1 interferem com a proliferacao
celular, células HME1 foram transduzidas com Adv-Controle ou Adv-Ciclina E1,
conforme descrito anteriormente (Figura 4.2A). Nos tempos indicados, as células
foram recuperadas e contadas por meio de coloracdo com azul de Trypan em
camara de Neubauer. Os resultados demonstram que os altos niveis de ciclina E1
parecem nao interferir com o numero de células HME1 ao longo de 1-4 dias quando
comparadas com células controle (Figura 4.3A).

Da mesma forma, nao foi observada uma diferenca significativa no nimero de
células HMEL1 controle ou com altos niveis de ciclina E1 em tempos mais tardios,
apesar de haver uma tendéncia a reducdo no numero de células com altos niveis de
ciclina E1 (Figura 4.3B). Em todos os tempos analisados, a frequéncia de células
coradas com azul de Trypan foi menor do que 9%, tanto em células HME1 controle

como em células com altos niveis de ciclina E1 (dados ndo mostrados).
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4.3. Altos niveis de ciclina E1 ndo alteram o niumero de células HME1 ao longo
de 7 dias. A e B) Células HME1 foram plaqueadas e transduzidas com Adv-Controle
(barras brancas) ou Adv-Ciclina E1 (barras pretas) conforme descrito anteriomente.
Apo6s os tempos indicados, o numero de células foi avaliado por coloracdo com azul
de Trypan e contagem em camara de Neubauer. Os resultados representam as
meédias + desvio padrao de trés experimentos independentes. Frequéncia de nimero
de células em 1-4 dias (A) e 5 e 7 dias (B) apds a transducdo com Adv-Controle
(barras brancas) ou Adv-Ciclina E1 (barras pretas). Os valores representam as
médias + desvio padrao de no minimo trés experimentos independentes. Os valores
em cada uma das fases do ciclo celular foram comparados pelo teste t de Student. O
asterisco (*) representa p < 0,05.
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4.4. Avaliacdo da progressao do ciclo celular em células HME1 com altos

niveis de ciclina E1

Altos niveis de ciclina E1 j4 foram descritos por alterarem a dinamica de
progressdo do ciclo celular, induzindo uma rapida passagem pela fase Gl e
prolongando a fase S, quando comparadas a células controle (OHTSUBO &
ROBERTS, 1993). Além disso, altos niveis de ciclina E1 levam ao fendmeno de
estresse replicativo, caracterizado por uma progressdo lenta da forquilha de
replicacdo (BESTER et al., 2011). Para avaliar se a desregulacdo dos niveis de
ciclina E1 em células HME1 é capaz de induzir esses efeitos bioldgicos, células
HME1 foram transduzidas com Adv-Controle ou Adv-Ciclina E1 conforme descrito
anteriormente (Figura 4.2A). ApGs os tempos indicados, as células foram fixadas e a
progressao pelas fases do ciclo celular foi avaliada por citometria de fluxo através de
marcacao com iodeto de propidio, utilizado como marcador do contetdo de DNA, e
anticorpo anti-BrdU para verificacdo de células com sintese ativa da molécula de
DNA.

A analise por citometria de fluxo indicou que as células HME1 transduzidas
com Adv-Ciclina E1 apresentam uma progressdo mais rapida pela fase G1 do ciclo
celular (11,7%) quando comparadas as ceélulas transduzidas com Adv-Controle
(57,8%) apo6s 1 dia de transducado (Figura 4.4A). Além disso, células HME1 com
altos niveis de ciclina E1 apresentaram uma frequéncia maior de células em fase S
(61.1%) quando comparadas as ceélulas Adv-Controle (27.7%) ap6s 1 dia da
transducdo. Em tempos mais tardios, esta propor¢cédo é mantida, porém as diferencas
nas frequéncias das células Adv-Controle e Adv-Ciclina E1 sdo menores apos 7 dias
de transducéo, tanto em células em fase G1 (59,6% versus 42,2%) como em fase S
(30,1% versus 39,3%) do ciclo celular (Figura 4.4B). As células HME1 com altos
niveis de ciclina E1 também apresentaram menor incorporacdo de BrdU, um
analogo de timidina, que permite avaliar a frequéncia de células com replicacao ativa
da molécula de DNA. A intensidade média de fluorescéncia (MFI) em fase S de
células HMEL1 transduzidas com Adv-Ciclina E1 foi consistentemente menor do que
células HMEL1 transduzidas com Adv-Controle em fase S do ciclo celular ao longo
dos 7 dias apoés a transducéo (Figura 4.4A-B).

Os resultados obtidos corroboram os resultados descritos na literatura, uma
vez que observamos que a desregulacdo de ciclina E1 reduz a frequéncia de células

em fase G1 e aumenta a frequéncia de células em fase S, além de diminuir a
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incorporacao de BrdU, sugerindo a ocorréncia de estresse replicativo, especialmente

nos primeiros dias apds a transducao com adenovirus.
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Figura 4.4. Altos niveis de ciclina E1 induzem alteragc&do na progresséao do ciclo
celular de células HMEL1. A e B) Células HME1 foram plaqueadas, transduzidas
com Adv-Controle ou Adv-Ciclina E1 e mantidas em cultura pelos tempos indicados.
Em seguida, as células foram pulsadas com BrdU por 30 minutos, fixadas em 70%
etanol a -20°C, marcadas com iodeto de propidio e anticorpo anti-BrdU e analisadas
por citometria de fluxo. As frequéncias das populacdes celulares nas fases G1, S e
G2/M do ciclo celular e as intensidades médias de fluorescéncia (MFI) de células em
fase S estdo representadas dentro de cada gréafico. C-H) Frequéncia de células nas
diferentes fases do ciclo celular em 1-4 dias (C-F) e 5-7 dias (G e H) apés a
transducdo com Adv-Controle (barras brancas) ou Adv-Ciclina E1 (barras pretas). Os
valores representam as médias + desvio padrdo de no minimo trés experimentos
independentes. Os valores em cada uma das fases do ciclo celular foram
comparados pelo teste t de Student. Os asteriscos (* ou **) representam p < 0,05 ou
p < 0,01, respectivamente.
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4.5. Avaliacdo da morte celular e poliploidia em células HME1 com altos niveis

de ciclina E1

Para avaliar se a desregulacao de ciclina E1 é capaz de induzir morte celular,
células HME1 foram transduzidas com Adv-Controle ou Adv-Ciclina E1 conforme
descrito anteriormente (Figura 4.2A). Nos tempos indicados, as células foram fixadas
e a frequéncia de células com conteudo de DNA Sub-GO (conteudo de DNA menor
do que o observado em células em fase GO/G1 do ciclo celular) foi avaliada por
citometria de fluxo através de marcacdo com iodeto de propidio. Os resultados
indicam que a populagéo de células HME1 com altos niveis de ciclina E1 e conteddo
de DNA Sub-GO é similar a frequéncia de células controle em todos os tempos
analisados, tanto em tempos iniciais (1,2% Adv-Controle versus 1,9% Adv-Ciclina E1
em 2 dias) como em tempos mais tardios (1,8% Adv-Controle versus 3,5% Adv-
Ciclina E1 em 7 dias) (Figuras 4.5A-D).

Da mesma forma, também foi avaliada a frequéncia de células poliploides
(conteudo de DNA maior do que o observado em células em fases G2/M do ciclo
celular). Os dados indicam que células com desregulacao de ciclina E1 apresentam
uma frequéncia de poliploidia significativamente maior quando comparadas as
células controle (Figura 4.5E-H). Apos 2 dias da transducéo, 8,7% das células com
altos niveis de ciclina E1 apresentaram conteiddo de DNA polipléide, enquanto
apenas 0,6% das células controle apresentam este fenétipo (Figura 4.5E). Os
resultados foram similares em tempos mais tardios. Apds 7 dias da transducéo, 5,1%
das células com altos niveis de ciclina E1 apresentaram contetido de DNA polipldide
contra 1,3% das células controle (Figura 4.5F). Esses resultados indicam que altos
niveis de ciclina E1 em células HME1 ndo interferem com a morte celular, mas

podem induzir eventos de poliploidia.
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Figura 4.5. Altos niveis de ciclina E1 ndo alteram a frequéncia de células HME1
com conteudo de DNA Sub-GO mas induzem poliploidia. Células HME1 foram
plagueadas, transduzidas por 2 horas com Adv-Controle ou Adv-Ciclina E1 e
mantidas em cultura pelos tempos indicados. As células foram fixadas em 70%
etanol a -20°C, marcadas com iodeto de propidio e analisadas por citometria de
fluxo. A e B) As frequéncias de células com conteiddo de DNA Sub-GO estéo
representadas dentro de cada histograma. C e D) Frequéncia de células com
conteudo de DNA Sub-GO em 1-4 dias (C) e 5-7 dias (D) apés a transducdo com
Adv-Controle (barras brancas) ou Adv-Ciclina E1 (barras pretas). E e F) As
frequéncias de células com conteuddo de DNA polipléide (P) estdo representadas
dentro de cada histograma. G e H) Frequéncia de células com contetdo de DNA
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polipldide em 1-4 dias (G) e 5-7 dias (H) apos a transducdo com Adv-Controle
(barras brancas) ou Adv-Ciclina E1 (barras pretas). C, D, G, H) Os valores
representam as medias + desvio padrdo de no minimo trés experimentos
independentes. Os valores em cada um dos tempos indicados foram comparados
pelo teste t de Student. Os asteriscos (* ou **) representam p < 0,05 ou p < 0,01,
respectivamente. As frequéncias das populagdes celulares nas fases G1, S e G2/M
do ciclo estdo representadas dentro de cada grafico. Os resultados sao
representativos de trés experimentos independentes.
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4.6. Sincronizacao de células HME1 ao longo do ciclo celular

Para a melhor analise do fenbmeno de estresse replicativo, células HME1
foram cultivadas e sincronizadas através de bloqueio duplo com timidina, conforme
descrito no item 3.6 (Figura 4.6A). Altas concentragdes de timidina interferem com a
via de biossintese de desoxirribonucleotideos, prejudicando a fase de sintese da
molécula de DNA (HARPER, 2005). Células HME1l n&o sincronizadas foram
utilizadas como controle. A progressao das células pelas fases do ciclo celular foi
avaliada por citometria de fluxo através de marcacdo com iodeto de propidio,
conforme descrito anteriormente. O tratamento das células com timidina por 18 horas
induziu a sincronizacdo celular na transicdo das fases G1/S (Figura 4.6B,
Sincronizada 18h). A retirada de timidina do meio de cultura por 8 horas permitiu a
progressdo das células ao longo do ciclo celular, especificamente para as fases
G2/M com, aproximadamente, 66% das células nestas fases (Sincronizada 18h/8h).
Em seguida, as células foram sincronizadas novamente na transicao das fases G1/S
através de tratamento com timidina por 16 horas (Sincronizada 18h/8h/16h).
Finalmente, a retirada da timidina do meio de cultura por 4 e 8 horas permitiu a
progressdo das células de forma sincronizada para as fases S e G2/M,
respectivamente (Sincronizada 18h/8h/16h/4h e 18h/8h/16h/8h). Como pode ser
observado, aproximadamente 67% das células se encontram em fase S apos 4
horas da liberacdo do segundo bloqueio de timidina (Sincronizada 18h/8h/16h/4h),
enquanto aproximadamente 84% das células se encontram nas fases G2/M apos 8
horas de liberacédo do segundo bloqueio (Sincronizada 18h/8h/16h/8h).

Para melhor analise do fenétipo de estresse replicativo, células HME1 foram
sincronizadas com timidina conforme descrito acima e transduzidas por 2 horas com
Adv-Controle ou Adv-Ciclina E1 logo apos a liberagcdo do primeiro bloqueio com
timidina (Figura 4.6A). Ao final do segundo bloqueio, as células foram liberadas em
ciclo celular e pulsadas com BrdU apés 4, 8 e 12 horas da retirada de timidina. Os
resultados indicam que, apés 4 horas da retirada de timidina, a maioria das células
com altos niveis de ciclina E1 estdo progredindo pela fase S (Figura 4.6C). Além
disso, apos 4 horas da liberagédo da timidina, as células HME1 com altos niveis de
ciclina E1 incorporaram menos BrdU do que as células controle (MFI de fase S:
76,5versus 97,5, respectivamente). Apos 8 horas de retirada da timidina, a maioria
das células controle se encontra nas fases G2/M (71%), enquanto somente 50,8%

de células com altos niveis de ciclina E1 se encontram nas fases G2/M e 44,6% das
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células ainda se encontram em fase S. De forma similar, apos 8 horas de liberacao
da timidina, as células com altos niveis de ciclina E1 incorporaram menos BrdU que
as células controle controle (MFI de fase S: 75,2 versus 123,5, respectivamente), e o
mesmo. Por fim, ap6s 12 horas de retirada da timidina, a maioria das células
controle se encontra na fase G1 (77%) e incorporaram mais BrdU (MFI de fase S:
97,2), enquanto a maioria das células com altos niveis de ciclina E1 ainda se
encontra nas fases G2/M (59,9%) e incorporaram menos BrdU (MFI de fase S: 71,0).
Estes dados sugerem que as células HME1 podem ser sincronizadas ao longo das
diferentes fases do ciclo celular, permitindo a melhor analise do fenbmeno de

estresse replicativo ao longo da progressao pela fase S.
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Figura 4.6. Altos niveis de ciclina E1 retardam a progresséo pela fases e a
entrada nas fases G2/M o ciclo celular. A) Representacdo esquematica do
protocolo de sincronizagéo celular. Células HME1 foram plaqueadas e sincronizadas
ou ndo com bloqueio duplo de timidina, fixadas e marcadas com iodeto de propidio
(B) ou sincronizadas com timidina, transduzidas com Adv-Controle ou Adv-Ciclina E1
e pulsadas com BrdU apos 4, 8 e 12 horas de retirada da timidina do meio de cultura
(C). Todas as condi¢Bes foram analisadas por citometria de fluxo. As frequéncias
das populacdes celulares nas fases G1, S e G2/M do ciclo celular e as intensidades
médias de fluorescéncia (MFI) de células em fase S estdo representadas dentro de
cada grafico. (D-F) Frequéncia de células nas diferentes fases do ciclo celular ap6s
4 horas (D), 8 horas (E) e 12 horas (F) de liberacdo do bloqueio duplo de timidina
apos a transducdo com Adv-Controle (barras brancas) ou Adv-Ciclina E1 (barras
pretas). Os resultados sdo representativos de trés experimentos independentes. Os
valores representam as médias + desvio padrdo de no minimo trés experimentos
independentes. Os valores em cada uma das fases do ciclo celular foram
comparados pelo teste t de Student. Os asteriscos (* ou **) representam p < 0,05 ou
p < 0,01, respectivamente. As frequéncias das populacdes celulares nas fases G1, S
e G2/M do ciclo estéo representadas dentro de cada grafico.
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4.7. Caracterizacdo do estresse replicativo induzido por afidicolina em células
HME1

A afidicolina é um inibidor de DNA polimerase bastante utilizado para induzir o
fendmeno de estresse replicativo (IKEGAMI et al., 1978). Para avaliar a capacidade
da afidicolina em induzir o estresse replicativo neste modelo, células HME1 foram
plagueadas e tratadas ou ndo com veiculo (DMSO) ou afidicolina (0.2 uM) por 24
horas. Além disso, as células também foram tratadas com afidicolina na condicéo
descrita, lavadas e cultivadas por mais 24 horas. Apos estes periodos de tempo, as
células foram fixadas e a frequéncia de células com conteido de DNA Sub-GO ou
polipldide foi avaliada por citometria de fluxo através de marcagdo com iodeto de
propidio. A progressao das células tratadas ou ndo com afidicolina foi observada
através da marcacédo com BrdU.

Os resultados obtidos indicam que a frequéncia de células em fase S tratadas
ou ndo com DMSO é bastante similar (34,1% versus 35,7%, respectivamente)
(Figura 4.7B). Da mesma forma, a frequéncia de células em fase S tratadas com
afidicolina é similar a frequéncia de células tratadas com DMSO (36,7% versus
34,1%). Contudo, as células tratadas com afidicolina incorporaram menos BrdU do
que as ceélulas tratadas com DMSO (MFI de fase S: 79,9 versus 107,8,
respectivamente) (Figura 4.7B). Apos 24 horas da lavagem do tratamento com
afidicolina, as células em fase S recuperaram a capacidade de incorporacdo de
BrdU, alcancando niveis proximos das condi¢cdes controle (MFI de fase S: 105,6
versus 107,8, respectivamente).

Além disso, a capacidade de afidicolina induzir morte celular foi avaliada
neste modelo. A frequéncia de células com conteddo de DNA Sub-GO0 tratadas com
afidicolina (2,8% e 2,7%) foi similar a frequéncia de células tratadas ou ndo com
DMSO (1,5% e 1,1%, respectivamente) (Figura 4.7C). A frequéncia de células
tratadas com afidicolina e com conteddo de DNA polipldide foi novamente similar as
condic¢des controle (1,2% e 1% versus 0,6% e 0,4%, respectivamente) (Figura 4.7D).
Em conjunto, esses experimentos sugerem que o tratamento com afidicolina é capaz
de induzir o fendbmeno de estresse replicativo em células HME1, mas néo é capaz

de causar morte celular ou induzir eventos de poliploidia nestas células.
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Figura 4.7. Afidicolina induz estresse replicativo em células HMELl. A)
Representacdo esquematica do protocolo de tratamento com afidicolina e analise
por citometria de fluxo. Células HME1 foram plagueadas e tratadas ou ndo com
DMSO ou afidicolina (0.2 puM) pelos tempos indicados. Em uma das condic¢des, as
células foram tratadas com afidicolina por 24 horas, lavadas com meio de cultura e
mantidas em cultura por mais 24 horas (Lavagem 24h). B) Apds o0s tempos
indicados, as células foram pulsadas com BrdU (2 puM) por 30 minutos, fixadas em
70% etanol a -20°C, marcadas com iodeto de propidio e anticorpo anti-BrdU e
analisadas por citometria de fluxo. As frequéncias das populacdes celulares nas
fases G1, S e G2/M do ciclo celular e as intensidades médias de fluorescéncia (MFI)
de células em fase S estdo representadas dentro de cada grafico. C) As células
foram fixadas em 70% etanol a -20°C, marcadas com iodeto de propidio e
analisadas por citometria de fluxo. As frequéncias de células com conteudo de DNA
Sub-GO estéo representadas dentro de cada grafico. D) As células foram tratadas
como em (C) e as frequéncias de células com conteudo de DNA polipléide (P) estao
representadas dentro de cada gréfico. (E-G) Frequéncia de células nas diferentes
fases do ciclo celular (E), com conteudo de DNA Sub-GO (F) ou com contetdo de
DNA polipléide (G). Os valores em cada um dos tratamentos indicados foram
comparados pelo teste t de Student. Os asteriscos (* ou **) representam p < 0,05 ou
p < 0,01, respectivamente. Os resultados séo representativos de trés experimentos
independentes, a excecdo das células lavadas ap6s 24 horas do tratamento com
afidicolina (n=2).

Frequéncia de células
poliploides (%)
o
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4.8. Avaliacdo de aberracdes cromossdmicas induzidas por altos niveis de

ciclina E1 em células HME1

Os altos niveis de ciclina E1 j4 foram relacionados com a instabilidade
cromossomica, levando a perdas e ganhos de cromossomos (SPRUCK et al., 1999).
Para avaliar a capacidade de ciclina E1 induzir alteragcdes cromossémicas, células
HME1 foram transduzidas com Adv-Controle ou Adv-Ciclina E1, tratadas com
colcemide, choque hipotbnico e fixadas como descrito anteriormente. Os
cromossomos metafasicos foram espalhados em laminas, corados com corante
Giemsa e analisadas através de microscopia (Figura 4.8A).

A andlise dos cromossomos metafésicos indicou que células HME1 com altos
niveis de ciclina E1 apresentam eventos de aneuploidia, quando comparadas com
células controle (Figura 4.8B). As células HME1 com altos niveis de ciclina E1
apresentaram um numero significativamente maior de ganho de cromossomos
inteiros quando comparadas as células controle (médias de 2,6% versus 14,4%,
respectivamente) (Figura 4.8B). Esses dados estdo de acordo com os dados de
poliploidia obtidos por citometria de fluxo na Figura 4.5E-H. Entretanto, a frequéncia
de perdas no numero de cromossomos foi similar tanto em células HMEL1
transduzidas com Adv-Controle como Adv-Ciclina E1 (médias de 20,3% versus
17,1%), bem como a frequéncia do numero normal de cromossomos (77% verus
67,5%, respectivamente).

Altos niveis de ciclina E1 induziram em média 5,6% de eventos de
endorreplicacdo em células HME1 quando comparadas as células controle (Figura
4.8C-F). O fenbmeno de endorreplicacdo € caracterizado por uma multipla
passagem pela fase de sintese da molécula de DNA na auséncia da fase de mitose
e citocinese (ZIELKE et al., 2013). Além disso, foi observado que cromatides
pertencentes a0 mesmo cromossomo estavam separadas prematuramente ainda na
fase de metafase em células HME1 com altos niveis de ciclina E1 em relacdo as
células controle (médias de 17,1% versus 1,1%). Os cromossomos de células com
altos niveis de ciclina E1 também apresentaram outras alteragcdes, como
fragmentacdes cromossdmicas pontuais (média de 2%) ou hiperfragmentacéo
cromossOmica, ambas ndo observadas em células controle (média de 14%) (Figura
4.8C-F). Em conjunto, esses dados demonstram que a desregulagéo de ciclina E1

em células HME1 induz eventos de aneuploidia e aberracbes cromossdmicas como
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endorreplicacdo, separacdo prematura de cromatides irmas, fragmentacdo e

hiperfragmentacdo cromossdmicas.
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Figura 4.8. Altos niveis de ciclina E1 induzem alteracdes cromossémicas em
células HME1. A) Representacdo esquematica do protocolo de transdug¢do com
adenovirus e analise de cromossomos metafasicos por coloragdo com Giemsa. As
metafases foram obtidas através de incubacdo com colcemide. Em seguida, células
HME1 foram tratadas com choque hipotdnico, seguido de fixacdo com metanol:acido
acético, como descrito anteriormente. B) Frequéncia do niumero de metéafases de
células HMEL1 transduzidas com Adv-Controle (barras brancas) ou Adv-Ciclina E1
(barras pretas) e 0s numeros de cromossomos indicados. C e D) Imagens
representativas de cromossomos metafasicos de células HMEL transduzidas com
Adv-Controle (C) ou Adv-Ciclina E1 (D) e coradas com Giemsa (magnificancia:
100x). As metafases observadas foram classificadas da seguinte forma: normal (1),
fragmentada (2), hiperfragmentada (3), endorreduplicada (4), ou com separacgéo
prematura de cromatides (5). As setas vermelhas indicam quebras cromossdmicas.
E-F) Frequéncia do numero de metéfases classificadas de acordo com as alteracdes
cromosomicas observadas em células HMEL1 transduzidas com Adv-Controle (barras
brancas) ou Adv-Ciclina E1 (barras pretas). Os resultados sao representativos de
trés experimentos independentes.
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4.9. Avaliacao dos sitios frageis comuns FRA3B e FRA16D em células HME1

Os SFCs podem ser definidos como regides gendmicas propensas a quebras
ou interrupcdes cromossdmicas em situacdes de estresse replicativo (LE TALLEC et
al., 2014). Para avaliar a presenca dos sitios frageis comuns mais frequentemente
alterados no genoma humano, FRA3B e FRA16D, células HME1 foram mantidas em
cultura, tratadas com colcemide, choque hipotdnico e fixadas em metanol:acido
acético. Em seguida, as células foram espalhadas em laminas, desidratadas
sequencialmente em 70%, 85% e 100% etanol e analisadas através da metodologia
de FISH. As sondas comerciais especificas para as regides de fragilidade foram
desnaturadas e hibridizadas junto as células HME1, seguido de lavagens, coloracéo
com DAPI e avaliacdo em microscopio de fluorescéncia.

Resultados preliminares indicaram que células HME1 apresentam dois sinais
locus-especificos para cada um dos SFCs analisados (FRA3B e FRA16D), tanto em

nucleos interfasicos como em cromossomos metafasicos (Figura 4.9).

61



.

4.9. Células HME1 apresentam dois sinais especificos para cada um dos sitios
frageis FRA3B e FRA16D. Células HME1 foram tratadas com colcemide e choque
hipotonico, seguido de fixagdo com metanol:acido acético. As células foram
desnaturadas e hibridizadas com sondas comerciais especificas para os SFCs de
interesse (Empire Genomics). (1-4) Imagens representativas de cromossomos
metafasicos (1 e 3) ou nucleos interfasicos (2 e 4) hibridizados com sondas
especificas para os sitios frageis FRA3B (1 e 2) e FRA16D (3 e 4) (magnificancia:
100x). Os resultados acima séo representativos de um experimento.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, a linhagem do epitélio da glandula mamaria humana
HMEL foi utilizada como modelo de estudo. A linhagem HME1 é proveniente de uma
paciente saudavel que foi submetida a uma cirurgia de mamoplastia, sem histérico
de cancer de mama. Essa linhagem foi imortalizada in vitro através de transducao
com retrovirus expressando a enzima telomerase, permitindo com que as células
HME1 sejam cultivadas por, aproximadamente, 15 passagens sem alteracdes
cromossOmicas. As células HME1 foram -caracterizadas como uma linhagem
pseudodipléide, com a maioria das células contendo 46 cromossomos (SHAY et al.,
1993).

Os altos niveis de ciclina E1 foram induzidos por meio de um sistema de
expressao através de transducdo com adenovirus. A transducdo com adenovirus
permite uma expressao transiente do transgene de interesse, possibilitando o estudo
de eventos iniciais de instabilidade gendmica, como no caso da inducdo dos niveis
de ciclina E1 neste trabalho. A transducdo com adenovirus ndo induz a integracao
do genoma viral no genoma celular, caracteristica fundamental para a realizacdo de
estudos de instabilidade gendmica, uma vez que ndo hé insercao viral em regides de
sitios frageis do genoma, por exemplo. Além disso, uma outra vantagem deste
sistema é que a transducdo com adenovirus permite a titulacdo precisa da proteina
de interesse a niveis relevantes ao fenbmeno bioldgico estudado (HITT et al., 1998).

A associacado de ciclina E com a subunidade catalitica Cdk2 é responsavel
pelo controle do ciclo celular, especificamente da transicdo das fases G1/S (DULIC
et al., 1992; KOFF et al., 1992). Em situa¢des normais, o complexo ciclina E-Cdk2 &
capaz de fosforilar diversos substratos necessérios para a duplicagdo da molécula
de DNA, como a proteina RB, proteinas do pre-RC e proteinas envolvidas com a
duplicacdo de centrossomos (HWANG & CLURMAN, 2005). Entretanto, a
desregulacdo dos niveis de ciclina E ao longo do ciclo celular pode levar a uma
instabilidade genémica e ao processo de tumorigénese (HWANG & CLURMAN,
2005). Uma das consequéncias da desregulacdo dos niveis de ciclina E é a indugéo
do estresse replicativo, frequentemente observado em tumores humanos (HILLS &
DIFFLEY, 2014). Esse fendmeno interfere na progressdo normal das forquilhas de
replicagdo e, portanto, na sintese da molécula de DNA (ZEMAN & CIMPRICH,
2014).

Nossos resultados indicaram que altos niveis de ciclina E1 em células HME1
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induzem uma progressao mais lenta pela fase S do ciclo celular, caracteristica do
fenbmeno de estresse replicativo (Figuras 4.4 e 4.6). Uma das causas que a
desregulacéo de ciclina E1 pode levar ao estresse replicativo € a interferéncia com a
maquinaria de replicacdo do DNA, especificamente com a montagem do pre-RC. De
fato, foi demonstrado que células KB transduzidas com adenovirus expressando
cicina E1 humana apresentam menor incorporacdo de BrdU, indicando uma
replicacdo menos ativa do DNA (EKHOLM-REED et al., 2004). Os autores também
demonstraram que células com altos niveis de ciclina E1 apresentam dificuldade no
recrutamento das proteinas MCM4 e MCM7 para a cromatina, proteinas que
participam da montagem do pre-RC. Dessa forma, o licenciamento da maquinaria de
replicacdo é comprometido, interferindo, portanto, no disparo de origens de
replicacdo. Nessas situacbes, origens de replicacdo dormentes podem ser
disparadas para impedir que as forquilhas de replicacdo viagem por longas
distancias, evitando que ocorra um colapso entre as forquilhas (BLOW et al., 2011).
Como a desregulagdo de ciclina E1 interfere diretamente no recrutamento de
membros do pre-RC (EKHOLM-REED et al., 2004), a disponibilidade de origens de
replicacdo dormentes pode estar comprometida.

Na linhagem de osteosarcoma humano U20S superexpressando ciclina E1
através de um sistema de transducao retroviral, foi demonstrado que a ciclina E1
induz o fendbmeno de estresse replicativo pela interrupcdo da progresséo da
forquilha de replicacdo através de ensaios de fibras de DNA (BARTKOVA et al.,
2006). Além disso, a superexpressao de ciclina E1 através de transducéao retroviral
em queratinécitos humanos primarios e na linhagem de fibroblastos humanos BJ
interferiu com a dindmica de replicacdo da molécula de DNA (BESTER et al., 2011).
Os autores observaram que a superexpressao de ciclina E1 interfere com a
disponibilidade de nucleotideos e reduz a velocidade de progresséo da forquilha de
replicagcéo, levando ao fendmeno de estresse replicativo.

A desregulacdo de ciclina E1 também é capaz de induzir o fenbmeno de
estresse replicativo através da colisdo entre as maquinarias de transcricdo e
replicacdo na molécula de DNA (JONES et al.,, 2012). Foi demonstrado neste
trabalho que a inibicdo do alongamento da transcricdo, através do tratamento com
cordicepina, um agente terminador da cadeia de RNA, resgata a velocidade de
progressdo da forquilha de replicacdo em células da linhagem de osteosarcoma
U20S com superexpressao de ciclina E1.

O fendbmeno de estresse replicativo pode levar a ativagdo da via de resposta
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ao dano de DNA, que atua na manutencdo da integridade do genoma (BARTKOVA
et al., 2005; GORGOULIS et al., 2005). O dano na molécula de DNA pode ser
gerado por fatores fisicos, como luz ultravioleta e radiaco ionizante, quimicos, como
produtos da metabolizacdo do tabaco e alcool e bioldgicos, como determinados
virus. A consequéncia final da acdo desses fatores € a geracdo de quebras de fita
simples ou dupla na molécula de DNA (CICCIA & ELLEDGE, 2010). Entretanto, para
que tais lesdes sejam reparadas, é preciso que vias de sinalizacdo intracelulares
compostas por proteinas sensoras, mediadoras e efetoras sejam ativadas. Assim, as
vias de resposta ao dano no DNA tém como objetivo principal reconhecer o dano na
molécula de DNA e transduzir o sinal gerado como forma de protecdo a célula
(HARPER & ELLEDGE, 2007), coordenando as transicbes ao longo do ciclo celular
e 0s processos de replicacdo, reparo do DNA e apoptose (BRANZEI & FOIANI,
2008).

As duas principais vias de resposta de sinalizacdo ao dano no DNA
compreendem a via de resposta ao estresse replicativo e a via de resposta a quebra
de fita dupla na molécula de DNA (CICCIA & ELLEDGE, 2010). A via de resposta ao
estresse replicativo, como o0 proprio nome sugere, age em consequéncia da
presenca de obstaculos durante a replicacdo da molécula de DNA, resultando em
trechos de DNA fita simples. A via de resposta a quebra de fita dupla de DNA é
ativada, principalmente, em resposta a radiacdo ou agentes genotoxicos. Essas vias
de transducado de sinal envolvem, respectivamente, duas cinases centrais, ATR e
ATM, que irdo fosforilar e ativar substratos especificos, como CHK1 e CHKZ2,
respectivamente (MARECHAL & ZOU, 2013; ZANNINI et al., 2014).

Como discutido acima, a superexpressao de oncogenes, como ciclina E1,
pode levar ao estresse replicativo e a formacéo de quebras de fita dupla na molécula
de DNA, especialmente em regifes do genoma mais susceptiveis a erros durante a
etapa de replicacdo (BARTKOVA et al.,, 2005; GORGOULIS et al., 2005;
BARTKOVA et al., 2006; DIMICCO et al., 2006). Na linhagem de osteosarcoma
U20S, foi demonstrado que a superexpressao de ciclina E1 induz a ativagdo da via
de sinalizacao de reparo ao dano no DNA, com fosforilacdo da variante de histona
H2AX e das proteinas TP53 e CHK1, que séo alvos de ATM e ATR (BARTKOVA et
al., 2005). Dessa forma, foi sugerido que a via de sinalizacdo ao dano na molécula
de DNA é ativada por oncogenes e atua como uma barreira anti-tumoral em estagios
iniciais do processo de tumorigénese (BARTKOVA et al., 2005; GORGOULIS et al.,

2005; O'CONNOR, 2015).
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No presente trabalho, as vias de sinalizacdo em resposta ao dano no DNA em
células HME1 com altos niveis de ciclina E1 ainda ndo foram investigadas. Neste
modelo, é possivel que a inducdo de estresse replicativo leve a ativacdo destas vias,
especialmente a ativacdo de ATR e CHK1, proteinas que sdo normalmente ativadas
em resposta a um estresse durante a replicacdo da molécula de DNA. Futuramente,
pretendemos avaliar os niveis proteicos de CHK1, fosfo-CHK1, CHK2 e fosfo-CHK2
através de Western blot e a ativacdo das vias ATR-CHK1 e/ou ATM-CHK2. Uma
eventual falha na ativagdo dessas vias de transducao de sinal pode comprometer a
manutencao da estabilidade do genoma em nosso modelo.

O fendbmeno de estresse replicativo pode ser considerado uma das causas da
instabilidade gendmica que, por sua vez, pode levar ao processo de tumorigénese
(AGUILERA & GARCIA-MUSE, 2013). Dessa forma, o estresse replicativo pode
prejudicar a integridade do genoma, levando ao aumento na frequéncia de mutacdes
pontuais, delecbes e amplificacdes, perda de heterozigosidade, rearranjos
cromossomais e perda ou ganho de cromossomos (GAILLARD et al., 2015).

Nossos resultados indicaram que células HME1 com altos niveis de ciclina E1
apresentam um ganho no numero de cromossomos significativamente maior quando
comparados as células controle (Figura 4.8B), sugerindo a geracdo de células
polipléides. Em acordo, nossos dados de citometria de fluxo também indicaram que
células HME1 com altos niveis de ciclina E1 apresentam eventos de poliploidia
(Figura 4.5E-H). De fato, a superexpressao de ciclina E em células epiteliais da
mama resultou em instabilidade cromossémica (SPRUCK et al.,, 1999). Foi
demonstrado que a frequéncia de células aneupldides, tanto com perda ou ganho
dos cromossomos 11, 17 e 18, & maior em células com superexpressao de ciclina E
comparada a celulas controle.

No presente trabalho, dentre as alteracbes cromossémicas decorrentes da
desregulacédo de ciclina E1 em células do epitélio da glandula mamaria, se destacam
a endorreplicacdo, a fragmentacdo e hiperfragmentacdo de cromossomos e a
separacao prematura de cromatides irmas (Figura 4.8C-F). A endorreplicacdo pode
ser definida como uma mudltipla passagem pela fase de sintese da molécula de DNA
(fase S) na auséncia da fase de mitose e citocinese (fase M) (ZIELKE et al., 2013). A
endorreplicacdo é um processo que pode levar a formacéo de células gigantes com
nacleo polipléides, como no caso de megacaridcitos e trofoblastos, a fim de suportar
o crescimento e o desenvolvimento do organismo (LEE et al., 2009). Foi

demonstrado anteriormente que a ciclina E € necesséria para endorreplicagdo em
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megacariécitos e células de trofoblastos, uma vez que camundongos deficientes
para as ciclinas E1 e E2 apresentam um comprometimento na endorreplicacdo em
trofoblastos e megacariocitos, levando a letalidade do embrido (PARISI et al., 2003;
GENG et al., 2003).

Além disso, nossos resultados indicaram que altos niveis de ciclina E1 levam
a hiperfragmentacdo de cromossomos em células HME1 (Figura 4.8C-F).
Recentemente, foi demonstrado que a superexpressao de ciclina E1 induz a
hiperfragmentacédo de cromossomos em fibroblastos humanos BJ (MIRON et al.,
2015). A superexpressao de ciclina E1 foi induzida através de transducéao retroviral
durante 2 a 8 semanas e o0s altos niveis de ciclina E1 foram capazes de
comprometer a estabilidade cromossOmica, levando a diversas quebras em todos os
cromossomos de uma mesma metafase. Recentemente, o fendmeno de cromotripsia
foi descrito como uma das causas de instabilidade cromossémica no cancer. Esse
fendmeno foi definido como um evento catastrofico de extenso rearranjo genémico
restrito a um ou poucos cromossomos (JONES & JALLEPALLI, 2012). E possivel
que, no presente trabalho, a hiperfragmentacdo dos cromossomos seja resultado de
um extenso dano a molécula de DNA.

Outro fendmeno observado em cromossomos metafasicos neste trabalho foi a
separacdo prematura de croméatides irmas, possivelmente, indicando defeitos na
coesdo dos cromossomos (Figura 4.8C-F). O estabelecimento da coesao entre
cromatides irmas ocorre durante a etapa de duplicacdo do DNA, onde proteinas do
complexo de coesinas sdo recrutadas para a cromatina, se localizando nos
centrdmeros e ao longo dos bracos dos cromossomos até a fase de mitose. Durante
a mitose, especificamente na anafase, as cromatides irmds se dissociam e s&o
segregadas igualmente entre as novas células filhas (PETERS & NISHYAMA, 2012).

O complexo de coesinas é formado por 4 proteinas que se estruturam
ordenadamente na forma de um anel ao redor da cromatina. Dentre elas, estao
membros da familia de manutencdo da estrutura dos cromossomos, denominadas
SMCs, especificamente SMCla e SMC3. Além disso, fazem parte deste complexo
as proteinas RAD21 e SA que se associa a RAD21 e é responsavel pela coesao nos
teldbmeros e ao longo do braco dos cromossomos (GLIGORIS & LOWE, 2016).

Ao longo da mitose, a maioria das proteinas do complexo de coesédo é
gradualmente dissociada da cromatina para permitir a correta segregacdo das
cromatides irmés durante a anafase. Entretanto, a proteina SGO1 protege as

coesinas que estéo localizadas nos centromeros dos cromossomos da dissociacao,
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com a ajuda do recrutamento da proteina PP2A para os centromeros (LIU et al.,
2013). Assim, as coesinas permanecem ligadas aos centrdmeros, permitindo que 0s
cromossomos sejam corretamente alinhados na placa metafdsica. Durante a
anafase, com a ativacdo do complexo promotor da anafase (APC) e a consequente
ativacdo da enzima separase, ocorre a clivagem de RAD21, permitindo a separacao
das cromatides irmas (RANKIN & DAWSON, 2016).

Alteracbes no complexo coesina podem promover uma segregacao
defeituosa dos cromossomos, levando a aneuploidia (DUIJF & BENEZRA, 2013). A
subunidade SA, por exemplo, é frequentemente mutada em tumores de bexiga
(LAWRENCE et al., 2014). Em células de cancer colorretal HCT116, foi demonstrado
que a instabilidade cromossOmica, frequentemente observada nesse tipo de tumor,
pode ser resultado de mutacdes nas proteinas SMCla e SMC3 que participam do
processo de coesdo de cromatides irmas (BARBER et al., 2008). Outro membro do
complexo de coesdo, RAD21, também esta envolvido com o processo de
tumorigénese. A superexpressdo de RAD21 foi observada em pacientes com céncer
colorretal e esta correlacionada com uma maior agressividade da doenca,
especialmente nos tumores com mutacdes em K-RAS (DEB et al., 2014). Portanto,
eventuais mutacdes e/ou desregulacdes das subuinidades do complexo de coeséao
da cromatina podem levar a instabilidade genbmica e contribuir para o
desenvolvimento do cancer.

Nossos resultados indicaram um fendtipo similar através de espalhamento de
cromossomos metafasicos e coloracdo com Giemsa (Figura 4.8C-F). A separacao
prematura de cromatides em células HME1 pode ser causada devido ao estresse
replicativo induzido pelos altos niveis de ciclina E1, uma vez que as coesinas séo
recrutadas para a cromatina durante a fase S e o estresse replicativo gerado por
ciclina E1 pode estar prejudicando este recrutamento. Alternativamente, a alta
atividade do complexo ciclina E1-Cdk2 pode levar a fosforilacdo de algumas das
proteinas do complexo coesina, comprometendo a funcdo destas proteinas.
Futuramente, pretendemos avaliar os niveis das proteinas do complexo de coesao
SMCl1a, SMC3, RAD21 e SA por Western blot.

Altos niveis de ciclina E1 correlacionam com a indugdo de quebras e/ou
delecdes cromossdmicas em determinadas regibes do genoma em diferentes
modelos (MIRON et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2015). Em fibroblastos humanos BJ,
a superexpressao de ciclina E1, associada ao tratamento com afidicolina e cafeina,

um inibidor de ATM, levou a expresséo de sitios frageis especificos (MIRON et al.,
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2015). Dentre as alteracbes observadas, foram encontradas quebras em regides
centroméricas, além de uma alta frequéncia de quebras nos cromossomos 1 e 2,
especificamente nas regibes 1p32, 1921, 2921 e 2922. Interessantemente, as
regibes gendmicas alteradas devido ao estresse replicativo induzido pelos altos
niveis de ciclina E1 foram diferentes em relagcdo a outros insultos a replicacdo do
DNA como, por exemplo, o inibidor de DNA polimerase afidicolina ou a
superexpressdo do oncogene H-RAS-V12. Além disso, altos niveis de ciclina E1 em
células do epitélio da glandula mamaria humana permitiram a entrada das células
em mitose antes do término da sintese de DNA (TEIXEIRA et al., 2015). Esse
fenbmeno levou a perdas de regides genbmicas especificas em diversos
Cromossomos, como no cromossomo 3, regides 3g11.2 e 3926.1, cromossomo 11,
regido 11g23.3, e cromossomo 21, regidao 21g21.1. Como observado, as regides
gendmicas encontradas alteradas em ambos os trabalhos sdo, em grande maioria,
diferentes entre si. Portanto, esses resultados indicam que o repertério de sitios
frageis pode variar dependendo do tipo celular e do insulto oncogénico em diferentes
modelos.

Futuramente, pretendemos caracterizar os sitios frageis induzidos por altos
niveis de ciclina E1 em células HMEL1 através de cariotipo por bandeamento G. Além
disso, pretendemos avaliar a expressdo dos sitios frageis FRA3B e FRA16D em
consequéncia dos altos niveis de ciclina E1 em células HME1. Uma vez que o
repertorio de sitios frageis pode variar dependendo do tipo celular e do insulto
oncogénico, esperamos contribuir para a caracterizacdo das alteracbes genéticas
observadas em consequéncia da desregulacdo de ciclina E1 durante a

carcinogénese da mama.
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6. CONCLUSOES

- Os niveis de ciclina E1 induzidos em células do epitélio da glandula mamaria
humana HMEL1 através do sistema de transducao adenoviral sdo semelhantes aos

niveis de ciclina E1 observados em linhagens celulares de cancer de mama;

- Os niveis de ciclina E1 induzidos em células HME1 atingem um pico de sintese

entre 18 e 24 horas e diminuem ao longo de 7 dias da transdug&o adenoviral,

- A desregulacdo de ciclina E1 em células HME1l ndo induz diferencas na

proliferacdo ou morte celular, mas induz eventos de poliploidia;

- Altos niveis de ciclina E1 em células HME1 induzem um aumento na frequéncia de
células em fase S e uma diminuicdo na incorporacdo de BrdU quando comparada as

células controle, sugerindo a inducao do fenébmeno de estresse replicativo;

- O tratamento com afidicolina induz o fendmeno de estresse replicativo em células

HMEZ1, mas nao induz morte celular ou poliploidia;

- A desregulacéo de ciclina E1 induz alteragcdes cromossémicas em células HMEL,
como eventos de endorreplicagcdo, fragmentacdo e hiperfragmentacao

cromossOmica e separacdo prematura de cromatides irmas.
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7. PERSPECTIVAS

- Avaliar a progressao do ciclo celular, a morte celular, a poliploidia e as aberracbes
cromossOmicas em células HME1 com altos niveis de ciclina E1 em 7 e 15 dias apés

a transducao adenoviral;

- Avaliar os niveis das proteinas da via de sinalizacdo de resposta ao dano no DNA

CHK1 e CHK2 em células HME1 com altos niveis de ciclina E1;

- Avaliar os niveis das proteinas do complexo de coesdo SMCla, SMC3, RAD21 e
SA em células HME1 com altos niveis de ciclina E1;

- Caracterizar os sitios frageis em células HME1 com altos niveis de ciclina E1
através de cariétipo por bandeamento G;

- Avaliar a instabilidade dos sitios frageis comuns FRA3B e FRA16D em células

HME1 com altos niveis de ciclina E1 através de FISH.
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