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RESUMO

Miranda, V. S. Investigacdo da quinase IKKp como um alvo terapéutico anti-metastatico
em cancer de pulmdo associado a ativacdo do oncogene KRAS. 2018. Dissertagdo
(Mestrado) — Programa de PoOs-Graduacdo em Bioquimica. Instituto de Quimica,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo.

O céancer de pulmé&o é o tipo de cancer que apresenta o maior indice de mortalidade em todo o mundo.
As alteracBes genéticas mais frequentes em cancer de pulméo sdo as mutagdes pontuais no oncogene
gue codifica a GTPase KRAS. Apesar destas mutacfes estarem diretamente ligadas a oncogénese,
terapias que visam inibir diretamente a proteina Ras falharam em ensaios clinicos. Uma das
propriedades mais importantes na oncogénese é a aquisicao de capacidade metastatica tumoral. Desta
forma, o objetivo deste projeto é identificar alvos terapéuticos que inibam as metéastases tumorais
induzidas pelo oncogene KRAS no pulmdo. Com base em relatos recentes mostrando que a forma
oncogénica de KRAS promove, ndo s a iniciacdo tumoral, mas também promove a aquisi¢cdo de um
fenotipo metastético, a hipdtese deste projeto é que (1) a capacidade mestastatica tumoral induzida por
KRAS no pulmé&o é potencializada pela quinase IKKf; e (2) que a inibi¢do desta quinase reduzira a
capacidade invasiva celular e metastatica tumoral. Esta hipétese foi formulada com base em estudos
anteriores, os quais demonstraram que o principal substrato da IKKp, o fator de transcricdo NF-«B, é
ativado por KRAS em tumores pulmonares in situ de forma dependente da IKKp, que o NF-kB &
capaz de promover metastase em diferentes modelos tumorais, e que a inibi¢do da atividade da IKKf
com um inibidor farmacolégico em um modelo animal de cancer de pulméo induzido por KRAS,
diminui o crescimento tumoral e a progressdo tumoral para graus histologicos mais avan¢ados. Nosso
objetivo era avaliar se a inibigdo de IKKp ¢é capaz de afetar a migragdo e invasdo de células portadoras
de mutacdo em KRAS in vitro e se a inibi¢do de IKKP ¢é capaz de afetar a capacidade metatatica
dessas células in vivo. Primeiramente, avaliamos a expressdo de enzimas relacionadas ao fenétipo
metastatico, as metaloproteinases de matriz 2 ¢ 9 (MMP-2 e MMP-9) e, também uma molécula
intimamente relacionada ao processo de adesdo mediado por integrinas, FAK (quinase de adesdo
focal), frente a inibigdo de IKK[P através de um inibidor farmacolégico altamente especifico
(Composto A) e frente a inibigdo genética de IKKp por interferéncia de RNA (siRNA) em células
A549 e H358. Avaliamos também a atividade das MMPs frente inibicdo genética de KRAS (siKRAS)
e IKKp (silKKB) e vimos que IKKf parece modular a expressdo ou atividade de MMP-9 e reduz a
expressao de FAK. Ja a expressdo de MMP-2 ndo apresentou alteracdo. Posteriormente avaliamos
migracdo na célula A549 e invasdo nas células A549 e H358 com inibi¢do de IKKP, por ensaios
Transwell, e observamos uma reducdo da migracéo e invasao celular in vitro. Em seguida, fomos gerar
linhagens celulares paraa expressar luciferase, as linhagens A549 pLUC e H358 pLUC. Os clones
A549 pLUC B4 e H358 pLUC F1 com inibigdo de KRAS e IKKp por interferéncia de RNA, foram
injetados pela veia da cauda nesses camundongos e as metastases foram monitoradas por imageamento
in vivo. Houve metastases em 20% dos animais com silKKp na regido anatdmica da boca. Os animais
que receberam siControle e siKRAS ndo apresentaram nenhuma metastase visivel no equipamento,
mas foi observado micrometastases nas analises histoldgicas dos pulmdes. O resultado do experimento
de metéstase in vivo ¢ inesperado, ndo so pelo fato de ocorrer no grupo experimental silKKp, mas
também pelo local anatémico do tumor, sendo necessaria uma maior investigacdo do papel de IKKf
nesse processo, podendo ser um resultado aleatério. Quando avaliamos em conjunto, nossos resultados
sugerem que a quinase IKKP desempenha um papel importante no fenotipo migratério e invasivo de
células pulmonares portadoras de KRAS oncogénica, contribuindo para a capacidade metastatica.

Palavras-chave: cancer de pulméo, KRAS, metéstase, quinase IKKp.



ABSTRACT

Miranda, V. S. Exploring IKKbeta as an anti-metastatic therapeutic target in KRAS-
induced lung cancer. 2018. Master’s Degree Dissertation — Graduate Program in
Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo.

Lung cancer is the leading cause of cancer deaths worldwide. The most frequent genetic changes
found in lung cancer are driver mutations in the KRAS proto-oncogene. Even though KRAS mutations
have been causally linked to the oncogenic process, therapies targeted to oncogenic RAS have failed
in clinical trials. One of the main characteristics in oncogenesis is the ability of tumors to acquire
metastatic capability. The objective of this project is to identify therapeutic targets that reduce KRAS-
induced lung cancer metastasis. Based on previous reports that oncogenic KRAS, drives not only
tumor initiation, but also promotes a metastatic phenotype, the hypothesis of this project is that (1) the
acquisition of metastatic ability induced by KRAS in the lung is potentiated by the IKKp kinase; and
(2) that IKKbeta inhibition will reduce KRAS-induced cell invasive properties and KRAS-induced
tumor metastasis. This hypothesis has been formulated on the basis of previous studies showing that
the main IKKbeta substrate, the transcription factor NF-kappaB, is activated by KRAS in lung tumors
in situ in an IKKbeta-dependent manner, that NF-kappaB is known to promote metastasis in different
tumor models, and that pharmacological IKKbeta inhibition in a KRAS-induced lung cancer mouse
model reduces tumor growth and progression to higher histological tumor grades. Our goal was
evaluate how inhibition of IKKf affects migration and invasion of KRAS-positive lung cells in vitro
and whether inhibition of IKKp is capable of affecting the metatactic capacity of these cells in vivo.
First, we evaluated the expression of enzymes involved in the metastatic phenotype, matrix
metalloproteinases 2 and 9 (MMP-2 and MMP-9) and also a molecule involved in the integrin-
mediated adhesion, FAK (focal adhesion kinase), we targeted IKKp by a highly specific IKKf
inhibitor (Compound A) or with RNA interference in A549 and H358 cells. We also used colorimetric
Matrix Biotrak Activity Assay System to measure the activity of MMPs with RNA interference for
KRAS (siKRAS) and IKKp (siIKKp) and we have seen that IKKf appears to modulate the expression
or activity of MMP-9 and decreases the expression of FAK. The expression of MMP-2 did not change.
Then we evaluated migration in A549 cell and invasion in A549 and H358 cells with inhibition of
IKKB by RNA interference or with Compound A treatment in Transwell assays, and observed a
significantly reduced cell migration and invasion in vitro. We then generated cell lines to express
luciferase, the A549 pLUC and H358 pLUC lines. A549 pLUC B4 and H358 pLUC F1 cells with
RNA interference for KRAS and IKKP were injected in the tail vein in nude (balb/c) mice and
metastases were monitored by in vivo imaging. There were metastases in 20% of silKKp animals in
the anatomical region of the mouth. Animals that received siControl and siKRAS had no visible
metastasis in the live imaging, but micrometastases were observed in the histological analyzes of the
lungs. The result of this experiment is unexpected, not only due to the fact that it occurs in the silKKf
experimental group, but also due to the anatomical site of the tumor, and a further investigation of the
role of IKKp in this process, can be a random result. When evaluated together, our results suggest that
the IKKp kinase plays an important role in the migratory and invasive phenotype of in KRAS positive
lung cancer cells, contributing to metastatic capacity.

Keywords: lung cancer, KRAS, metastasis, IKKp kinase.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer de Pulméo

O cancer de pulméo, € o responsavel pelo maior nimero de mortes relacionadas ao
cancer em todo o mundo, com cerca de 1.69 milhdes de mortes em 2015, segundo dados da
World Health Organization (WHO). Esses dados também apontam que o cancer de pulmao
é o tipo de cancer com a maior incidéncia em todo o mundo em 2012, com cerca de 1,8
milhGes de novos casos para ambos o0s sexos (Figura 1.1), e apresenta aumento de 2% por

ano na sua incidéncia mundial (INCA, 2014).

Mundo, ambos 0s sexos, todas as idades
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Figura 1.1. Incidéncia e mortalidade para as principais neoplasias humanas no mundo no ano de
2012. O cancer de pulméo apresentou a maior incidéncia e foi a principal causa de morte dentre as
neoplasias humanas, em ambos 0s sexos no mundo todo. Adaptado de Organizacdo Mundial da
Saude, 2014 (WHO, 2014).

Dados do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA),

estimam para o Brasil em 2016-2017 a ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos de cancer.
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Destes casos, 0 cancer de pulmao é o segundo mais frequente em homens com 8,1% dos casos
e 0 quarto mais frequente em mulheres com 5,3% dos casos. Esses valores correspondem a
um risco estimado de 17,49 casos novos a cada 100 mil homens e 10,54 para cada 100 mil

mulheres (Figura 1.2).

Prostata 61.200 28,6% Homens Mulheres  Mama feminina 57.960 28.1%

Traqueia, Brénquio e Pulmao 17.330 81% Colon e Reto 17.620 8,6%
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Figura 1.2. Ocorréncia de casos de cancer em ambos 0s sexos no Brasil. O nimero de casos de cancer de pulmdo em
homens s6 fica atrds do nimero de casos de cancer de prostata. J& em mulheres é o quarto maior tipo de cancer incidente
em mulheres no Brasil. INCA, 2014.

O cancer de pulméo é classificado em dois grupos: o cancer de células pequenas
(Small Cells Lung Cancer — SCLC) e o cancer de células ndao pequenas (Non-Small Cells
Lung Cancer — NSCLC), que é mais frequente, representando 85% dos casos de cancer de
pulmdo. O NSCLC pode ainda ser subdividido em adenocarcinoma, carcinoma de células
escamosas e carcinoma de células grandes (INCA, 2014). O carcinoma de células escamosas
é responsavel por 30% de todos os casos de cancer de pulmdo e se desenvolve na regido
central, interior dos pulmdes ou nos brénquios maiores (American Cancer Society, 2013). O
adenocarcinoma pulmonar é o mais frequente, responsavel por 40% dos casos e se desenvolve
primeiramente nos brénquios periféricos. E por ultimo, o carcinoma de células grandes é
responsavel por 10% de todos os casos, sendo pouco frequente (Lemjabbar-Alaoui et al.

2015).

O cancer de pulmédo é um dos tipos de cancer mais agressivos, possuindo uma razao
mortalidade/incidéncia de 90%. A sobrevida em 5 anos é baixa, cerca de 10% a 15%,

possuindo uma variacdo de 50% quando diagnosticado no estagio menos avancado, até 2% no
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estdgio mais avancado da doenca (Figura 1.3). A baixa sobrevida global se deve ao
diagnéstico tardio, pois os primeiros estagios da doenca geralmente sdo assintomaéticos,
ocorrendo o diagnostico ja em estagios mais avancados. Além da dificuldade no diagndstico
precoce, os tratamentos disponiveis sdo pouco eficazes, geralmente ocasionando a recorréncia

da doenca (Tan et al, 2003; Walter et al, 2015a; INCA, 2014).
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Figura 1.3. Sobrevida relativa em cinco anos para os graus variados de cancer de pulméo a
partir do momento do diagnéstico. O curso inicial assintomatico da doenca leva ao diagnostico
tardio. Consequentemente, a grande maioria dos tumores sdo classificados em estagios Il ou IV. A
letalidade em cinco anos para o cancer de pulmdo aumenta em funcdo da evolugdo tumoral e
resisténcia ao tratamento, atingindo mais de 95% para casos mais graves da doenca. Modificado de
Tan et al, 2003.

Uma das razbes para a alta mortalidade do cancer de pulméo é a auséncia, para a
maioria dos pacientes, de terapias alvo eficazes. A terapia alvo tem sido uma estratégia
poderosa para o tratamento de céncer, que depende da elucidacdo dos mecanismos

moleculares responsaveis pelo desencadeamento e manutencdo do fenétipo maligno.

Sabe-se que o NSCLC apresenta mutagdes que envolvem 0s genes que regulam a

sobrevida e a proliferacdo celulares, tais como a quinase BRAF, o receptor do tipo tirosina
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quinase EGFR e a pequena GTPase KRAS (INCA, 2014; Sharma et al, 2010). Apesar de
existirem terapias-alvo para pacientes portadores de mutagdo em BRAF e EGFR, ndo existem
terapias-alvo para pacientes portadores de mutacdo em KRAS. Isto € um problema, porque
mutacdes em KRAS sdo muito frequentes no cancer de pulméo, sendo encontradas em cerca
de 35% dos casos (Jang et al., 2009; Riely et al., 2009; Cooper et al, 2013; Boland et al,

2015) (Figura 1.4).
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Figura 1.4. MutacbGes que causam o0 desenvolvimento de NSCLC. As principais mutagdes
relacionadas ao céancer de pulmdo sdo mutacOes de ponto em genes que regulam principalmente
proliferacdo celular. A maioria das neoplasias do NSCLC sdo causadas por mutagfes em KRAS.
Modificado de Sharma et al, 2010.

Apesar da forma mutada de KRAS ser um alvo terapéutico racional, os estudos
realizados até hoje no sentido de se inibir a atividade dessa proteina falharam clinicamente,
devido a uma alta toxicidade ou a uma inibi¢do incompleta da atividade de Ras (Friday et al.,
2005; Saxena et al., 2008).

Portanto, para que seja possivel selecionar melhores alvos terapéuticos para terapia de cancer
de pulméo induzido por muta¢es em KRAS, é extremamente importante o entendimento das
vias de sinalizacdo dependentes de KRAS que controlam as caracteristicas oncogénicas

criticas para o crescimento e progressao tumorais.
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1.2. A pequena GTPase KRAS

KRAS ¢ o integrante mais bem estudado de uma familia de pequenas GTPases
denominadas RAS, constituida de varios membros, sendo trés alterados em neoplasias
humanas: KRAS, HRAS e NRAS. As primeiras isoformas da familia RAS a serem
identificadas foram HRAS e KRAS, através de um estudo de dois virus causadores de cancer,
0s virus dos sarcomas de Harvey e Kirsten (Harvey et al, 1964; Kirsten et al, 1970). Anos
apos a identificacdo da familia, foi descrita uma forma anormal de uma proteina de 21 kDa
expressa em linhagens de células tumorais de colon e pulmdo com alto potencial
transformador (Der et al, 1983). Mais tarde, descobriram o gene NRAS, que se encontrava
alterado em neuroblastomas (Hall, 1984). Com a descoberta de que 30% das neoplasias
humanas sdo causadas por alteracBes nos genes RAS, essas proteinas sdo consideradas
essenciais em processos de transformacdo celular, afetando diretamente crescimento,

diferenciacdo, apoptose, adesao e migracao celulares (Esser et al, 1998; Zuber et al, 2000).

1.2.1. Estrutura e Funcéo

KRAS é uma pequena proteina de 21 kDa ancorada a membrana plasmatica e
compartilha 85% de identidade com os outros dois membros da familia, HRAS e NRAS. O
transcrito primario de KRAS sofre splicing alternativo do exon 4, originando as isoformas
KRAS4A e KRAS4B, que possuem extremidades C-terminais diferentes. Os éxons 4A e 4B
codificam 39 e 38 aminoéacidos, respectivamente. Com isso, embora as 4 isoformas possuam
estruturas semelhantes, existem algumas diferencas na funcionalidade. Esse fato é
corroborado devido & observagdo de que certas isoformas oncogénicas sdo mais comumentes
observadas em diferentes tipos de tumores humanos (Castellano; Santos, 2011; Hobbs; Der;
Rossman, 2016; Parker; Mattos, 2015), além dos diferentes padrGes de expressao,

processamento pos traducional e localizacao subcelular (Nussinov; Tsai; Jang, 2018).
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KRAS4A ¢ a isoforma mais semelhante a KRAS retroviral, enquanto que KRAS4B é
a isoforma predominantemente expressa em células humanas (Cox et al, 2014). Ocorre uma
frequente expressao do mutante oncogénico KRAS4B em alguns tipos de canceres, sendo eles
0s adenocarcinomas de péancreas, colorretal e pulmédo (Voice et al., 1999; Prior; Lewis;
Mattos, 2012). As proteinas HRAS, NRAS e KRAS4A possuem 188 residuos de
aminoacidos constituintes da sua estrutura primaria, enquanto a KRAS4B apresenta 189
amino&cidos.

As proteinas Ras sdo compostas de dois dominios funcionais, o dominio G catalitico
de 166 aminodcidos e um dominio hipervariavel composto pelos 24/25 aminoéciodos da
regido C-terminal (Figura 1.5). O dominio G abrange os residuos 1-164 que sdo altamente
conservados entre as isoformas. Essas regides conservadas estdo envolvidas na interacdo com

o nucleotideo de guanina e na interacdo com proteinas que regulam a atividade de RAS.
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Figura 1.5. As proteinas RAS sdo compostas de dois dominios funcionais, o dominio G e o
dominio de ancoragem & membrana. O dominio G abrange os residuos 1-164 e inclui as regides da
proteina responsavel pela ligagdo e hidrolise do GTP. Especificamente, o Switch | (SI=amino&cidos
30-38) e o Switch Il (Sll=aminoéacidos 60-76) sdo as regifes que sofrem mudanca conformacional
durante a ciclagem do GDP-GTP. O dominio hipervariavel é composto pelos 24/25 residuos presentes
na por¢do C-terminal. Destes, os primeiros 20-21 aminoécidos exibem a maior diversidade na
sequéncia proteica entre as quatro isoformas de RAS, mas todas contém elementos importantes para
associacdo a membrana como cisteinas (em azul, sublinhado) que sofrem palmitoilacéo e lisinas (em
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vermelho) que promovem associacdo eletrostatica com os lipideos da membrana. Além disso
KRAS4B contém uma serina (181) que pode ser fosforilada e regula a associacdo desta proteina com a
membrana plasmatica. Todas as isoformas apresentam o motivo CAAX, compostos pelos quatro
residuos C-terminais, onde C = cisteina, A = qualquer residuo alifatico, e X = aminoacido terminal.
Este motivo é reponsavel pelo processamento da extremidade C-terminal que culmina com a
prenilacdo da Ultima cisteina, que, por sua vez, é essencial para ancoragem a membrana. Modificado
de Zeitouni, 2016.

O dominio G é composto de cinco motivos: o motivo G1 (ou P-loop) que se liga ao
oxigénio do fosfato-f e do fosfato-y do nucleotideo de guanina através de uma lisina, o Switch
I ou motivo G2 (residuos de aminoécidos 30-38), que é responsavel pela interacdo com
proteinas ativadoras de GTPase (“GTPase activating proteins”’, GAPS), que por sua vez sao
responsaveis por promover a inativagdo de RAS, o Switch Il ou motivo G3 (residuos de
aminoacidos 60-76), a qual interage com proteinas trocadoras de nucleotideos GDP (“GDP
Exchange Factors”, GEFS) responséveis por promover a ativacdo de RAS. J& o motivo G4,
carrega um aspartato em sua estrutura responsavel pela especificidade de ligacdo a guanina e

0 motivo G5 auxilia nessa interagdo (Vetter, 2001).

A regifo hipervariavel, é composta pelos residuos C-terminais. E nesta regido que as
quatro isoformas de RAS exibem a maior diversidade na sequéncia de aminoécidos, alem de
conter elementos importantes para associacdo da proteina a membrana plasmatica, como
cisteinas que sofrem palmitoilacdo e lisinas que promovem associacao eletrostatica com o0s
lipideos da membrana (Figura 1.6). Diferentemente das outras isoformas, KRAS4B contém
uma serina que pode ser fosforilada e regula a associacdo desta proteina com a membrana
plasmatica. Todas as isoformas apresentam o motivo CAAX, compostos pelos quatro residuos
C-terminais, onde C é uma cisteina, A se refere a qualquer aminoacido alifatico e X a
qualquer aminoacido. Este motivo € reponsavel pelo processamento da extremidade C-
terminal que culmina com a prenilacdo da ultima cisteina, que, por sua vez, € essencial para
ancoragem a membrana. (Friday; Adjei, 2005; Gorfe; Grant; Mccammon, 2008; Zeitouni

et al., 2016) (Figura 1.6).
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A localizagdo de RAS na membrana é essencial para a sua funcdo, mas como essas
proteinas sdo pequenas e hidrofilicas elas sofrem modifica¢fes pds traducionais que permitem
sua associagdo com a membrana, sendo este um processo que possui quatro estagios.
Primeiramente, as proteinas sofrem prenilacdo, com a adi¢do de um grupo farnesil a cisteina
do motivo CAAX na regido C-terminal catalisada pela enzima farnesiltransferase (FTase).
Apo6s essa adicdo do grupo farnesil, a extremidade carboxi-terminal continua sendo
processada pela enzima Rcel localizada no reticulo endoplasmético, que cliva a regido
terminal AAX, e em seguida, a cisteina terminal farnesilada é metilada pela enzima isoprenil-
cisteina-carboximetiltransferase (Icmt) (Wright; Philips, 2006).

Um segundo sinal é necessario para estabilizar as interacfes entre RAS e a membrana,
e em alguns casos, o trafico para a membrana plasmatica (Hancock et al., 1991). A KRAS4B
possui uma regido rica em lisinas proxima a regido carboxi-terminal que interagem
eletrostaticamente com a membrana fosfolipidica auxiliando na ancoragem da proteina a
membrana, todas as outras isoformas de RAS sofrem palmitoilacdo dos grupos SH de
cisteinas da regido carboxi-terminal, pela enzima palmitoiltransferase, o que contribui para a
correta ancoragem das proteinas a membrana plasmatica (Lobo et al., 2002; Swarthout et
al., 2005).

Na presenca de um inibidor da enzima farnesiltransferase, um grupo geranilgeranil
pode ser adicionado a essa regido carboxi-terminal pela enzima geranilgeraniltransferase do
tipo | (GGT-1) ou pela geranilgeraniltransferase do tipo Il (GGT-2). A GGT-1 reconhece o
mesmo motivo CAAX para catalisar a transferéncia do grupo geranilgeranil. O aminoécido X
do dominio CAAX terminal determina o reconhecimento pelas enzimas FTase ou GGT-1,
ocorrendo farnesilagdo ou geranilgeranilagcdo respectivamente (Moores et al., 1991). Na
presenca do inibidor de farnesiltransferase, KRAS e NRAS sé&o prenilados por GGT-1, sendo

que em HRAS isso ndo ocorre. A enzima GGT-2 reconhece proteinas que possuem dois
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residuos de cisteina carboxi-terminal, e € improvavel que desempenhe papel importante na

prenilacdo de RAS (Whyte et al., 1997).
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Figura 1.6. Modificagbes p6s traducionais de RAS. Todas as proteinas RAS contém o motivo
CAAX na regido carboxi-terminal, que sofre farnesilacdo direta do residuo de cisteina pela
farnesiltransferase. Algumas proteinas RAS sdo também substratos para a geranilgeraniltransferase,
quando na presenga de um inibidor da farnesiltransferase. A seguir o tripeptideo terminal AAX é
removido pela protease Rcel, seguida por metilacdo do residuo de cisteina terminal. As proteinas
KRAS sao diferencialmente modificadas neste ponto, a KRAS4A recebe sofre palmitoilacdo dos
residuos de cisteina perto da regido carboxi-terminal, enquanto KRAS4B utiliza um dominio de
polilisina para lozalizag&o eficiente na membrana. Modificado Friday, Adjei, 2005.

1.2.2. Regulacgéo da atividade de RAS
As proteinas RAS séo ativadas atraves de sinais a montante (upstream), através de

receptores celulares como receptores de integrinas, proteinas G heterotrimericas e receptores
de citocinas (Cantrell, 2003; Kinbara et al., 2003). Entretanto, 0s receptores mais bem
estudados, sdo os receptores do tipo tirosina quinase (RTK), sendo o principal destes
receptores, o receptor de fator de crescimento epitelial (EGFR).

Os receptores RTK sdo glicoproteinas transmembrana com peso molecular de 170 a

185 kDa. Estruturalmente, possuem um dominio extracelular N-terminal rico em cisteina, que
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interage com ligantes, um braco de dimerizagdo, um dominio transmembrana hidrofébico e
um dominio C-terminal citoplasmatico intracelular, altamente conservado, com atividade de
tirosina quinase (Ogiso et al., 2002; Ferguson et al., 2003).

A ligacdo de um ligante ao receptor de EGF induz a sua dimerizacdo, de forma que
ocorre a justaposicdo de seus dominios cataliticos citoplasmaticos e autofosforilacdo cruzada
dos sitios de fosforilacdo desse receptor, ativando-o (Weiss; Daub; Ullrich, 1997;
Seshacharyulu et al., 2012). Ap6s a dimerizagdo e ativacdo do receptor, proteinas
adaptadoras, como Grb2 (do inglés Growth factor Recptor-Bound protein 2), sdo recrutadas.
Essas proteinas adaptadoras possuem o papel de recrutar fatores de troca do nucleotideo de
guanina (GEFs) para a membrana plasmética. Varias GEFs sdo conhecidas, como por
exemplo, SOS1 e SOS2, as quais sdo responsaveis por mediar a ativacdo de RAS pelos
receptores tirosina quinase (Simon; Dodson; Rubin, 1993). As proteinas SOS reconhecem e
interagem com o complexo RAS-GDP no dominio Switch 1l promovendo a liberagcdo do GDP.
Assim, como consequéncia, o complexo RAS-GDP ¢ desfeito. Devido ao fato de que a
concentracdo celular de GTP é maior que de GDP, RAS se liga preferencialmente ao GTP,
tornando-se ativa (Lowenstein et al., 1992Bos; Rehmann; Wittinghofer, 2007) (Figura

1.7).

Uma vez cessado o sinal, as GEFs deixam de atuar e RAS é inativado através da
hidrolise do GTP a GDP. Esta hidrolise é mediada pela propria RAS, que possui atividade
GTPasica intrinseca. Entretanto, esta atividade ¢ muito lenta, sendo que € necesséaria a
interacdo com proteinas ativadoras de GTPase, as GAPs, para que a catalise ocorra de forma
eficiente, levando a inativacdo de KRAS e ao controle do crescimento celular. As GAPs que
interagem com RAS-GTP na regido Switch I, aumentam a velocidade da reacédo

aproximadamente 1.000 vezes (Prior; Hancock, 2012).
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Figura 1.7. Regulacdo da atividade de KRAS mediada via receptor tirosina quinase. Um sinal
externo, representado por EGF é reconhecido pelo receptor tirosina quinase, induzindo sua
dimerizacdo e autofosforilacdo. Esse processo recruta a proteina acessoria Grb2, que interage com as
GEFs. Uma vez ativadas, as GEFs reconhecem a forma inativa de KRAS ligada a GDP e induzem a
troca do nucleotideo de guanina. Em sua forma ativa ligada a GTP, KRAS interage com seus efetores
cujas funcoes estdo relacionadas a processos a proliferacdo e sobrevida celular. Quando o sinal externo
cessa, as GAPs interagem com KRAS ligada a GTP e promovem a hidrélise do GTP a GDP. Quando
isto ocorre, a ativacdo dos efetores é interrompida e um novo ciclo é iniciado.

RAS apresenta dois residuos de aminoacidos no seu sitio catalitico importantes para a
catalise enzimatica, sendo eles uma gluamina no codon 61 e uma tirosina no cédon 35,
responsaveis diretamente pela hidrélise do GTP. As GAPs possuem o papel de fornecer um
terceiro aminodcido, a arginina, que € fundamental para acelerar o processo de catalise do
GTP. As GAPs fornecem esse dedo de arginina para que ocorra um melhor posicionamento
do GTP e dos aminoacidos presentes no sitio catalitico, com isso aumentando a atividade
GTPasica de RAS (Kotting et al., 2008).

ApOs sua ativagdo, as proteinas RAS desencadeiam uma cascata de sinalizacdo a
jusante (downstream) através de efetores especificos. Sdo diversos os efetores moleculares
ativados por RAS, sendo estes relacionados com diversas funcbes celulares como
proliferacdo, crescimento, diferenciagdo, sobrevida e angiogénese. Dentre as vias mais

conhecidas ativadas por RAS estdo PI3K/AKT, RAC-GEFs, PLCe/PKC, RAF/MEK/ERK,
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entre outras. O numero de efetores descritos na literatura tem aumentado cada vez mais
fazendo com que a regulacdo dessas vias se torne cada vez mais complexa (Figura 1.8)

(Shields et al., 2000; Castellano e Downward, 2011).

PI3K RAC-GEFs

PLCs

Figura 1.8. Vias efetoras conhecidas de RAS. Uma vez em sua forma ativa ligada a GTP, RAS
consegue interagir com varias familias de proteinas efetoras, cujas principais estdo descritas aqui,
resultando em estimulacdo da sua atividade. Modificado de Downward, 2003.

1.2.3. KRAS e Céancer

As proteinas RAS mutadas sdo responsaveis pela origem e manutencdo do fenotipo
maligno em diversos tipos de tumores, ocorrendo em aproximadamente 30% dos canceres
humanos. RAS sofre mutagdes oncogénicas em regides que codificam o dominio de interacéo
com as GAPs, os cddons 12 e 13, os quais codificam glicinas que sdo importantes para 0
reconhecimento de RAS-GTP pelas GAPs. Quando mutados esses codons impedem que esse
reconhecimento ocorra fazendo com que RAS permanega constantemente ativa. J& o dominio
catalitico da GTPase possui um residuo de glutamina, que esta envolvida na hidrélise do GTP,
esse residuo € codificado pelo codon 61. A mutacdo neste codon leva a substituicdo desse
residuo de glutamina, o que causa a perda da capacidade catalitica de RAS, apesar dessa
perda, RAS continua a ser reconhecido pelas GAPs, o que nao é suficiente para a hidrolise do
GTP levando também a ativagdo constitutiva de RAS. Seja por perda da atividade enzimatica

ou perda da interacdo proteina-proteina, as mutagdes nos codons 12, 13 e 61, levam ao
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blogueio da hidrélise do GTP, estabelecendo uma ativacdo constante da proteina e
impossibilitando o bloqueio da sinalizagdo, mesmo na auséncia de sinais externos. Esta
ativagdo constitutiva causa proliferacdo celular descontrolada, transformacdo maligna e
desenvolvimento tumoral (Macaluso et al., 2002; Mascaux et al., 2005; Quinlan;

Settleman, 2008; Jang et al., 2009) (Figura 1.9).
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Figura 1.9. O mutante de KRAS esta continuamente em um estado ativo ligado ao GTP. KRAS
normal cicla entre um estado ativo, ligado ao GTP e inativo, ligado ao GDP. A) Em condicGes
normais, a KRAS ¢ ativada pelas GEFs, as quais facilitam a troca do GPD por GTP, levando a
ativacdo de KRAS. Esta ativagdo é transiente, pois é contrabalancada pela acdo das GAPs, que sdo
capazes de promover a hidrolise do GTP a GDP levando a inativacdo de KRAS. B) As muta¢fes nos
residuos G12, G13 ou Q61 ativam KRAS constitutivamente, impedindo a formacdo de interacGes de
van der Waals entre RAS e RASGAPs (G12 e G13) ou interferindo na posi¢do de uma molécula de
agua necessaria para a hidrélise do GTP (Q61), respectivamente. Neste caso a ativacdo é permanente,
pois ndo é contrabalancada pela inativacdo. A espessura da flecha e o tamanho dos simbolos para
GEFs e GAPs indicam o nivel de sinalizacdo. Modificado de Zeitouni, 2016.

Apesar das isoformas de Ras estarem mutadas em 30% dos tumores humanos, as
mutacdes ndo sdo distribuidas uniformemente entre as isoformas. A isoforma KRAS4B é a
que apresenta maior prevaléncia de mutagdes, encontrando-se alterada em aproximadamente
90% dos tumores pancreaticos, 30% a 40% de tumores colorretais e de 15% a 20% dos

tumores pulmonares (Tabela 1.1). As mutacbes em NRAS sdo menos frequentes, mas
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ocorrem em 15% a 25% de melanomas cutaneos e em 10% dos pacientes com leucemia
mieloide aguda. Mutagdes em HRAS, a isoforma menos comum, sdo raras(Singh; Longo;

Chabner, 2015).

Tabela 1.1. Frequéncia de mutacGes em RAS em canceres humanos. Modificado de Singh; Longo;
Chabner, 2015.

Tipo de cancer/sitio do tumor KRAS | NRAS ' HRAS

Pancreas 90 0,5 =
Colon 34,6 4 0,6
Pulmao 16.5 0,6 0,5

Intestino 22,6 0,7 =

Peritoneal 29 = =
Estomago 6,2 1 13
Esofago 2 - 0,6

Diversos trabalhos demonstraram que mutacfes em KRAS sdo responsaveis pelo
desenvolvimento de um fenétipo maligno.KRAS foi primeiramente descrita como a forma
celular do agente transformador do virus de sarcoma Kirsten (Chang et al., 1982). Outros
estudos posteriores demonstraram que a expressao da forma ativa da KRAS em camundongos
é suficiente para causar uma transformacao neoplésica e o aparecimento de tumores (Chan et
al., 2004; Tuveson et al., 2004; Vitale-Cross et al., 2004; Raimondi et al., 2006; Carriere
et al., 2009). Além disso a eliminacdo da atividade de KRAS através do bloqueio da
expressao ou atraves da expressao de formas dominante-negativas, € capaz de reverter células
malignas para um fenotipo ndo maligno (Fleming et al., 2005). Finalmente, a alta prevaléncia
das mutacdes em KRAS dentro de um amplo espectro de neoplasias sugere que a KRAS
desempenha um papel central no desenvolvimento do fendtipo maligno (Puig et al., 2000;

Arvanitakis et al., 2004). Com isso, estudos mais atuais ja demonstraram que mutagdes em
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KRAS estdo associadas a um comportamento agressivo e pior prognostico de carcinoma de
tiredide (Garcia-Rostan et al., 2003), adenocarcinoma colorretal (Andreyev et al., 2001;

Krtolica et al., 2007) e cancer de pulmé&o (Mascaux et al., 2005).

1.2.4. KRAS como alvo terapéutico direto

Dada a importancia de KRAS para o fendtipo maligno, utilizar KRAS como um alvo
terapéutico € uma estratégia racional que deveria trazer beneficios clinicos. Porém, as terapias
que visam inibir diretamente a atividade biologica de RAS falharam em ensaios clinicos,
devido a uma alta toxicidade ou a uma inibi¢cdo incompleta da atividade de RAS (Friday;
Adjei, 2005; Saxena et al., 2008). Uma das dificuldades do desenvolvimento de inibidores
diretos € que RAS possui uma alta afinidade pelo GTP. Além disso existe um ndmero
limitado de sitios de ligacdo acessiveis que foram identificados através de abordagens
computacionais, mas esses sitios ndo parecem conferir estabilidade de ligagcdo a pequenas
moléculas candidatas, o que explica a dificuldade em desenvolver inibidores especificos de
RAS (Spoerner et al., 2001; Buhrman et al., 2011; Chakrabarti et al., 2016). Entretanto

algumas abordagens para inibicdo de RAS ja foram exploradas, como sera descrito a seguir.

1.2.4.1. Inibidores de GEFs

Uma estratégia interessante para a inibicdo direta de KRAS seria a inibi¢do das GEFs ou
a ativagdo das proteinas GAPs. Em estudos realizados anteriormente, a estrutura
tridimensional do complexo RAS:GEF foi descrita (Boriack-Sjodin et al., 1998) e alguns
grupos de pesquisas conseguiram identificar moléculas que conseguem se ligar préximo ao
sitio de interagdo deste complexo, interferindo na ativacdo de RAS in vitro (Maurer et al.,
2012; Sun et al., 2012). Além disso, alternativas para promover o estado inativo de KRAS
mutante pelo aumento da atividade das GAPs, através do desenvolvimento de pequenas

moléculas também foi estudado. No entanto, o desenvolvimento de moduladores de GAP ¢



32

um desafio, pois as mutagdes oncogénicas alteram o sitio ativo de KRAS, e agentes que
estimulam atividade sdo mais dificeis de serem desenvolvidos do que compostos inibitorios

(Scheffzek et al., 1997).

1.2.4.2. Inibidores especificos de KRAS oncogénica

Uma abordagem elegante foi descrita recentemente para inibicao direta da atividade de
KRAS mutante, mas apenas para tumores com mutacio RAS®YC pois baseia-se em
modificacbes covalentes do residuo de cisteina mutante. Moléculas pequenas derivadas de
acrilamida ou sulfonamidas vinilicas se encaixam em uma cavidade proxima a cisteina 12 e
reagem com o grupo tiol, modificando este residuo covalentemente de forma irreversivel.
Com isso, ha um aumento na preferéncia de KRAS por GDP (Vasan; Boyer; Herbst, 2014).
Outros trabalhos utilizam um anédlogo de GTP, que é capaz de se ligar especificamente a
KRAS®2C no sitio de ligagdo do nucleotideo de guanina. Esse analogo liga-se covalentemente
nesta regido, impedindo a ativacdo de KRAS (Burns et al., 2014). Recentemente um grupo
publicou um outro estudo utilizando um composto com alta seletividade para KRAS®2C
denominado de ARS-1620, esse composto foi capaz de induzir regressdo do tumor in vivo.
Este estudo forneceu evidencias in vivo de que a mutacdo em KRAS pode ser seletivamente
alvejada e sugere que o0 ARS-1620 possa ser um representante de uma nova geracdo de
inibidores especificos para a mutagio KRASC*C com um potencial terapéutico promissor
(Janes et al., 2018). No entanto, os efeitos clinicos desses inibidores ainda ndo foram
testados, alem do que estes inibidores especificos ndo beneficiariam pacientes portadores de
outras mutagBes oncogénicas em KRAS. Embora, a mutagdo KRASC2C, represente 52% dos
casos de mutacdes, sendo a mutacdo mais frequente em NSCLC, (Cox et al., 2014; Wang;

Wang, 2015), outras mutagdes sdo encontradas nestas neoplasias e predominam em outros
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tipos de cancer. Por exemplo, no cancer de pancreas a mutagdo mais frequentemente

encontrada ¢ a KRAS®!?P (Cox et al., 2014).

1.2.4.3. Inibicéo especifica de KRAS oncogénica por silenciamento génico

Com base na inibicdo direta da expressdo proteica de RAS foram descritas duas
estratégias, sendo uma baseada no uso de oligonucleotideos antisenso e a outra em RNA de
interferéncia. A estratégia de inibi¢cdo com oligonucleotideos ja demonstrou possuir um efeito
antitumoral in vitro e in vivo (Gray et al., 1993; Zhang et al., 1993; Duursma; Agami,
2003). Mas apesar de possuir um efeito antitumoral varias sequéncias antisenso foram
desenvolvidas e testadas, porém nenhuma obteve sucesso do ponto de vista clinico (Friday et
al., 2005). J& a segunda abordagem que consiste no uso de RNAs de interferéncia (SiRNA, do
inglés small interference RNA). Esse método consiste na diminuicdo da sintese da proteina
KRAS, usando moléculas de RNA de dupla fita capazes de parear com a sequéncia do RNA
mensageiro alvo, com isso blogueando a traducdo do mRNA em proteina. Estes siRNAs
podem ser administrados nas células através de uma transfeccdo lipossomal. Testes in vitro
demonstraram uma reducdo na oncogenicidade (Valentino et al., 2012; Wang et al., 2013) e
na tumorigenicidade in vivo (Wang et al., 2014; Zeng et al., 2015). Através de modelos
celulares com expressdo estavel de KRAS®?V, foi observado uma perda de funcio especifica
de KRASC?Y gerando um menor crescimento independente de ancoragem e tumorigenicidade
(Brummelkamp et al., 2002). Entretanto o progresso com esse método € limitado devido ao
sistema de entrega desses SiRNAs. Um teste clinico foi iniciado em pacientes com céncer de
pancreas com mutagdo KRAS®'?P, Os pacientes foram tratados com siKRAS®'?P através de
injecdo intratumoral, porém, ainda ndo se obteve sucesso na clinica, pois 0 maior desafio é
garantir o enderegcamento correto do siRNA as células tumorais in vivo (Burnett et al 2011).

Embora alguns estudos ja demonstraram estratégias promissoras para a inibicéo direta

de KRAS, essas estratégias sdo especificas para um tipo Unico de mutacdo oncogénica, ou
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entdo com dificil sucesso clinico. Portanto, atualmente as estratégias existentes para inibicao

direta de KRAS ndo demonstraram eficécia significativa.

1.2.5. Inibidores de modificacGes pos-traducionais de RAS

Uma das estratégias para inibicdo de KRAS é inibir sua ancoragem a membrana,
envolvendo diversas transferases e proteases (farnesil transferase, geranilgeranil transferase,
RCEL e Icmt) sendo as modificacdes pds-traducionais fundamentais para ativacdo de RAS.
Foram estudadas varias formas de impedir a atividade de KRAS através da inibicdo da sua

ancoragem a membrana.

1.2.5.1. Inibidores da farnesiltransferase e geranilgeraniltransferase

Os primeiros inibidores desenvolvidos da farnesiltransferase foram os Lonafarnib e
Tipifarnib, os quais foram eficazes em testes pré-clinicos, mas demonstraram pouca eficacia
em testes clinicos com pacientes portadores da mutacdo em KRAS (Adjei et al., 2003; Kim
et al., 2005). Um outro inibidor de segunda geracdo da FTase, denominado de Salirasib,
demonstrou resultados promissores in vitro e em modelos murinos, mas falhou nos ensaios
clinicos em pacientes com cancer de pulmao (Rotblat et al., 2008; Riely et al., 2011). A
falha na utilizacdo desses inibidores acontece devido a prenilacdo alternativa de KRAS pelas
geranilgeraniltransferases, tornando possivel o ancoramento da GTPase na membrana (Whyte
et al, 1997). Como consequéncia dessa prenilagéo alternativa, foi estudada a possibilidade de
uma inibicdo dupla da FTase e GGT1lase. Lobell et al (2001) avaliou essa inibicdo dual e
observou a morte dos camundongos ap6s 72h da administracdo das drogas, indicando que
houve toxicidade e que essa abordagem seria incompativel com testes clinicos. Ja em 2002,

um inibidor para as duas transferases denominado L-778,123, estudado pelo mesmo grupo,
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foi eficaz em inibir a agdo da FTase e parcialmente da GGT1, porém ndo se obteve sucesso

em inibir KRAS (Lobell et al., 2002).

1.2.5.2. Inibidores de RCE1 e ICMT

Outra abordagem seria a inibicdo de RCEL e ICMT, enzimas que atuam apés a agdo da
FTase e GGTL1. Vérios inibidores foram desenvolvidos e demonstraram resultados
promissores in vitro e em modelos murinos, mas é necessaria uma otimizagdo adicional antes
que essas drogas entrem em estudos clinicos (Bergo et al., 2004). Por exemplo, em estudo
feito com modelos de células hematopoiéticas de camundongos, a expressdo de KRASC!?P
associada a inibi¢do de ICMT reduz a transformacdo mediada por KRAS (Wahlstrom et al.,
2008); por outro lado, a inibicdo de RCEL, piorou o distdrbio mieloproliferativo (Wahlstrom

et al., 2007).

1.2.5.3. Inibidores de palmitoiltransferase

A palmitoilagdo acontece no processamento de HRAS, NRAS E KRAS4A (Resh, 2004),
mas ndo ocorre em KRAS4B (Jackson et al., 1994). Um estudo recente demonstrou que a
inibicdo da palmitoilacdo reduz o crescimento de células hematopoiéticas que expressam
NRAS oncogénica (Xu et al., 2012). Entretanto, a maioria dos tumores humanos mediados

por RAS séo causados por mutacfes em KRAS4B (Cox et al., 2014).

Com isso, concluimos que a inibi¢do de modificagdes pos-traducionais de RAS pode ser
muito especifica para apenas alguns tipos de tumores ou demonstrou ser toxica para as
células, pois esses mecanismos de prenilacdo sdo utilizados por outras proteinas em diversos
tecidos, e a dose necessaria para que aconteca a inibicdo da ancoragem de RAS é alta, o que

pode afetar outros alvos das transferases.

1.2.6. KRAS como alvo terapéutico indireto
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Uma vez que ndo foi obtido sucesso na abordagem direta, uma maneira alternativa é
inibicdo indireta de KRAS através da inibicdo de suas vias efetoras. A inibi¢do indireta de
KRAS através de seus efetores também é um desafio, sendo que KRAS regula diversos
efetores responsaveis pelo fendtipo maligno. Os efetores mais estudados da via de KRAS séo
PI3K, mTOR, BRAF e MEK. PI3K faz parte da via PI3BK/AKT/mTOR, sendo este um local
de convergéncia de diversas vias, portanto a sua regulacdo é muito complexa. Novos
inibidores de PI3K (BKM120, GDC0941 e XL147) foram desenvolvidos e demonstraram
resultados iniciais promissores (Bendell et al., 2012). Eles estdo atualmente sendo testados
em ensaios clinicos em pacientes com NSCLC que possuem mutacdo em PI3K. No entanto,
embora a atividade oncogénica de KRAS exija atividade de PI3K, dados anteriores sugerem
que os tumores com mutacdo em KRAS sdo insensiveis aos inibidores exclusivos de PI3K
(Dan et al., 2010; Gupta et al., 2007; Ihle et al., 2009).

mTOR € uma serina/treonina quinase localizada downstream de PI3K na via
PIBK/AKT/mTOR. Testes pré-clinicos demonstraram que a inibicdo de mTOR inibe o
crescimento de tumores em camundongos com adenocarcinoma pulmonar com mutacdo em
KRAS (Wislez et al., 2005). Varios inibidores de mTOR tem sido investigados para o
tratamento de NSCLC com resultados promissores (Gridelli; Maione; Rossi, 2008).

Outra serina/treonina quinase, ativada via MAPK, que interage diretamente com
KRAS ligado a GTP é BRAF. Inibidores de BRAF, o dabrafenib e vemurafenib, especificos
para tumores com mutacdo em BRAF, foram investigados pela primeira vez em pacientes
com melanoma. Atualmente, ndo ha dados sobre a atividade desses inibidores contra tumores
que ndo possuem mutacdo em BRAF, nem sua sensibilidade para NSCLC induzido por
KRAS (Sosman et al., 2012; Planchard et al., 2016;).

Portanto, considerando que o sucesso dos estudos com os efetores downstream de

KRAS séo limitados, o detalhamento das vias ativadas por KRAS e a identificacdo de alvos
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regulados por KRAS que contribuem para um fendtipo maligno, serve de fundamento tedrico
para o desenvolvimento de novas terapias-alvo, mais seguras e eficientes que possam levar a

um sucesso terapéutico (Figura 1.9).
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Figura 1.10. Inibicdo de KRAS via efetores downstream. A identificacdo de novos alvos de KRAS,
potencialmente exploraveis como alvos terapéuticos indiretos.

Portanto, para que seja possivel selecionar melhores alvos terapéuticos para terapia de
cancer de pulmao, seré preciso identificar os mediadores induzidos por KRAS, que controlam

as caracteristicas oncogénicas criticas para o crescimento e progressdo tumorais.

1.3. Metastase

Uma das caracteristicas importantes na oncogénese € a aquisicdo de capacidade
metastatica tumoral. Esta capacidade é importante, porque na grande maioria dos casos a
morbidez associada ao cancer € causada pela doenca metastatica, que tem uma relagéo direta
com um pior prognostico. Desta forma, a inibi¢do da capacidade metastatica tumoral constitui
uma importante estratégia terapéutica, que pode resultar em um aumento significativo de

sobrevida.



38

A metéstase € um processo que consiste na disseminacdo de células cancerigenas
provenientes de um tumor primario, que conseguem se estabelecer e crescer em um outro
local. A metastase é a principal causa de morbidade e mortalidade por céncer, sendo
responsavel por cerca de 90% das mortes por cancer. A distribuicdo do tumor e o crescimento
no local secundario ndo é uma questdo de acaso, mas sim determinado pela dependéncia das
“sementes” (células cancerigenas) do “solo adequado” (o 6rgdo alvo para metastase) como
proposto pelo cirurgido inglés Stephen Paget em 1889 (Damsky; Theodosakis; Bosenberg,
2014).

A metastase consiste de uma sucessdo complexa de uma série de eventos celulares e
bioldgicos denominada “cascata invasdo-metastase”. Essa cascata envolve o desenvolvimento
de novos vasos sanguineos (angiogénese), saida de células metastaticas do tumor primério
(perda de adesdo e migragdo), invasdo através da membrana basal (BM) e matriz extracelular
(ECM) adjacente do tumor, invasdo da BM do endotélio de vasos sanguineos e linfaticos
locais, intravasamento das células metastaticas para o interior dos vasos sanguineos e/ou
linfaticos, adesdo das células metastaticas circulantes no endotélio de capilares do 6rgao alvo,
invasdo dessas células através da camada de células endoteliais e BM adjacente
(extravasamento), e finalmente o estabelecimento e crescimento de tumores no local do 6rgéao

alvo (Figura 1.11) (Daenen et al., 2011; Hu et al., 2012).
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Figura 1.11. As etapas do processo metéstico. a) Proliferacdo do tumor primério. b) Invasao local de
algumas células provenientes do tumor primario. c) Intravasamento dessas células em um capilar e
sobrevivéncia dessas células tumorais na circulacdo sanguinea. 1. Interacdo com leucdcitos. 2.
Agregacdo com plaquetas, as quais protegem as células contra mecanismos de estresse e leucdcitos. 3.
Agregacdo célula-célula capaz de proteger contra estresse. d) Adesdo e extravasamento para 0 6rgao
alvo. e) Estabelecimento de micrometastases e posterior desenvolvimento de macrometastases.
Modificado Gout; Huot, 2008.

Sob circunstancias normais, células endoteliais e epiteliais sofrem apoptose quando
perdem adesdo, um fendmeno denominado de anoikis (Sakamoto; Kyprianou, 2010).
Células epiteliais normais requerem ligacdo a ECM para sobreviver. Portanto, células
metastaticas desenvolvem um mecanismo de resisténcia a anoikis. Essa resisténcia junto com
algumas outras alteracdes de propriedades das células tumorais (como mudancas de adesao
célula-célula ou célula-matriz, polaridade celular, e propriedades invasiva e migratoria) sao

coletivamente conhecidos como transicdo epitelial-mesenquimal (EMT) (Alizadeh; Shiri;
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Farsinejad, 2014). Especificamente, as células epiteliais sdo transformadas de células
altamente diferenciadas, polarizadas e organizadas em células indiferenciadas, isoladas e
semelhantes a células mesenquimais, com propriedades migratdrias e invasivas (Profumo;
Gandellini, 2013). Curiosamente a EMT nas células tumorais €é transitoria. Antes que uma
celula metastatica se estabelega e cresga, ela precisa reverter seu fendtipo mesenquimal para
um fendtipo mais epitelial, essa conversdo é conhecida como transi¢do mesenquimal-epitelial
(MET) (Profumo; Gandellini, 2013).

Nem todas as células de um determinado tumor primario sdo capazes de metastatizar
(Eccles; Welch, 2007). Os quatro passos essenciais do processo metastatico (perda de adesao,
migracdo, invasdo e adesdo) sdo distintos entre si, mas tambem inter-relacionados. Por
exemplo, a migracdo celular envolve perda de adeséo e invaséo celular, enquanto a invasao
envolve migracdo e adesdo. A compreensdo desses quatro passos e seu papel na metéstase
ajuda a entender o processo e identificar pontos para intervencéo.

Um dos pontos do processo importantes € a adesdo celular, que ndo é apenas uma
maneira de ligar células ou ligar células com a matriz, mas é também um mecanismo que
ativa vias de proliferacdo e sobrevivéncia através de interacdes de receptores do tipo
integrinas com moléculas downstream que sdo essenciais para funcdo de motilidade e
sobrevivéncia (Alizadeh; Shiri; Farsinejad, 2014). Os receptores do tipo integrinas sdo
membros de uma familia de glicoproteinas responsaveis pela adesdo da célula a ECM
(Alizadeh; Shiri; Farsinejad, 2014). O dominio extracelular se liga a moléculas de ECM,
como fibronectina, laminina, colageno, fibrinogénio e vitronectina, enquanto o dominio
intracelular estad ligado ao citoesqueleto através de aderéncias focais intracelulares (FAS)
formadas por mais de 150 proteinas diferentes (Bravo-Cordero; Hodgson; Condeelis,
2014). As FAs também ativam vias de sinalizacdo intracelulares e sdo estruturas dindmicas

que se montam, dispersam e reciclam durante a migracdo celular (Li; Feng, 2011; Alizadeh;
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Shiri; Farsinejad, 2014). As vias de sinalizacdo ativadas por integrinas promovem a sintese
de ciclinas e lipideos inositol, assim como ativam FAK (quinase de adesdo focal) e MAPK
(Schlaepfer; Jones; Hunter, 1998; Alizadeh; Shiri; Farsinejad, 2014). As integrinas
também facilitam o processo metastatico por degradacdo proteolitica da BM através da
ativacdo de metaloproteinases de matriz (MMPs) (Brooks et al., 1996; Deryugina et al.,
1997), que sdo as principais proteases responsaveis por degradar ECM durante a metéstase.

MMPs sdo uma familia de endopeptidases zinco-dependentes capazes de clivar a BM
e todos os constituintes da ECM. As MMPs sdo produzidas por diferentes células do
microambiente tumoral, incluindo células endoteliais, leucdcitos, macréfagos, fibroblastos e
as proprias células tumorais. Elas sdo sintetizadas como enzimas inativas e sdo ativadas fora
das células por outras MMPs ou serina proteases. As MMPs consistem em pelo menos 26
proteases e sdo subdivididas em quatro grupos: colagenases, gelatinases, estromelisinas e
matrilisinas. O papel dessas MMPs na metastase € basicamente a clivagem da ECM, mas
além disso seus alvos também envolvem receptores de fatores de crescimento, citocinas,
guimiocinas, ligantes apoptéticos e fatores angiogénicos que contribuem para os estagios da
progressao tumoral (Alizadeh; Shiri; Farsinejad, 2014).

Apesar do exposto acima, 0 processo de metastase ainda ndo € completamente

compreendido e alvos terapéuticos antimetastaticos permanecem pouco explorados.

1.3.1. O papel de KRAS na metastase

Interessantemente, a KRAS oncogénica promove ndo s a iniciagdo tumoral, mas também
vem sendo implicada na promocao de um fendtipo metastatico (Pylayeva-Gupta et al., 2011;
Chan; Chen, 2012; Uekita et al., 2014). KRAS néo sé controla a formacdo de metastases
colorretais (Smakman et al., 2005; Zhu et al., 2014), mas também induz processos celulares

associados a um aumento da capacidade invasiva, como a EMT (Liu et al., 2009; Liu et al.,
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2015; Polyak; Weinberg, 2009), a autofagia (Lock et al., 2014) e a aquisi¢do de um fendétipo
tronco tumoral (Liu et al., 2009; Kim et al., 2010).

Além destes processos, outro fator necessario para formagéo e o crescimento de metéstases
é a capacidade angiogénica tumoral. Alguns trabalhos vém demonstrando como as formas
oncogénicas das RAS GTPases induzem angiogénese tumoral. Sparman e Bar-Sagi (2004)
demonstraram que a forma oncogénica de HRAS era capaz de induzir a angiogénese tumoral
através da inducdo de secrecdo de IL-8. Este mecanismo angiogénico também é induzido pela
GTPase KRAS. Basséres e col. (2010) demonstraram, em células pulmonares, que a IL-8 é
um dos fatores mais fortemente induzidos por KRAS. Recentemente, um estudo demonstrou
que linhagens celulares de cancer de pulmé&o apresentando mutagdes oncogénicas em KRAS
apresentam superexpressdo de 1L-8 e a inibi¢é&o da atividade de IL-8 com anticorpos anti-I1L-8
promove uma diminuicdo na proliferacdo e na migracao dessas células (Sunaga et al., 2014).
Interessantemente a IL-8 tambeém j& foi implicada em promover metastase (Luppi et al.,

2007).

Consistente com o papel de KRAS na progressdo tumoral, mutacbes em KRAS estdo
associadas a um comportamento agressivo e pior progndstico de carcinoma de tiredide
(Garcia-Rostan et al., 2003), adenocarcinoma colorretal (Andreyev et al., 2001; Krtolica et

al., 2007) e cancer de pulméo (Mascaux et al., 2005).

Apesar destas evidéncias, o papel de KRAS e de alvos terapéuticos que afetam a
progressao tumoral induzida por KRAS na promocao e regulacdo do fenotipo metastatico em
cancer de pulmao permanecem pouco explorados.

Neste trabalho propomos a identificagdo de alvos terapéuticos que inibam a metastase
tumoral induzida pelo oncogene KRAS no pulmé&o. A nossa hipotese é que a quinase IKKp

promove a capacidade mestastatica tumoral induzida por KRAS no pulméo.
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Para embasar esta hipotese, descreveremos a seguir a estrutura e funcéo bioldgica da

IKK, seu papel no cancer e metastase e sua relagdo com a KRAS oncogénica.

1.4. A quinase IKKp

A quinase IKKp foi identificada como membro de um complexo multiproteico de alto
peso molecular (700 a 900 kDa), denominado complexo IKK, que é composto por duas
subunidades cataliticas, IKKa e IKK (DiDonato et al., 1997; Mercurio et al., 1997), e uma
subunidade regulatéria denominada NEMO ou IKKy (Mercurio et al., 1997; Rothwarf et
al., 1998). Este complexo € responsavel pela ativacdo do fator de transcrigdo nuclear factor-
kB (NF-xB), que por sua vez, regula genes envolvidos na inflamagao e cancer (Li; Withoff;
Verma, 2005; Sen; Baltimore, 1986), sendo conhecido por regular moléculas inflamatorias
como moléculas de adesdo, quimiocinas, ciclooxigenase (COX-2), interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6), metaloproteinases de matriz (MMPs), fator de necrose tumoral (TNF) e
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), todos envolvidos também no

desenvolvimento de tumores.

1.4.1. Estrutura, funcéo e regulacéo

As subunidades cataliticas do complexo IKK (IKKa e IKKP) sdo codificadas por dois
genes CHUK e IKBKB, respectivamente. A quinase IKKa (inhibitor of kB kinase o, IKK1 ou
CHUK, do inglés conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase) possui 745 aminoacidos com
85 kDa, e a quinase IKKp (inhibitor of kB kinase 3; ou IKK2) possui 756 aminoacidos e peso
molecular de 87 kDa. Ambas as enzimas possuem um dominio N-terminal de quinase
(Delhase et al., 1999; Hayden; Karin, 1999; Ghosh, 2004), um dominio de dimerizacao e
um dominio C-terminal de ligacdo a IKKy chamado de dominio NBD (NEMO-binding
domain), com isso ambas as quinases compartilham cerca de 50% de homologia em sua

sequéncia (Figura 1.11). IKKp possui um dominio analogo a ubiquitina (ULD, ubiquitin-like
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domain), que é critico para sua atividade funcional. Se ocorrer uma mutacdo ou delecdo em
ULD ocorre uma inativagdo catalitica de IKKP, enquanto que uma dele¢do da regido

equivalente em IKKo néo afeta a atividade dessa quinase (May et al., 2004).

IKKo
NBD
S — S — -

! * ULD SDD 740
s =

IKKB
NBD
———— -
1 KD ULD SDD u 756

Figura 1.12. Esquema dos dominios funcionais de IKKa e IKKp. Os nimeros se referem a posicao
dos aminoéacidos. Os dominios sdo: KD: dominio quinase, ULD: dominio ubiquitin-like, SDD: hélice-
alfa-hélice, NBD: dominio de ligagdo a NEMO. Modificado de Hinz e Scheidereit, 2014.

Em geral, o complexo IKK pode ser ativado através de trés processos: (I) fosforilacéo
direta de uma das suas subunidades cataliticas, (Il) trans-autofosforilagdo, e (11) mudanga
conformacional induzida por modificacdes pds-traducionais nas subunidades (Hacker;
Karin, 2006). As quinases IKKo e IKKB ndo s3o bioquimicamente equivalentes.
Experimentos in vitro demonstraram que IKKP é o alvo primordial de estimulos pro-
inflamatdrios (Delhase et al., 1999) sendo fosforilado nos residuos Ser177 e 181.

O complexo IKK € o ponto central na integracdo de vias responsaveis pela ativacdo do
fator de transcricgdo NF-xB. Em mamiferos, a familia do NF-kB ¢ composta de cinco
membros: RelA (p65), RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-kB1) e p52/p100 (NF-kB2). Cada uma
destas proteinas contém um dominio amino-terminal de homologia REL (RHD, do inglés
REL homolody domain), que permite localizacdo nuclear, ligagdo ao DNA, homo e
heterodimerizacdo. As proteinas p65, RelB e c-Rel possuem dominios de ativagdo da

transcri¢cdo, enquanto que p50 e p52 ndo possuem. Os precursores pl05 e pl00 possuem
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repeticbes de anquirinas na regido carboxi-terminal, que sdo clivadas proteoliticamente para
produzir as subunidades ativas p50 e p52, respectivamente (Hayden; Ghosh, 2004).

Essas subunidades associadas formam heterodimeros ou homodimeros e regulam a
expressdao de genes alvo dependentes de NF-xB (Karin; Greten, 2005; Luo; Kamata;
Karin, 2005). Sob condigdes normais, as subunidades do NF-kB se encontram retidas no
citoplasma através de associagdo com proteinas inibitorias kB (IkB) (IkBa, IxkBp, IkBe,
IkBNS) (Ghosh; Karin, 2002; Hayden; Ghosh, 2004).

Mais de 15 caminhos ja foram relatados para a ativacdo de NF-«kB, mas as duas vias
mais comuns sdo a via candnica (classica) e a via ndo-candnica (alternativa) (Figura 1.12)
(Gupta et al., 2010). A via canoénica ativa p105/p50 e depende de IKKp, enquanto a via ndo-
canodnica ativa p100/p52 e depende de IKKa (Dejardin, 2006). A ativacdo da via candnica
ocorre através de estimulos como: produtos bacterianos, expressao viral, citocinas pro-
inflamatorias, como TNF e IL-1, fatores de crescimento e sinais de estresse celular, como
danos ao DNA e espécies reativas de oxigénio (ROS). Estes estimulos ativam o complexo
IKK e, em seguida, a IKKf fosforila IxBa em dois residuos conservados na regido N-
terminal, Ser32 e 36. A fosforilagdo de IxkBa desencadeia a poliubiquitinacdo de IxkBa
mediada por E2- e E3-ligases, e subsequente degradacdo de IxBo pelo proteassomo (26S)
(Karin; Neriah, 2000). A degradagdo de IkBa libera os dimeros de NF-xB (principalmente
p65/p50) da interacdo inibitoria permitindo sua translocacdo para o nucleo, onde regula a
expressdo de genes alvo dependentes de NF-xB (Beg; Baltimore, 1996; Chow et al., 1999;
Hayden; Ghosh, 2008; Hinz; Scheidereit, 2014), que incluem fatores anti-apoptéticos,
citocinas, como IL-6, e fatores de proliferacdo, como ciclina D1. Além disso, a subunidade
p65 do NF-kB sofre uma série de modificagdes pos-traducionais, incluindo a fosforilagédo em
Ser 536 por IKK, que é necessaria para a atividade completa do NF-xB (Chaturvedi et al.,

2011).
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A ativacdo da via alternativa ocorre através de sinais de desenvolvimento, como BAFF
(B-cell activating factor), CD40 (cluster of diferentiation 40) e LTPR (lymphotoxin beta
receptor) (Dejardin et al., 2012). Estes sinais levam a ativacdo de NIK (NF-«xB inducing
kinase) por meio de TRAF (TNF receptor-associated factor), que ativa dimeros de IKKo que
fosforilam p100. Este, por sua vez age como um IkB, mantendo RelB no citoplasma. Apds a
fosforilagdo, p100 é clivado em p52, o qual forma o dimero RelB/p52 que se acumula no

ndcleo e leva a transcrigdo de seus genes alvo (Figura 1.12) (Coope et al., 2002).

Via Candnica Via Nao-Canonica
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Figura 1.13. As vias candnica (cléssica) e ndo-canonica (alternativa) IKK/NF-kB. A via candnica

é envolve a ativagdo de IKKP levando a fosforilagdo e degradag¢do de IkBs. A via ndo-candnica

envolve IKKa e leva a fosforilag@o e processamento de p100, gerando o heterodimero p52/RelB.
Como podemos perceber, devido ao seu papel central na via de sinalizagcdo do NF-«xB,

e 0 conhecido papel deste fator de transcricdo em neoplasias humanas (Basséres e Baldwin,

2006), o complexo IKK tem sido alvo para a terapia do cancer. Sabe-se que as quinases
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relacionadas com o complexo IKK desempenham um papel crucial na promocdo da

transformac&o, sobrevivéncia e proliferacdo de células cancerigenas.

1.4.2. IKKp e Cancer

A primeira associacdo do NF-kB com cancer veio quando a subunidade c-Rel foi
identificada como o homologo de v-Rel (Wilhelmsen; Eggleton; Temin, 1984; Kieran et
al., 1990) que é o gene de transformacdo da estirpe T de retrovirus de aves (REV-T)
(Gilmore, 1999). Desde entdo, descobriu-se que a subunidade c-Rel desempenha um papel
importante em varios tipos diferentes de cancer, incluindo linfoma, de mama e pancreatico
(Gilmore; Gerondakis, 2011; Hunter; Leslie; Perkins, 2016). A subunidade Rel-A/p65 é
necessaria para a transformacao induzida por oncogenes como Bcr-Abl (Reuther; Cortez;
Pendergast; Baldwin, 1998) e RAS (Finco et al., 1997). Sendo a quinase IKK[ necessaria
para a ativagdo canodnica de NF-kB, estando envolvida na oncogénese mediada por NF-«B,
IKKB também contribui para a transformac¢do maligna e para a manutengdo do fendtipo
maligno por mecanismos independentes de NF-«B. Quando ativado por IKKP, o NF-xB
regula a transcricdo de genes que codificam para proteinas que estdo envolvidas em invasao e
metastase (MMP-2 e MMP-9), transcricao epitelial-mesenquimal (vimentina, MMP-2, MMP-
13), angiogénese (IL-8, IL-6, IL-1, VEGF), entre outros (Basseres; Baldwin, 2006).

Diferentes estudos demonstraram que a quinase IKKP desempenha um papel
importante na oncogénese. Greten et al. (2004) demonstraram que a inibicdo da expressédo da
IKKp impede a tumorigénese em um modelo animal de cancer de colon (Greten et al., 2004).
Além disso, a inibigdo farmacoldgica da IKK[ induz apoptose em células leucémicas (Frelin
et al., 2005), bem como inibe o crescimento de celulas de mieloma in vitro e in vivo
(Hideshima et al., 2006). Estudos com inibicdo genética da IKKp em modelos de céncer de

pancreas e pulmdo demonstraram uma inibicdo da capacidade de crescimento tumoral
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associada a alteragbes do microambiente tumoral e a uma reducgdo da proliferagdo celular
(Ling et al., 2012, Xia et al., 2012). Finalmente, Basseres e col. (2014) mostraram que 0
tratamento de um modelo animal de cancer de pulmdo com um inibidor altamente especifico
para a IKKf (Composto A) diminui o crescimento tumoral, reduzindo a proliferag¢do celular e
também reduzindo a progressdo tumoral para graus histolégicos mais avancados. Consistente
com estes resultados, através de uma analise em banco de dados usando COSMIC, foi
determinado que IKKo e IKKp apresentam expressdo aumentada em diferentes tipos de
cancer (Forbes et al., 2015; Slotta et al., 2018), sendo IKKp superexpresso em cancer de

intestino, es6fago e pulmao.

1.4.3. IKKB e KRAS

Ja se sabe que em tumores induzidos por KRAS a via IKK/NF-kB ¢é extremamente
importante. Primeiramente, foi visto que KRAS oncogénica ativa 0 NF-«B através da quinase
IKKp para promover a tumorigénese pulmonar (Basseres et al., 2010) e que a inibicdo
genética de IKKp inibe a tumorigénese mediada por RAS (Yang et al., 2010; Ling et al.,
2012; Xia et al., 2012).

O mecanismo molecular pelo qual KRAS ativa a IKKf ainda nao foi muito bem elucidado.
Duran et al. (2008) demonstraram que esta via depende da ativacdo de uma proteina
adaptadora denominada p62 com consequente poliubiquitinagdo de TRAF6, seguida da
ativagdo do complexo IKK. Com isso, ficou evidenciado de que IKKp pode ser ativado
indiretamente por KRAS.

Estes estudos demonstraram a relevancia de IKKp na formacdo tumoral induzida por

KRAS, mas a sua importancia na metastase induzida por KRAS ainda é desconhecida.

1.4.4. O papel de IKKp na metastase
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Como mencionado anteriormente, a ativacdo do NF-kB esta associado a diversas
propriedades oncogénicas, incluindo a aquisicdo de um fendétipo metastatico. Ja foi visto que o
NF-kB é capaz de promover a angiogénese e metdstase em certos modelos tumorais,
potencialmente através da regulagdo de VEGF e MMPs (Baldwin, 2001; Karin et al., 2002).
A expressédo da forma super-repressora de IkBa em melanoma humano e células de cancer de
ovario se correlaciona com reducdo da expressdo de VEGF e IL-8 e bloqueia crescimento,
angiogénese e metéstase de xenoenxertos tumorais (Huang et al., 2000). Além disso, a
inibicdo de NF-kB pela superexpressao de IkBB em células de cancer de pulm&o suprime a
habilidade de formar metastase (Jiang et al., 2001).

Sabe-se que, ndo so a ativacdo do NF-kB por KRAS em células pulmonares requer a
quinase IKKB (Basséres et al, 2010), e Basseres et al, 2014 demonstraram que a inibicao de
IKKb em um modelo de cancer de pulmdo induzido por KRAS, ndo s6 inibe o crescimento
tumoral, mas também reduz a angiogénese e a progressdo para graus histoldgicos mais
avancados, carcateristicas associadas a capacidade mestastatica. Além disso, através de um
modelo de cancer de mama foi visto que a ativacdo de NF-kB dependente de IKKp € essencial
para que aconteca a EMT e consequentemente disseminacdo metastatica (Huber et al., 2004).

Apesar destes estudos, ndo existem relatos na literatura demonstrando uma ligacdo

direta entre a IKK[ e a aquisi¢do de capacidade metastatica em cancer de pulmao induzido

por KRAS.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Investigar o papel da quinase IKKPB na capacidade invasiva e metastatica de células
pulmonares portadoras da forma oncogénica da KRAS, promovendo embasamento cientifico

para o desenvolvimento de novas terapias-alvo no cancer de pulmao.

2.2. Objetivos especificos
1. Determinar como a inibi¢do da expressdo da quinase IKKp afeta a migracdo e invasio
de células portadoras de mutacGes em K-Ras in vitro;
2. Determinar como a inibi¢io da expressdo da quinase IKKp afeta a capacidade

metastatica de células portadoras de muta¢6es em KRAS in vivo;
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3. MATERIAIS E PROCEDIMENTOS

3.1 Linhagens Celulares

Foram utilizadas duas linhagens celulares disponiveis comercialmente:

a) linhagem celular de adenocarcinoma pulmonar humano, designada A549 (ATCC

CCL-185; KRAS®!2 em homozigose);

b) linhagem celular de carcinoma bronguioalveolar pulmonar humano, designada

H358 (ATCC CRL-5807; KRASC2C em heterozigose);

3.2. CondicgGes de cultura, subcultura e preservacao das linhagens celulares
As linhagens celulares A549 e H358 parentais foram cultivadas em meio RPMI-1640
(ATCC 30-2001) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), em uma atmosfera

umida constituida de 95% de O2 e 5% de CO2 a temperatura de 37°C.

Apbs a geracdo das linhagens A549-LUC e H358-LUC (ver item 3.4), o cultivo foi
feito em RPMI-1640 (ATCC 30-2001) suplementado com 10% de SFB e 0,6 mg/mL de
geneticina (G418). Esta concentragdo de geneticina foi determinada em ensaios de curva de

morte celular (ver item 3.3).

Todas as linhagens celulares foram subcultivadas sempre que atingiam 80% de
confluéncia, utilizando-se solugéo de tripsina 0.25% (w/v) diluida em PBSA, adicionada de

EDTA 0.53mM.

3.3. Determinacéo da concentracao efetiva de geneticina (G418)
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Células A549 e H358 parentais foram testadas para a determinagdo da concentragdo
efetiva de geneticina para posterior selecdo. Foram testadas concentracdes de 0; 0,1; 0,2; 0,3;
0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 e 1 mg/mL de geneticina por 10 dias, com troca a cada 3 dias
para determinar a menor concentragdo capaz de matar todas as células ndo resistentes a
geneticina (0,6 mg/mL). Essa concentracdo foi, posteriormente, utilizada no processo de

selecdo clonal, para gerar as células que possuem o vetor para expressao de luciferase.

3.4. Geracéo das linhagens A549-LUC e H358-LUC
As linhagens A549-LUC e H358-LUC, que expressam luciferase estavelmente, foram

geradas através da transfeccdo das linhagens A549 e H358 com o0 vetor de expressao

pGL4.51[luc2/CMV/Neo] Vector (Promega). Foram plaqueadas 5x10° células/pogo de H358
e A549 em placas de 6 pogos em meio RMPI 10%. No dia seguinte, 0 meio foi retirado, as
células lavadas 2x com PBS e adicionado 1mL de meio RPMI sem soro fetal bovino. Em
sequida, foi misturado 7,5 pl do reagente lipofectamine 3000 (Thermofisher) com 2,5 ug do
plasmideo obtido e mantido a temperatura ambiente por 5 minutos. Apo6s esse tempo, 0
conjunto DNA/lipofectamine 3000 foi adicionado ao pogo contendo as células e deixados
a 37°C e 5% CO2, No dia seguinte foi adicionado aos pogos meio RPMI 10% SFB com 0,6
mg/ml de geneticina (G418). Apds duas semanas as células que sobreviveram foram
submetidas ao protocolo de selecdo clonal com G418 de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Para controle negativo, estas linhagens foram transfectadas com o vetor vazio

pGL4.17[luc2/Neo] (promega).

3.5. Selecdo clonal das células A549-LUC e H358-LUC
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As células A549 e H358 obtidas na etapa descrita anteriormente foram plaqueadas
na quantidade de 1 célula por poco em placa de 96 pocos, a fim de se obter células
aderidas de forma individual, e mantidas em meio de cultura RPMI, contendo 10% de
SFB, a 37°C e 5% CO2, adicionado de geneticina 0,6 mg/mL. A cultura foi mantida até o
aparecimento de colbnias celulares isoladas, que foram posteriormente expandidas e
testadas quanto a eficiéncia da atividade de luciferase.

3.6. Avaliacdo da atividade de luciferase em lumindmetro através de ensaio de
luciferase com kit “Luciferase Assay System” (#E1500 Promega)

Para realizar esse ensaio primeiramente foi feito o preparo do lisado das células A549-
LUC e H358-LUC com o tampao de lise passiva (PLB) especifico do kit. As células foram
lavadas ainda na placa p100 mm, 2x com PBS, e adicionou-se 1 ml de PLB. Os lisados
obtidos foram submetidos a 1 ciclo de congelamento a -20 °C, por 10 min e por fim o lisado
foi centrifugado a 15000 rpm, por 30 segundos a temperatura de 4°C.

O reagente do kit, “Luciferase Assay Reagent” ¢ preparado em temperatura ambiente
para o0 uso. O reagente foi adicionado no injetore do luminémetro SpectraMax L, de acordo
com as especificacGes do aparelho. Foi adicionado 20 pL do lisado de células a placa p96
branca, a qual foi colocada no luminémetro para iniciar a leitura de acordo com o protocolo

de leitura especifico do kit.

3.7. Inibicao farmacolégica da quinase IKKp

Para inibir a atividade da quinase IKKf, nds usamos o inibidor Composto A (CmpdA),
que tem como alvo especifico a quinase IKKf (Zigelbauer et al., 2005). As concentragdes
utilizadas variam com os experimentos e estdo sempre indicadas nas legendas das figuras.

3.8. Silenciamento da expresséo génica mediado por transfeccdo transiente com
siRNAs
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A inibicéo transiente da expressdao de KRAS e IKKf nas linhagens pulmonares A549 ¢
H358 foi realizada utilizando-se um pool contendo 5 siRNAs (Dharmacon siGenome Smart
Pool siRNA Design®) para a KRAS humana (siKRAS, Dharmacon cat# M-005069-00) ou
para a IKKp humana (silKKf, Dharmacon, cat #M-003545-10). Como controle negativo, as
células foram transfectatadas com um siRNA sem homologia a genes humanos conhecidos
(non-targeting control siRNA ou siCtrl — catalogo D-001210-03-05 #3). Para tanto, foram
plaqueadas 1x10° células A549 e 2x10° células H538, por pogo em placas de 6 pogos em meio
RMPI 10% SFB. No dia seguinte, o meio foi retirado, as células lavadas 2x com PBS e
adicionado 1mL de meio RPMI sem soro fetal bovino. Em seguida, 5uL do siRNA pool 2uM
foi misturado com 4pL do reagente de transfeccdo Lipofectamine™ 3000 Transfection
Reagent (Invitrogen, Cat. 3000015) e mantido a temperatura ambiente por 30 minutos.
Nesse intervalo, o meio foi retirado da placa, as células lavadas com PBS, e foram
adicionados 1,6 mL de meio RPMI suplementado com 10% de soro feral bovino em cada
pocgo. Por fim, 400 uL do mix de siRNA + Lipofectamine foi adicionado a cada pogo
contendo as células e as mesmas foram incubadas a 37 °C e 5% de CO2. Em seguida foi
adicionado 1mL de meio RPMI 10% SFB. Para os ensaios de migracdo, invasdo e
extracdo de RNA e proteina as células foram coletadas de 48-72h apdés a transfecgdo e para o

ensaio de atividade de MMPs as células foram coletadas apos 96h.

3.9. Extracao e quantificacdo de RNA
Para todos os ensaios que envolveram a extragdo de RNA de células previamente

tratadas de acordo com o modelo experimental adotado, as células foram plaqueadas em

placas de cultura de 60mm a confluéncia de 1x105 células por placa e mantidas em
cultura pelo tempo de tratamento adequados. Apds o tratamento, o meio de cultura foi

removido e a placa foi lavada com solucdo de PBS, sem adicdo de cations divalentes, por
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duas vezes. A seguir, a cada placa foi adicionado 1mL de TRI Reagent® (Life Technologies,
Cat. # AM9738). Ap6s homogeneizacdo, as placas foram incubadas por 5 minutos a
temperatura ambiente e, a seguir, os lisados celulares obtidos foram centrifugados a
velocidade de 120009 por 10 minutos a temperatura de 4°C. Ao sobrenadante coletado foram
adicionados 200uL de cloroférmio. Cada tubo foi mantido a temperatura ambiente por 15
minutos, e, a seguir, foram centrifugados a velocidade de 12000g por 10 minutos a
temperatura de 4°C. Apos a obtencdo de uma suspensdo trifasica, coletou-se a fase que
continha RNA em suspensdo e adicionou-se 500uL de isopropanol, com o objetivo de
precipitar o RNA do restante da suspensdo. A seguir, tubos foram agitados vigorosamente
por 15 segundos, incubados a temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugados a
velocidade de 12000g por 8 minutos a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado obtido foi lavado com 1mL de uma solucéo de etanol 75% e centrifugado a
velocidade de 75009 por 5 minutos a temperatura de 4°C. O etanol foi, entdo, removido e 0
precipitado de RNA foi deixado secar brevemente a temperatura ambiente. A dissolucdo do
RNA foi feita em agua ultrapura (Millipore, MilliQ System) e a concentracdo da solucéo foi
determinada por meio de sua absorbancia a 260nm em espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo
Scientific). Como controle de qualidade da extracdo, foram aceitaveis os valores de
concentracdo de RNA acima de 1000ng.nL-1 e razbes 260/280 e 260/230 com valores

préximos a 2 e entre 2,0 e 2,2, respectivamente.

3.10. Sintese de cDNA

Para sintese do cDNA, 1 ug de RNA total tratado com DNase 1 (Invitrogen, cat#18047019)
foi submetido a transcricéo reversa com SuperScriptTM Il (Invitrogen cat# 18080093). Para
1 pg de RNA tratado com DNAse 1, foram adicionados 1 pL de iniciadores randomicos
(Invitrogen, cat# N8080127, random hexamers 50 ng/uL) e 1 puL de tampdo de anelamento

(Annealing Buffer), completando com agua para um volume final de 8 uL. Os tubos foram
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incubados no termociclador Mastercycler gradient AG22331 (Eppendorf®) a 65°C por 5
minutos e depois colocados em gelo imediatamente. Em seguida, foram adicionados aos
tubos, ainda no gelo, 10 uL de mistura de reagdo de primeira fita 2x (2x First-Strand Reaction
Mix) e 2 uL de SuperScript I11. As amostras foram agitadas delicadamente e incubadas a 25°C
por 10 minutos, em seguida a 50°C por 50 minutos e, finalmente, a 85°C por 5 minutos. As

amostras foram mantidas a -20°C até o uso.

3.11. Analise de expressdo génica por PCR quantitativo (QPCR)

Todas as reacdes de qRT-PCR foram realizadas em termociclador StepOnePlus Real-
Time PCR System (Applied Biosystems®), com primers especificos para os transcritos de
interesse (Tabela 3.1) desenhados com auxilio do programa Primer Express 2.0® (Applied
Biosystems®), sendo a deteccdo realizada por fluorescéncia de Sybr Green e em triplicata
técnica e experimental.

Para a reacdo de PCR em tempo real foram adicionados em cada po¢o de uma placa de
96 pogos 3 uL do c¢cDNA, 3 uL do mix de primers (forward e reverse para 0s genes de
interesse) para concentragdo final de 200 nM e 6 uL de SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems®, cat# 4309155), de forma que 0s mesmos respeitem pré-requisitos
otimizados para gPCR conforme aconselhado pelo fabricante e previamente padronizado no
laboratério. A quantificacdo relativa dos genes-alvo nas amostras foi determinada pelo
método AACt utilizando como controle enddgeno o gene humano de expressao constitutiva da

[-actina e GAPDH.
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Tabela 3.1. Sequéncias dos pares de primers forward (Fw) e reverse (Rv) utilizados nas reac6es
de PCR guantitativa em tempo real (QPCR).

Gene alvo Primers
SeqFw: 5° - TGGCTACACACCTGATCTGG - 3’
MMP-2
SeqRv: 5°— GAGTCCGTCCTTACCGTCAA -3’
MMP.-9 SeqFw: 5’ - TCTTCCCTGGAGACCTGAGA - 3’
- SeqRv: 5"~ TTTCGACTCTCCACGCATCT - 3°
FAK SeqFw: 5° — GCAATAGTGAGCCAACCACC -3’
SeqRv: 5° — ACTGAGGCGGAATCCATAGC - 3°
SeqFw: 5’ — GAGCCGCATCTTCTTTTGC - 3’
GAPDH [V

SeqRv: 5’ — CCATGGTGTCTGAGCGATGT -3’
ACTB SeqFw: 5" - GGCACCCAGCACAATGAAG -3’
(B-Actina)  [SeqRv: 5’ -~ CCGATCCACACGGGAGTACTTG - 3°
SeqFw: 5°-GCCCTTCCTCCCCAACTG -3’
IRl SeqRv: 5°- TCTTCTGCCGCACTTTTGAA -3’

SeqFw:5’- CCCAGGTGCGGGAGAGA -3’
SeqRv:5’- CAGCTCCAACTACCACAAGTTT - 3°

KRAS

3.12. Determinacao da concentracao e eficiéncia de primers

Para determinacdo da concentracdo ideal de cada par de primers a serem utilizados na
reacdo de PCR em tempo real foram testadas as concentracdes de 200, 400, 600 e
800nM. A concentracdo utilizada foi a menor concentracdo que apresentou curva de
dissociacdo com somente um pico e ndo apresentou variacdo do ciclo threshold quando

comparado as maiores concentragcfes analisadas.

Para determinacdo da eficiéncia de cada par de primers, apds a determinacdo da
concentracdo Otima, foi realizada uma reacdo de PCR em tempo real com dilui¢bes de
cDNA nas proporgdes 1:15, 1:30, 1:60, 1:120 e 1:240. Os resultados dos ciclos threshold
foram ent&o relacionados a concentracdo do cDNA correspondente, gerando um grafico. O
coeficiente angular da equacéo de reta gerada foi utilizado para calcular a eficiéncia de cada

par de primers, de acordo com a equacao a seguir:
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Ef = 101
Ef (%) = (Ef - 1) x 100%

3.13. Western Blot

5x10° células A549 ou H358 foram plaqueadas em placas de 60mm em meio de cultura
RPMI-1640 suplementado com 10% SFB. No dia seguinte, as células foram tratadas com
0,1% DMSO (controle) e Composto A 5uM por 30 minutos, lavadas com PBS, lisadas com
200 pL de tampao RIPA (1% IGEPAL, 1% SDS, 50 mM Tris pH = 7,5, 150 mM NaCl e
0,5% desoxicolato de sodio) suplementado com inibidores de proteases e fosfatases (1/100) e
transferidas para tubos de 1,5 mL. As solugdes foram sonicadas por 10 segundos e as
proteinas totais foram quantificadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976). 50 ug de
proteinas foram diluidas em tampdo de amostra 5%, incubadas por 10 min a 90-100 °C e
submetidas a fracionamento vertical em gel de poliacrilamida-SDS 10% (SDS PAGE). Ap6s
a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de PVDF. A membrana foi
entdo corada com Ponceau para confirmar a transferéncia. Em seguida, a membrana foi
bloqueada por 1 hora em solugdo contendo 5% de leite desnatado em TBS (50 nM Tris-Cl,
150 nM NaCl, pH = 7,6) contendo 0,1% Tween (TBST). Anticorpos primarios foram
utilizados de acordo com a tabela abaixo (Tabela 4.2). Os anticorpos primarios foram
diluidos em solugdo 2,5% BSA em TBST contendo 0,05% de azida sédica e os anticorpos
secundarios foram diluidos a 1/5000 em solucéo 5% leite desnatado em TBST (Tabela 4.3).
A membrana foi incubada com o anticorpo primario overnight, lavada por 10 min com TBST
por trés vezes, incubada com o anticorpo secundario por 1 hora, lavada com TBST e revelada
por reacdo de quimioluminescéncia. A deteccdo das bandas marcadas foi realizada através do

equipamento ChemiDoc MP Imaging System (BioRad®).
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Tabela 3.2. Anticorpos primarios utilizados nos experimentos de Western Blot.

Anticorpo Numero do . o - Anticorpo
Jeorp : Fabricante Diluicao D!
Primario catalogo Secundario
Fosfo-IkBa®e32 #2859 Cell Signaling 1:1000 Coelho
IxBa #9242 Cell Signaling 1:1000 Coelho
Fosfo-p655er336 #3033 Cell Signaling 1:1000 Coelho
p65 #3034 Cell Signaling 1:1000 Coelho
IKKB #2684 Cell Signaling 1:1000 Coelho
panRAS OP40 Merck Millipore 1:1000 Camundongo
GAPDH sc-25778 Santa Cruz 1:1000 Camundongo
a-Tubulina #2144 Cell Signaling 1:1000 Coelho

Tabela 3.3. Anticorpos secundarios utilizados nos experimentos de Western Blot.

5 i Numero do - i
Anticorpo Secundario : Fabricante Diluicao
catalogo
Coelho (HRP anti-rabbit) W4011 Promega 1:5000
Camundongo (HRP anti- w4021 Promega 1:5000

mouse)

3.14. Ensaio de invasdo e migracao celular transwell

As células H358 foram silenciadas para KRAS e IKK e como controle utilizamos o
siRNA controle (siCtrl), como mencionado no item 3.8. E ap0s 72h de silenciamento as
células foram tripsinizadas, contadas e ressuspendidas em meio RPMI livre de soro. No caso
do tratamento das células com o inibidor farmacologico de IKKB Composto A (CmpdA), as
células foram tripsinizadas, contadas e ressuspendidas em meio RPMI livre de soro apds 24h
de tratamento. ApGs ambos os tratamentos as celulas foram adicionadas a parte superior das
camaras bipartidas do tipo Transwell, utilizando cdmaras com poros de 8 uM em placa de 24
pocos (Corning, 3422) revestidas (ensaio de invasdo) ou ndo (ensaio de migracdo) com

matrigel. Na parte inferior da camara foi adicionado meio RPMI suplementado com 10%
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SFB, com o intuito de estimular a migracdo/invasao das células presentes na parte superior da
camara. Apés 24-48h horas de incubacdo, a cadmara superior de invasdo foi delicadamente
invertida, para remocdo do conteudo (células que ndo migraram/invadiram e meio de cultura).
Em seguida, as céelulas que migraram/invadiram (presentes na parte inferior da camara), foram
fixadas em paraformoldeido 4% em PBS, coradas com solugéo de cristal violeta. Imagens da
membrana foram adquiridas em aumento de 4X para determinar o numero de células que

migraram através de contagem do nimero de células e area ocupada pelo software Imaje J.

3.15. Ensaio de atividade de MMPs

Para a realizagdo deste ensaio foram utilizados kits colorimétricos “Biotrak Activity
Assay System” — GE Healthcare Life Sciences. A atividade da enzima MMP foi quantificada
usando um peptideo especifico cromogénico como substrato. Os padrdes e as amostras foram
incubados em pogos de microplacas pré-revestidas com anticorpo anti-MMP (MMP2 ou
MMP9). Dependendo do anticorpo, a MMP2 ou MMP9 presente nas amostras foi ligada aos
pogos, outros componentes da amostra que nao séo MMPs foram removidos através de uma
etapa de lavagem e aspiracdo. O substrato foi adicionado e a atividade da MMP quantificada
em espectrofotdmetro em Absorbancia de 405 nm. A concentragdo de MMP ativa nas
amostras foi determinada por interpolacdo com uma curva padréo especifica do kit utilizado

com concentragdes conhecidas de MMPs.

3.16. Ensaios de mestatase in vivo

Foram utilizados camundongos nude (Balb/c), de 4 semanas, provenientes do Biotério
Central da FMUSP, os quais foram gerados e mantidos no Biotério de Producdo e
Experimentacdo da FCF/IQ-USP e manipulados de acordo com protocolos aprovados pela

Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Quimica da USP.
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As linhagens celulares de adenocarcinoma pulmonar humano H358 pLUC clone F1 e
A549 pLUC clone B4 (ambas portadoras da forma oncogénica da KRAS), com e sem a
inibicdo da expressdo de KRAS e com e sem a inibi¢do da expressio de IKKp por
interferéncia de RNA, foram tripsinizadas, centrifugadas e ressuspendidas em meio de cultura
sem soro e mantidas em gelo até 0 momento da inoculacdo no animal. Cada animal foi
inoculado na cauda com 0.1 ml da suspensdo de células (contendo 1x10° células), apds
assepsia do local com etanol 70%. O monitoramento das metastases nos animais foi por in
vivo imaging através do equipamento IVIS Spectrum. O monitoramento teve inicio 50 dias
apos a inoculacdo das células. Quinze minutos antes da realizagdo do monitoramento, 0s
animais foram anestesiados com isofluorano (1-3%) e foi injetado por via intraperitoneal o
substrato D-Luciferina (150 mg/Kg em 1X PBS). Os animais foram sacrificados ap6s 120
dias por exsanguinagdo. Para tanto, os animais foram anestesiados com administragdo
intraperitoneal de Avertina (250mg/kg usando uma solucdo 1.25%). O estabelecimento da
anestesia foi monitorado por auséncia de reflexo ao “toe pinch” a ser realizado com uma
pinca. Uma vez a anestesia estabelecida, foi feita a abertura da cavidade peritoneal seguida da
resseccdo da veia porta, que permitird a exsanguinacdo pela por¢do inferior do corpo. Em
seguida abrimos a caixa toracica e fizemos a perfusdo pulmonar com paraformaldeido 4%
através do uso de uma bomba peristaltica. Os tecidos fixados foram envoltos em parafina e
seccionados a uma espessura de 5 micrdmetros. As amostras de tecido foram entdo coradas
com hematoxilina/eosina para avaliacdo da presenga de micrometéstases ndo detectaveis pelo

aparelho de imageamento.
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3.17. Analise estatistica

Todos os resultados estdo apresentados na forma de média + desvio padrdo ou através
de imagens representativas de 3 experimentos independentes. A analise estatistica foi
realizada utilizando-se o programa Prism 6 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
As diferencas entre os grupos foram determinadas por testes de amostras pareadas, como t-
student e andlise da variancia (ANOVA). Foram consideradas diferencas estatisticamente

significativas aquelas que tiveram valor de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Validacéo do efeito do Composto A por Western Blot nas linhagens A549 e H358
Nos experimentos mostrados a seguir, nds utilizamos um inibidor altamente especifico
para a quinase IKK[, denominado Composto A (Ziegelbauer et al., 2005). N6s validamos o
efeito deste inibidor por Western Blot através da avaliacdo da atividade de seus alvos como
p65 e IkBa ¢ p65 que sao alvos de IKKp. De fato, o tratamento de células da linhagem A549
e H358 com Composto A diminui a fosforilagcao de p65 e IkBa, indicando uma diminui¢ao na

atividade da quinase IKKp (Figura 4.1)

A549 H358
CA5  CAS CAS CAS CA5  CAS
C (15 min) (30 min) (60 min) C (15min) (30 min) (1h)
phospho-p65| TN st sm— Fosfo-IxBa - - —
POS| W— — o | D S S
o-Tubulina “”- a-Tubulina | S S— S— —

Figura 4.1. Valida¢io da inibicio farmacolégica de IKKp por Composto A. 5x10° células da
linhagem A549 e H358 foram plaqueadas em placas de 6 pogos e tratadas com 0,1% DMSO (C), 5 uM
de Composto A (CAS5) por 15, 30 e 60 minutos e lisadas para extracdo de proteinas. 50ug de proteinas
totais foram utilizadas e avaliadas por Western Blot para a atividade de IKKf. Os anticorpos utilizados
estdo indicados do lado esquerdo de cada figura.

4.2. A inibicao farmacolégica ou por interferéncia de RNA de IKKp reduz a expressao
de marcadores de metastase analisados por gPCR

Diversas moléculas essenciais para que o processo de metastase ocorra desempenham
um papel no processo invasivo e migratorio de células tumorais. Dentre as varias moléculas
existentes, decidimos estudar trés delas que sdo essenciais ao processo, sendo elas as
metaloproteinases de matriz MMP-2 e MMP-9 e a quinase FAK (Focal Adhesion Kinase).
MMP-2 e MMP-9 pertencem a uma familia de enzimas proteoliticas dependentes de célcio e

zinco, que estdo envolvidas em varios processos na progressdao do cancer, incluindo
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angiogénese, invasdao e metéstase (Hadlr-Olsen; Winberg; Uhlin-Hansen, 2013). As
MMPs sdo capazes de degradar as proteinas da matriz extracelular, bem como regular a
atividade de outras proteinases, fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e receptores
celulares (Nagase; Visse; Murphy, 2006). FAK é uma quinase com um importante papel na
sinalizacdo mediada por integrinas (Zhao; Guan, 2009; Brami-Cherrier et al., 2014).
Dessa forma, para avaliar se a quinase IKKP modula a expressdao de MMP-2, MMP-9 e FAK
nas células de adenocarcinoma pulmonar humano, nds tratamos as células A549 e H358 com
composto A nas concentracOes de 5 e 10 uM por 24 horas e avaliamos a expressdo destes
genes por PCR quantitativo. A inibi¢ao farmacoldgica de IKKp reduziu a expressao de genes
relevantes para o contexto do fendtipo metastatico, como FAK e MMP-9, sugerindo que
IKKB desempenha um papel importante na manutengdo das propriedades desse fenotipo,
sendo observado um comportamento semelhante em ambas as linhagens. Entretanto néo
houve diminuicdo na expressdo de MMP-2 com ambas as concentragcbes de composto A
(Figura 4.2). Para corroborar estes dados, n6s analisamos também a expressdo desses genes
nas mesmas linhagens apds a inibi¢cdo de KRAS e IKKf por interferéncia de RNA. A inibi¢ao
da expressao de IKKp por interferéncia de RNA reduziu a expressdo dos genes FAK e MMP-
9 na linhagem A549, sendo que a inibicdo de KRAS reduziu apenas a expressao de FAK. Ja
na linhagem H358, a inibi¢do da expressdo de KRAS e IKKf por interferéncia de RNA
reduziu a expressao do gene MMP-9 (Figura 4.3 A e B), mas ndo de FAK. NOs usamos
Western Blotting para validar a inibi¢do de IKKP e KRAS por interferéncia de RNA, e
observamos que a inibicdo foi eficiente em ambos 0s casos. Interessantemente, a inibicdo da
expressao de IKKP (downstream de KRAS) leva também a diminuicdo da expressdo de

KRAS (Figura 4.3C).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Winberg%20JO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23681802
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Uhlin-Hansen%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23681802
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Visse%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16405877
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Figura 4.2. A inibicdo farmacolégica de IKKp em células A549 e H358 reduz a expressio dos
genes FAK e MMP-9. Células (A) A549 e (B) H358 foram tratadas com 5 uM ou 10 uM de
Composto A por 24 horas. Posteriormente, a expressdo génica de FAK, MMP-2 e MMP-9 foi
analisada por gPCR. (Ctrl) 0,1% DMSO. Realizado o teste estatistico ANOVA em que 0s asteriscos
indicam *p<0.05, **p<0.01 e ns: ndo significativo.
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Figura 4.3. Inibicdo de IKKp por interferéncia de RNA em células A549 e H358 reduz a
expressao dos genes FAK e MMP-9. As células (A) A549 e (B) H358 foram transfectadas com
siRNA controle (siCtrl) ou siRNA para KRAS (siKRAS) ou para IKK (silKKf). Apés 72h foi
extraido o RNA. A expressdo dos genes indicados foi analisada por qPCR. O gene ACTB (que
codifica para B-Actina) foi utilizado como controle endégeno na normalizacdo da expressao.
Realizado o teste estatistico ANOVA em que 0s asteriscos indicam *p<0.05, ***<0.001 e ns: ndo
significativo. No caso da validacdo da transfeccdo do siRNA para KRAS e IKKfB por qPCR, foi
realizado o teste T-student em que os asteriscos indicam **p<0.01 e ***p<0.001 (C) Western Blot e
gPCR que mostra a diminuicdo da expressdo de KRAS por inibi¢do da expressdao de IKKp. No gPCR
foi realizado o teste T-student em que o asterisco indica *p<0.05.
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4.3. Avaliacdo da atividade de MMP-2 e MMP-9 através do kit “Biotrak Activity Assay
System”

Apos avaliar expressdo de MMP-2 e MMP-9 por gRT-PCR fomos avaliar a atividade de
MMP-2 e MMP-9 frente inibi¢do genética de KRAS e IKKf por interferéncia de RNA. Nos
utilizamos Kits colorimétricos (“Biotrak Activity Assay System” — GE Healthcare Life
Sciences) (ver métodos). Pudemos observar uma diminuicdo na atividade de MMP-2 e MMP-
9 frente a inibicdo de KRAS e IKKp apenas na linhagem H358. Entretanto, ndo observamos
diferenga significativa na atividade de ambas MMPs na linhagem A549, embora a atividade
de MMP2 apresente uma tendéncia a estar diminuida. A inibi¢do genética de KRAS e IKKf
foi validada por gPCR, sendo possivel observar pelos graficos a diminuicdo da expressao

desses genes (Figura 4.4).
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Figura 4.4. As células A549 e H358 foram transfectadas com siRNA controle (siCtrl) ou siRNA
para KRAS (siKRAS) ou para IKKp (siIKKB) por 72 horas. Superior: a analise da atividade
enzimatica de MMP-2 e MMP-9 nas células (A) A549 e (B) H358 realizada através do Matriz
Metalloproteinase-2 (MMP-2) e Matriz Metalloproteinase-9 (MMP-9) “Biotrak Actvity Assay
System” (GE Healthcare). Realizado o teste estatistico ANOVA em que o asterisco indica *p<0.05 e

ns: ndo significativo Inferior: validacdo da transfeccdo do SiRNA para KRAS e IKKf por gPCR. Foi
realizado o teste T-student em que os asteriscos indicam ***p<0.001.

4.4. Inibicao da atividade de IKKp com Composto A e inibicio da expressio de IKKp
por interferéncia de RNA modula a migracdo celular das células A549 de
adenocarcinoma pulmonar humano.

Em seguida, nos avaliamos o papel da IKKB no processo de migracdo das
células A549 em placas de Transwell. Nossos dados mostram que as células que foram
tratadas com Composto A apresentaram uma taxa muito menor de migracdo em relacdo as
células controle tratadas com DMSO, sendo evidenciado tanto pela quantificacdo do numero
de células, quanto pela quantificagdo da porcentagem da area ocupada do inserto (Figura
4.5A). Alem da inibigdo da atividade de IKKp através de um inibidor farmacologico, nds

também observamos uma taxa muito menor de migracdo em células transfectadas com
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siRNAs para KRAS e IKKf em relagéo as células transfectadas com siRNA controle (Figura
4.5B). Esse mesmo experimento foi realizado com a linhagem H358, mas essa linhagem néo
apresentou capacidade migratoria, mesmo quando aumentamos o tempo de ensaio de 24h para

72h ou aumentando o numero de células plaqueadas.
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Figura 4.5. Inibicdo da atividade ou expressio de IKKp promove uma diminui¢io da capacidade
migratoria das células A549. (A) Células A549 foram tratadas com Composto A por 24 horas e
posteriormente adicionadas a parte superior das cadmaras do tipo transwell. (B) Células A549 foram
transfectadas com siRNA controle (siCtrl) ou siRNA para KRAS (siKRAS) ou para IKKp (silKKp)
por 72 horas e adicionadas a parte superior das cdmaras do tipo transwell. Em ambos 0s experimentos
(A e B) ap6s 24 horas de incubacdo quantificamos as células que estavam presentes na parte inferior
da transwell como descrito em materiais e métodos. Parte superior: graficos representativos da analise
quantitativa dos dados. Parte inferior: imagens representativas. Realizado o teste estatistico ANOVA
em que o asterisco indica *p<0.05, ***p<0.001 e ns: ndo significativo (C) Validacao da transfecgdo do
siRNA para KRAS e IKKf por gPCR. Foi realizado o teste T-student em que os asteriscos indicam
***n<0.001.
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4.5. Inibicdo da atividade de IKKf com Composto A modula a invasiao das células A549
e H358 de adenocarcinoma pulmonar humano

A fim de identificarmos o papel da quinase IKK[ no processo de invasdo, realizamos
ensaio de invasdo em placas de Transwell com Matrigel com as linhagens A549 e H358.
Nossos dados mostram que as células que foram tratadas com Composto A apresentaram uma
taxa muito menor de invasdao em relacdo as células controle tratadas com DMSO, sendo
evidenciado tanto pela quantificacdo do nuimero de células, quanto pela quantificacdo da

porcentagem da area ocupada (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Inibicdo da atividade de IKKp promove uma diminuicio da capacidade invasiva.
Células (A) A549 e (B) H358 foram tratadas com Composto A por 24 horas e posteriormente
adicionadas a parte superior das camaras do tipo transwell. Apds 24 horas de incubacdo para a A549 e
48h para H358 quantificamos as células que estavam presentes na parte inferior da transwell como
descrito em materiais e métodos. Parte superior: graficos representativos da analise quantitativa dos
dados. Parte inferior: imagens representativas. Foi realizado a quantificacdo das imagens dos ensaios
de invasdo. Realizado o teste estatistico ANOVA em que o asterisco indica *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001 e ns: ndo significativo.

Estes dados demonstram uma importante participacdo da quinase IKKf no processo
de migracdo e invasdo tumoral in vitro. Além do papel de IKK[P nesses processos,
conseguimos observar através desses ensaios que a linhagem H358 possui capacidade de
invasdo, mas ndao de migracdo. Temos como hipdtese que esta linhagem necessita de algum
estimulo proveniente da matriz extracelular para conseguir migrar, visto que no ensaio de
migracdo em Transwell os insertos ndo possuem revestimento com nenhum tipo de proteina

de matriz extracelular.
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4.6. Selecdo dos clones A549-LUC e H358-LUC atraveés da avaliacdo da atividade de
Luciferase

Com o objetivo de avaliar o papel da IKKp na metastase in vivo, n0s geramos células
A549 e H358 expressando estavelmente luciferase. Para tanto, foi feita uma transfeccdo com
um plasmideo para expressar firefly luciferase (pGL4.51[luc2/CMV/Neo]) (Figura 4.7),
sequida da selecdo clonal com geneticina (G418). Os clones gerados foram validados de
acordo com a presenca de atividade da enzima luciferase medida através de um Kit
denominado “Luciferase Assay System” em que se usa 0 substrato da luciferase e a reagdo
qguimioluminescente é medida pelo luminémetro (Figura 4.8). Posteriormente os clones com
atividade de luciferase positiva foram validados através do equipamento de imageamento VIS

Spectrum.
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Figura 4.7. Vetor de expressdo pGL4.51[luc2/CMV/Neo] da Promega.
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Figura 4.8. Validagéo da atividade de luciferase nos clones obtidos na sele¢do clonal. Inferior: os
clones gerados da linhagem (A) A549 e (B) H358. Superior: grafico que demonstra a quantificagdo
realizada no lumindmetro, da atividade de luciferase em luminescéncia relativa (RLU) nos clones
testados.

4.7. Avaliacdo da presenca de metastases em camundongos Balb/c nude submetidos a
injecdo do clone A549 pLUC B4 pela veia da cauda com inibicdo da expressao de KRAS
e IKKp por interferéncia de RNA

Para o primeiro ensaio de metastase in vivo usamos o clone gerado da linhagem A549
pLUC B4, com e sem a inibicdo da expressdo de KRAS e com e sem a inibicdo da expressao
de IKKp por interferéncia de RNA. Antes da inoculagdo nos camundongos, fizemos uma
validagdo da inibicdo da expressdo de KRAS e IKKp através de qPCR e Western Blotting
(Figura4.9A e B).

Além disso, fizemos também a validacdo da atividade de luciferase do clone utilizado
através do plagueamento de duas densidades celulares (1x10° e 5x10° células) em placa de 6
wells. Adicionamos o substrato D-Luciferina (0 mesmo usado nos animais) nas células e
analisamos a luminescéncia pelo IVIS confirmando que as células sdo capazes de produzir

luminescéncia nestas densidades (Figura 4.9 C).
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Figura 4.9. Valida¢ido da inibicio de KRAS e IKKp por RNA de intereferéncia no clone A549
pLUC B4. (A) Analise da expressdo génica dos genes IKKp e KRAS por qPCR na linhagem A549
pLUC B4 transfectada com siRNA para IKKp (siIKKp) ou KRAS (siKRAS), comparadas as mesmas
celulas transfectadas com siRNA controle sem homologia a genes humanos conhecidos (siCtrl).
Actina foi usado como controle endégeno para normalizacdo da expressao. Foi realizado o teste T-
student em que os asteriscos indicam **p<0.01. (B) Anélise da eficiéncia de inibi¢do da expresséo por
interferéncia de RNA de IKKP e KRAS por Western blot, mostrando a redug@o da expressdo de IKKf
e KRAS. (C) Validacéo da atividade de luciferase no clone A549 pLUC B4, em duas concentragdes
celulares 1x10° e 5x10°. A imagem foi realizada no equipamento 1VIS Spectrum.

ApoOs estas validacGes prosseguimos com a injecdo das células pela veia da cauda de
camundongos nude (Balb/c). Cada animal foi inoculado na cauda com 0.1 ml da suspensao de
células (contendo 1x10° células). Os animais foram divididos em 3 grupos da seguinte forma:
5 animais inoculados com células transfectadas com siCtrl, 5 animais inoculados com células
transfectadas com siKRAS e 5 animais inoculados com células transfectadas com silKKp.
Apos 50 dias da inoculagdo das células foi realizado o monitoramento das metastases através
de imageamento in vivo pelo equipamento IVIS Spectrum, com administracdo por via
intraperitoneal do substrato D-Luciferina quinze minutos antes da realizagdo do

monitoramento, sendo obtido as seguintes imagens (Figura 4.10A).
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Como apo6s 50 dias ndo foi possivel observar nenhuma luminescéncia significativa
proveniente das células injetadas, realizamos um novo imageamento in vivo 116 dias apos a
inoculacdo das células, sendo possivel observar o aparecimento de um tumor na regido do
maxilar e pescogo em um dos 5 animais que receberam células transfectadas com silKKf

(Figura 4.10B).
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Figura 4.10. Imagens obtidas do VIS Spectrum de camundongos nude balb/c. (A) Os animais
foram inoculados pela veia da cauda com as células A549 pLUC B4 com inibicdo da expressao por
interferéncia de RNA de IKKP e KRAS e, ap6s 50 dias da inoculagdo, comparados ao animal que
recebeu células transfectadas com siRNA controle sem similaridade com genes humanos conhecidos
(siCtrl) e animal controle negativo, o qual ndo recebeu nenhum tipo de célula. (B) Apds 116 dias da
inoculacdo o animal que possui inibicdo da expressdo de IKKf apresentou sinal de luminescéncia na
regido do maxilar, o que indica a presenca de tumor.
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Uma vez que mesmo apds 116 dias, nenhum tumor foi observado no grupo controle
(siCtrl), resolvemos submeter os animais a eutanasia para coleta dos pulmdes para fazer uma
analise histologica afim de avaliar se houve o estabelecimento de micrometastases com

densidade celular muito baixa para deteccéo pelo aparelho VIS Spectrum.

Atraveés da coloragdo com HE conseguimos perceber tanto nos animais que receberam
células com siCtrl, quanto nos animais com siKRAS e silKKp, a presenca de células atipicas,
com irregularidades no tamanho e forma, aumento da relacdo nucleo/citoplasma, polaridade
alterada e nucleo hipercorado (Figura 4.11). Com essas caracteristicas celulares tipicas de

neoplasias, podemos inferir que ha o inicio de formacéo de micrometéstases.
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Figura 4.11. Analise histoldgica de laminas dos pulmdes dos animais do primeiro experimento de
formacdo de metastases in vivo coradas com Hematoxilina/Eosina. As imagens representam a
presenca de células atipicas (indicadas pela seta preta e pelo circulo em vermelho) que conferem a
presenca de tumores nos pulmdes coletados dos animais siCtrl (A), sSiKRAS (B) e silKKf (C).
Aumento 20x (lado esquerdo), aumento 40x (lado direito).

Infelizmente ndo foi possivel coletar material do Unico animal que apresentou formacéo

tumoral, pois 0 animal veio a morte antes da coleta.

Ao mesmo tempo em que este experimento estava em andamento, demos inicio ao
segundo experimento com a linhagem H358 pLUC F1, que apresentava uma atividade de
luciferase maior que a linhagem A549 pLUC B4. Dados os resultados desanimadores com a

linhagem A549, resolvemos fazer uma diluicdo seriada das células para detecgdo no IVIS para
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determinar o nimero minimo de células que conseguem ser detectadas pelo aparelho. Para
isto densidades celulares diferentes (1x10°; 5x10°; 1x10°; 5x10%; 1x10* e 5x10° células) foram
plaqueadas em placa de 24 wells. Adicionamos o substrato D-Luciferina nas células e
analisamos a luminescéncia pelo IVIS confirmando que as células sdo capazes de produzir
luminescéncia (Figura 4.12). Com este ensaio conseguimos perceber que o sinal de
luminescéncia é dependente da densidade, sendo necessario pelo menos 5x10* células para

haver deteccdo de um sinal robusto de luminescéncia.
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Figura 4.12. Validacdo da atividade de luciferase no clone H358 pLUC F1. Em densidades
celulares diferentes 1x10°; 5x10%; 1x10% 5x10% 1x10* e 5x10° células. A imagem foi realizada no
equipamento IVIS Spectrum.

4.8. Inoculacéo do clone H358 pLUC F1 no flanco para avaliar crescimento tumoral
Além disso, resolvemos fazer uma validagdo de que tumores formados por estas células

seriam passiveis de deteccdo in vivo. Para tanto, fizemos inocula¢do subcutanea para gerar

tumores xenograficos de 1x10° células no lado direito e 5x10° no lado esquerdo de um

camundongo nude (Balb/c) e, apds 56 dias da inoculacédo, foi feito o imageamento in vivo.
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Com este ensaio conseguimos concluir dois parametros: o clone H358 pLUC F1 possui a

capacidade de formar tumor e possui atividade de luciferase (Figura 4.13).

Figura 4.13. Imagens obtidas do IVIS Spectrum. O camundongo nude balb/c com inoculagdo da
linhagem H358 pLUC F1 sem tratamento, do lado direito foi inoculado 1x10° e do lado esquerdo
5x10°. Primeira imagem animal em decUbito dorsal e segunda imagem animal em decubito ventral.

Apds estas validacBes prosseguimos com o experimento de metéstase in vivo.
Primeiramente, realizamos a transfec¢do desta linhagem com os siRNAs de interesse (siCtrl,
siKRAS e silKKp) e fizemos a validagdo da inibigdo de expressdo de KRAS e IKKp através
de qPCR e Western Blotting (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Validacgio da inibicio de KRAS e IKKp por RNA de intereferéncia no clone H358
pLUC F1. Superior: analise da expressdo génica dos genes IKKP e KRAS por qPCR na linhagem
H358 pLUC F1 transfectada com siRNA para IKKf (siIKKf) ou KRAS (siKRAS), comparadas as
mesmas células transfectadas com siRNA controle sem homologia a genes humanos conhecidos
(siCtrl). Actina foi usado como controle enddgeno para normalizacdo da expressdo. Foi realizado o
teste T-student em que os asteriscos indicam *p<0.05. Inferior: Andlise da eficiéncia de inibicdo da
expressdo por interferéncia de RNA de IKKP e KRAS por Western blot, mostrando a reducdo da
expressdo de IKKp e KRAS.

Uma vez que determinamos a inibicdo dos alvos de interesse, prosseguimos com a
inoculacdo pela veia da cauda de camundongos nude (Balb/c), com 0.1 ml da suspensdo de
células H358 pLUC F1 (contendo 1x10° células) transfectadas com siRNAs de interesse. Os
animais foram divididos em 3 grupos experimentais da seguinte forma: 5 animais siCtrl, 5

animais siKRAS e 5 animais IKK}.

Ap0s 58 dias da injecdo das células foi feito o primeiro imageamento in vivo, sendo
detectado sinal de luminescéncia apenas em um animal que recebeu células com inibi¢do de

IKK, apresentando novamente um tumor na regido do maxilar e pescogo (Figura 4.15).
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Figura 4.15. Imagens obtidas do VIS Spectrum de camundongos nude balb/c. Os animais foram
inoculados pela veia da cauda com as células H358 pLUC F1 com inibigdo da expressdo de IKKf e
KRAS por interferéncia de RNA comparados ao animal que recebeu células transfectadas com siRNA
controle sem homologia a genes humanos conhecidos (siCtrl).

Esse experimento estd em andamento, pois serdo feitas novas imagens dos animais
com mais tempo de espera para concluir se mais algum animal ird desenvolver metéstases
detectaveis através da luminescéncia. O animal com H358 pLUC siIKKp que desenvolveu
metastase, foi submetido a eutanasia e tanto os pulmdes quanto o tumor da regido maxilar

foram coletados para analise histologica.

Como podemos observar pelas imagens, o tumor na boca possui uma grande
quantidade de células neoplasicas sem uma delimitacdo bem definida, de acordo com as
caracteristicas celulares ja descritas anteriormente (Figura 4.11), além do tumor na boca, 0s
pulmdes desse animal apresentaram a presenca de micrometastases que nao foram detectaveis

no imageamento (Figura 4.16).



83




84

ki

Pulmao direito sil

Figura 4.16. Analise histolégica de laminas do tumor da boca e pulmes do animal H358 pLUC
silKKp coradas com Hematoxilina/Eosina. As imagens representam a presencga de células atipicas
(indicadas pela seta preta) que conferem a presenca de tumores. Ha grande quantidade dessas células
sem uma delimitacdo bem definida na boca (A) e presenca de micrometastases nos pulmdes esquerdo
(B) e direito (C). Aumento 20x (lado esquerdo), aumento 40x (lado direito).

Este resultado de formacao de metéastase em 20% dos animais com inibi¢do de IKKf ¢
um resultado inesperado e ainda ndo sabemo se € um resultado estocastico ou real. O
resultado ¢ inesperado, ndo s6 pelo fato de ocorrer no grupo experimental silKKf, mas
também pelo local anatbmico do tumor, uma vez que € reportado na literatura que células
inoculadas na veia da cauda, quando invasivas, tendem a formar metéastases pulmonares,
sendo este ensaio muitas vezes designado de “Lung Seeding Assay”. De qualquer forma, estes
animais serdo mantidos vivos por mais tempo para avaliarmos se outros animais deste grupo

experimental ou de outros grupos desenvolvera metastase.

A dificuldade de observacdo de metastases nos nossos experimentos (inclusive nos
controles) pode se dever tanto ao fato da densidade celular ser muito baixa para deteccéo,
quanto ao fato dos camundongos Nude apresentarem imunidade inata. Iremos repetir este

experimento com camundongos da linhagem Nod/SCID que apresentam menor imunidade.
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5. DISCUSSAO

No céancer de pulmdo as alteracbes genéticas mais encontradas sdo mutacdes no
oncogene KRAS. Apesar disso e de estudos intensos nesta area, ainda nao existem terapias
efetivas disponiveis, que possam ser capazes de inibir diretamente a atividade de KRAS
(Adjei, 2008). Como as abordagens de inibicdo direta de KRAS até 0 momento ndo foram
bem sucedidas, uma abordagem alternativa de inibicdo dessa GTPase é a inibicdo indireta de
KRAS, através do conhecimento e entendimento dos seus efetores downstream. Esta
abordagem tem sido um verdadeiro desafio, ja que KRAS é responsavel por regular diversas
vias que influenciam o fen6tipo oncogénico. Com isso, acredita-se que uma maneira efetiva

de se inibir KRAS mutante envolvera a inibicdo combinada de alguns efetores criticos.

Ja foi visto em estudos anteriores que a tumorigénese pulmonar pode ser promovida
através da ativacdo do fator de transcricdo NF-kB por KRAS mutante, e que esta ativagdo ¢
dependente da quinase IKK[P (Basséres et al., 2010). J& se sabe que KRAS oncogénica é
capaz de promover ndo s6 a iniciacdo tumoral, mas também um fendtipo metastatico
(Pylayeva-Gupta et al., 2011; Chan; Chen, 2012; Uekita et al., 2014) e que o0 NF-xB ¢
capaz de promover metastase em diferentes modelos tumorais, através do aumento da
expressao de 1L-8 e MMPs (Huang et al., 2001; Raychaudhuri; Vogelbaum, 2010; Wu;
Zhou, 2010; Lin et al., 2011; Long et al., 2012; Shi et al., 2015). Além disso, vérios estudos
ja demonstraram a relevancia de IKKp na oncogénese, através de estratégias distintas de
inibicado de IKKP, provando que a inibicdo de IKKP ¢ capaz de reduzir a tumorigénese
pulmonar, a proliferacdo celular e a progressdo do tumor para graus histoloégicos mais
avancados (Xia et al., 2012; Basseres et al., 2014). Mas ainda ndo se conhece a importancia
de IKKP na metastase induzida por KRAS, sendo o entendimento da progressdao da doenca

para uma doenca metastatica de suma importancia, pois a metastase € o maior fator limitante
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na sobrevida dos pacientes com céancer de pulméo, sendo na grande maioria dos casos a

principal causa de Obito desses pacientes.

A partir desses indicios nds postulamos duas hip6teses centrais para 0 nosso trabalho:
(1) IKKp ¢ capaz de promover a capacidade metastatica tumoral induzida por KRAS no
pulméo; e (2) a inibicdo de IKKP ¢é capaz de reduzir a capacidade invasiva celular e
metastatica tumoral. Desta forma, primeiramente nds nos propusemos a avaliar se a inibi¢do
de IKKp afeta a migragdo e invasdo em células positivas para mutagdo em KRAS, A549 ¢

H358 (objetivo especifico 1).

Inicialmente, avaliamos, em células pulmonares portadoras de mutacdo em KRAS, se
IKKp estd envolvida na regulagdo da expressdo e atividade de metaloproteinases de matriz
(MMP-2 e MMP-9), que ndo soO sao reguladas pelo NF-kB, mas também estdo relacionadas
aos processos de migracdo e invasdo envolvidos na metéstase. Por exemplo, essas MMPs
estdo relacionadas ao fendtipo maligno de tumores pulmonares, incluindo tumores mediados
pela KRAS oncogénica (Deryugina; Quigley, 2006; Kessenbrock et al., 2010; Li et al.,
2015; Khalid et al., 2016). Alem disso, a regulacdo da expressao e atividade dessas MMPs é
realizada através de citocinas e fatores de crescimento que ativam vias como STAT-3 e NF-
kB (Banerjee; Resat, 2016; Chao et al., 2017). Interessantemente, um estudo demonstrou
gue um composto do extrato de folhas da espécie Punica granatum é capaz de reduzir a
invasdo e migracdo de linhagens celulares de NSCLC através da inibicdo de MMP-2 e MMP-
9 (Li et al., 2016). Ademais, testes com um composto denominado de Timosaponin Alll
(TAIII), que é capaz de inibir a ativacdo de ERK1/2 e a via Src/FAK na linhagem celular
A549, demonstrou reduzir os niveis de expressdo dessas MMPs, tanto a nivel de RNA
mensageiro, quanto a nivel proteico. TAIIl demonstrou efeitos anti-migratérios e anti-
invasivos, sugerindo uma relacdo direta entre esses processos e as MMPs (Jung et al., 2016).

Finalmente, a ativagéo e translocagdo nuclear de NF-xB, pela via candnica, contribui para a
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ativacdo de MMP-2 e MMP-9. A ativacdo dessas MMPs possuem um papel essencial para

invasdo e metastase (Karin; Greten, 2005; Basseres; Baldwin, 2006; Chao et al., 2017)

De acordo com a nossa premissa de que a IKKp afeta a expressdo e atividade destas
MMPs, a inibi¢ao de IKKp por diferentes abordagens diminuiu a expressio de MMP-9 nas
celulas A549 e H358, e diminuiu a atividade de MMP9 na linhagem H358 (Figuras 4.2; 4.3 e
4.4). Embora ndo tenhamos observado diminuicdo na expressdéo de MMP-2 nas nossas
linhagens, observamos uma diminuigdo significativa na atividade de MMP-2 na linhagem
H358 e uma tendéncia a diminuicdo da atividade de MMP-2 na linhagem A549 (Figura 4.4).
O fato de ndo conseguirmos observar uma reducdo significativa na atividade das MMPs apds
a inibi¢do de IKKp na linhagem A549 pode estar relacionada a esta linhagem possuir o
supressor tumoral p53 normal, enquanto a linhagem H358 apresenta p53 deletado (p53 null),
uma vez que ja se demonstrou que as células tumorais com perda de p53 sdo mais sensiveis a
inibicdo de IKKP (Kawachi et al., 2008; Basséres et al., 2014). Ja o fato de ndo
conseguirmos observar a regulacdo da expressdao de MMP-2 por IKK pode estar relacionado
ao fato de que em NSCLC, a expressaio de MMP-2 é principalmente localizada em
fibroblastos. Durante a degradacdo da matriz extracelular pela MMP-2, as células tumorais e
fibroblastos séo altamente cooperativos um com o outro na secrecdo dessa MMP (Nawrocki
et al., 1997). Esse fato pode indicar que a quantificacdo da atividade dessa MMP pode ser
mais dificil, pois a sua secrecdo e producédo depende de todo o microambiente envolvido. Por
outro lado, IKKf tem um importante papel na regulacao da quinase Aurora A, o qual regula a
progressao do ciclo celular e manutencdo da bipolaridade do fuso, a reducdo na atividade de
IKKp leva a um aumento na quantidade de Aurora A (Irelan et al., 2007). O knockdown de
AURKA é capaz de reduzir a expressdo de MMP?2 in vitro (Zhang et al, 2011; Zhang et al,
2012), demonstrando que pode haver um aumento da expressao de MMP-2 com a inibicao de

IKKB, que pode estar associado a ativacdo de outas vias que nao IKKP/NF-kB. Mas de
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qualquer forma, a IKKp parece regular positivamente a atividade de MMP2

independentemente da regulagéo da expressao.

Nos adicionamos ao nosso Objetivo Especifico 1 o estudo de uma tirosina quinase
citoplasmatica com um importante papel na sinalizacdo mediada por integrinas denominada
de FAK, que esta intimamente relacionada ao processo de adeséo celular. Fomos avaliar se
IKKpB era capaz de regular essa quinase, devido a alguns fatores ja descritos em outros
trabalhos. FAK é responsavel por promover progressdao tumoral e metastase através da
regulacdo de efeitos celulares como motilidade, invasao, sobrevivéncia e proliferagéo (Lee et
al., 2015). Ja foi demonstrado que a fosforilacdo de FAK na Y925 faz com que FAK seja
ativado pela via de RAS, e a sinalizacdo de FAK é um requisito para a manutencéo de
adenocarcinomas dependentes de KRAS (Konstantinidou et al., 2013). Além disso, NF-xB e
p53 sdo fatores de transcricdo ja bem caracterizados que ativam e reprimem, respectivamente,
a transcricdo de FAK (Corsi et al., 2006; Cance; Golubovskaya, 2008; Sulzmayer; Jean;
Schlaepfer, 2014). Finalmente, FAK é capaz de regular as MMPs através das vias MAPK e
PI3K/Akt (Hu et al., 2003; Bera et al., 2013; Merchant et al., 2017), sendo que a atividade
de FAK aumenta a expressdao de MMP-9 e metéstase espontanea em carcinoma de mama
(Mitra et al., 2006). Consistente com estes relatos, nés observamos que, tanto a inibicao
farmacologica, quanto a inibicdo genética de IKKf reduziu a expressdo de FAK (Figuras 4.2
e 4.3), corroborando a nossa hipotese de que IKKf participa da regulagdo de FAK e sugerindo

que IKKp desempenha um papel importante na promogado do feno6tipo invasivo e metastatico.

Para avaliar diretamente a contribuicdo da IKKP para um fenotipo migratorio e
invasivo, nos avaliamos se a inibi¢do da IKKf nas células A549 e H358 era capaz de modular
a migracao e invasao celular. Nos observamos que a inibi¢do de IKKp foi capaz de reduzir a
migracdo da linhagem A549 e a capacidade invasiva de ambas as linhagens (Figura 4.5 e

4.6). Nao foi possivel avaliar a capacidade migratdria da linhagem H358, pois essa linhagem
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ndo apresentou capacidade migratoria, mesmo quando aumentamos o0 tempo de ensaio ou 0
namero de células plaqueadas. Uma possivel explicacdo para a auséncia de migracao é que a
linhagem H358 pode necessitar de uma sinalizacdo desencadeada por proteinas de matriz
extracelular para desencadear sua motilidade, uma vez que a linhagem possui capacidade

invasiva, mas ndo migratdria.

De qualquer forma, estes resultados sdo consistentes com 0s resultados anteriores
mostrando que a IKKP promove expressao e/ou atividade de MMPs e FAK ¢ sdo apoiados
por estudos que mostram que as vias de RAS e IKKP promovem a expressdo de outros fatores
pré-metastaticos. Por exemplo, RAS promove angiogénese tumoral induzindo a secrecdo de
IL-8 (Sparmann; Bar-Sagi, 2004; Sunaga et al., 2014), uma citocina que também ja foi
implicada em promover metéstase (Liu et al., 2010). A IL-8, ndo s6 é um gene alvo do NF-
kB (Stein; Baldwin, 1993), mas também, em células pulmonares transformadas por KRAS, a

expressdo de IL-8 depende de IKKf (Basséres et al., 2010).

Embora a avaliagdo do efeito da inibi¢do da IKK[ sobre a capacidade migratoria e
invasiva celular seja importante na caracterizagdo da IKKf como um alvo terapéutico anti-
metastatico, € importante avaliar em um modelo tumoral in vivo se a inibi¢do da IKKf reduz a
formacdo de metastases. Portanto em nosso Objetivo Especifico 2, nés fomos avaliar como a
inibicao de IKKp afeta a capacidade metastatica de células portadoras de mutagdes em KRAS
in vivo. Para a realizacdo deste objetivo, utilizamos as células A549 e H358, geneticamente
modificadas para expressar constitutivamente a luciferase de vagalume (firefly luciferase)
(Figura 4.8).

Com ambas as linhagens, obtivemos um resultado inesperado, pois esperavamos
formacdo de mestéastases nos animais controle e uma diminuicdo no numero de metastases
desenvolvidas nos animais que receberam células com siIKKf ou siKRAS. Entretanto s

observamos formacgdo demetéstase em dois animais com inibi¢do de IKKp (Figura 4.10B e
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4.15) até o momento. Este resultado é inesperado, ndo sé pelo fato de ocorrer no grupo
experimental silKKf, mas também pelo local anatomico do tumor, sendo localizado na regido
da cabega mais proximo ao maxilar, ndo possuindo uma delimitagdo bem definida, uma vez
que é reportado na literatura que células inoculadas na veia da cauda, quando invasivas,
tendem a formar metéstases pulmonares, sendo este ensaio muitas vezes designado de “Lung
Seeding Assay”.

Embora a IKKP possa ter efeito superessor tumoral (Page et al., 2017), ela ja foi
amplamente implicada em promover a oncogénese mediada por KRAS, inclusive a
oncogénese pulmonar (Xia et al., 2012; Basseres et al., 2014). Além disso, nossos resultados
in vitro apontam para um papel pro-metastatico da IKKB. Como até o momento s
observamos o desenvolvimento de macrometastase em 1 animal de cada grupo silKKf (um da
linhagem A549 e um da linhagem H358), acreditamos que este foi um resultado estocastico
sem implicar causalidade entre a perda de IKKf e a formagdo de metastases. Isto é reforgado
pelo fato de macrometastases ndo terem sido observadas no grupo controle, que serviriam de
referéncia para as comparagdes com 0s grupos experimentais. Estes resultados desanimadores
podem se dever ao modelo animal utilizado (camundongos Nude), que embora atimicos, ou
seja deficientes em células T eles possuem um aumento compensatério da imunidade inata,
particularmente as células Natural Killer (NK) e macréfagos que podem portanto limitar o
crescimento do tumor e prevenir metastases (Talmadge et al., 1980; Habu et al., 1981),
impedindo que obtenhamos resultados confiaveis. Por outro lado, o aparecimento destes dois
animais com metéastase indica que ndo foi a auséncia de capacidade metastatica das células
utilizadas que resultou na auséncia de formagdo de mestastases. Na verdade, a detecgdo de
micrometastases pulmonares nos animais de todos 0s grupos experimentais, que nao foram

detectadas por imageamento in vivo (Figura 4.11 e 4.16), sugere que metastases pequenas
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podem estar sendo formadas nos animais, mas que as mesmas ndo atingiram o ndmero de

células necessérias para deteccdo (Figura 4.12).

Além dessas analises histologicas, para poder quantificar a quantidade de células
neoplasicas presentes nos pulmdes dos camundongos, seria interessante fazer um estudo
imunoistoquimico com o anticorpo anti-Luciferase. Entretanto, o anticorpo que possuimos €
um anticorpo policlonal,que apresenta muitas marcacdes inespecificas em ensaio de Western

Blotting, o que limita a sua utilizagdo na analise imunoistoquimica.

Uma outra forma de resolver este problema é repetir este experimento com animais
NOD/SCID (do inglés nonobese diabetic-severe combined immunodeficiency), que
apresentam maior imunossupressdo, pois sdo deficientes em células T e B e ndo possuem o
mesmo mecanismo compensatorio que os camundongos Nude (Talmadge et al., 2007)

possibilitando o aparecimento de metastases de forma mais eficiente.

Em conclusdo, embora ainda ndo tenhamos conseguido obter validacdo in vivo, 0s
nossos resultados in vitro e outros projetos ja realizados no laboratério mostrando que a
inibicdo de IKKB diminui a populacdo de células iniciadoras de tumor (CITs) (Rodrigues F.
S. Explorando a quinase IKKB como um alvo terapéutico para células iniciadoras de
tumor pulmonares induzidas pelo oncogene KRAS. Dissertacdo de Mestrado.
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2018) apoiam a nossa hipotese de que a IKKp
promove propriedades migratérias e invasivas das celulas tumorais e, desta forma, contribui

para a disseminagdo metastatica.
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6. CONCLUSOES

Sumarizando todos os resultados obtidos neste trabalho, observamos que:

a) A inibi¢do farmacolégica de IKKp reduz a expressdo de genes relevantes para o contexto
do fenotipo metastatico, como FAK e MMP-9 em células A549 e H358, sugerindo que IKKf3

desempenha um papel importante na manutencdo das propriedades desse fenétipo;

b) A inibicdo da expressdo de IKKP por interferéncia de RNA reduz a expressdo dos genes

FAK e MMP-9 na linhagem A549;

¢) A inibi¢ao da expressdo de KRAS e IKKp por interferéncia de RNA reduz a expressdo do

gene MMP-9 na linhagem H358;

d) A inibi¢ao genética de KRAS e IKKf diminui a atividade de MMP-2 e MMP-9 apenas na

linhagem H358;

e) A inibicdo farmacoldgica e a inibicdo da expressdo de IKKP por interferéncia de RNA

reduz a migracdo de células A549;
f) Inibi¢ao farmacologica de IKKP modula a invasdo das linhagens A549 e H358;

g) Ocorreu o aparecimento de metastases no ensaio in vivo em animal de cada grupo que
receberam as células A549 pLUC B4 e H358 pLUC F1 com inibicio de IKKP por

interferéncia de RNA;

h) Em analises histologicas dos pulmdes coletados dos animais foi observado a presenca de
micrometastases, mas ndo foi possivel a avaliacdo do papel de IKKB na formacdo de

micrometéastases.
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