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CELULAR, RESISTENCIA AS DROGAS E NO PROGNOSTICO NO CANCER DE MAMA

RESUMO

O céancer de mama é o tipo tumoral que mais acomete as mulheres no Brasil e no mundo, além de
causar elevadas taxas de morbidade e mortalidade. Essa neoplasia tem como importante
caracteristica o desbalanco entre proliferacdo e morte celular. Nesse contexto, se insere a XIAP,
uma proteina inibidora da apoptose (IAP), que exerce sua funcgéo antiapoptdtica através da ligacao e
inibicdo de caspases, bem como ubiquitinacdo de proteinas-alvo. A XIAP é encontrada
principalmente na porcdo citoplasmatica tanto em células tumorais quanto em ndo neoplasicas,
porém estudos mostram que também é possivel detectar a sua expressdo no nucleo. Dados prévios
do nosso grupo mostram que a XIAP pode estar localizada tanto no citoplasma quanto no nucleo em
pacientes com cancer de mama, porém ndo ha muitos relatos acerca dos papéis exercidos pela XIAP
em diferentes compartimentos celulares. O objetivo do presente estudo é elucidar o impacto da
XIAP e sua localizacdo subcelular na proliferacdo celular, resisténcia as drogas e no prognostico no
cancer de mama. Nossos dados mostram que todas as linhagens celulares investigadas apresentaram
XIAP citoplasmatica, exceto as células MCF-7 DoxR, resistentes a doxorrubicina (dox), que
também apresentaram XIAP na fracdo nuclear, como avaliado por fracionamento subcelular e
Western blotting. Pelos ensaios de MTT e clonogénico, observamos que o tratamento com a dox
diminuiu a viabilidade celular e a capacidade de formacao de coldnias nas células MDA-MB-231 e
MCF-7, porém o mesmo resultado n&o foi observado nas células MCF-7 Dox", sugerindo que a
localizacdo nuclear de XIAP esteja associada ao fendtipo de resisténcia a dox. Corroborando esses
achados, as células MCF-7 Tax", resistentes ao paclitaxel, apresentaram expressdo nuclear de
XIAP, confirmando uma possivel correlacdo da presenca de XIAP nuclear com o perfil de
resisténcia aos quimioterapicos utilizados no tratamento do cancer de mama, independentemente do
mecanismo de acdo. Além disso, o tratamento com as drogas néo alterou a localizacdo subcelular de
XIAP em nenhuma das células testadas. Adicionalmente, a inducao da superexpressao dos mutantes
XIAPARING o x| APNES CM o transfeccdo transiente, onde é possivel detectar expressdo de XIAP
nuclear, resultou no aumento da capacidade proliferativa das células MCF-7, como examinado pela
contagem de células, ensaio clonogénico e de viabilidade celular. De maneira consistente, a inducao
de XIAP no nulcleo promoveu a resisténcia ao tratamento com dox, confirmando os nossos achados
prévios referentes a presenca da XIAP no nucleo de células quimiorresistentes. Por fim, a analise de
curvas de Kaplan-Meyer revelou que a localizagdo nuclear da XIAP conferiu um progndstico
adverso nas pacientes negativas para receptores hormonais, enquanto que a presenca de XIAP
citoplasmatica conferiu uma tendéncia ao melhor progndstico nas pacientes desse subgrupo. De
acordo, a expressao de XIAP citoplasmatica foi associada a idade igual ou superior a 50 anos e ao
tamanho de tumor T1, fatores de progndstico favoravel no cancer de mama. Em conjunto, nossos
dados mostram que a expressdao de XIAP pode ser encontrada em diferentes compartimentos
subcelulares em linhagens celulares e amostras de pacientes com cancer de mama, estando a
presenca de XIAP no nucleo associada a um fendtipo de maior proliferagéo e resisténcia as drogas
in vitro, além de um progndstico desfavoravel em pacientes com cancer de mama negativas para
receptores hormonais.

Palavras-chave: Cancer de mama; localizacdo subcelular de XIAP; XIAP nuclear; proliferacéo
celular; resisténcia as drogas; prognostico.
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PROLIFERATION, DRUG RESISTANCE AND PROGNOSIS IN BREAST CANCER

ABSTRACT

Breast cancer is the most incident malignancy in women in Brazil and worldwide, and causes
high rates of morbidity and mortality. The alteration in the balance between proliferation and cell
death is a hallmark of this tumor. In this context, XIAP emerges as an inhibitor of apoptosis
protein (IAP) which exerts its antiapoptotic function through the binding and inhibition of
caspases, as well as ubiquitination of target proteins. XIAP is mainly found at the cytoplasm of
both tumor and non-tumor cells, although its expression can also be detected at the nucleus.
Previous data from our group show that XIAP may be located at the cytoplasm and nucleus in
breast cancer patients samples, but the roles of XIAP in different cell compartments remain to be
elucidated. The aim of the present study is to evaluate the impact of XIAP subcellular
localization on cell proliferation, drug resistance and prognosis in breast cancer. Our data show
that all cell lines investigated had only cytoplasmic XIAP expression, except for doxorubicin
(dox) resistant cells, MCF-7 Dox"®, which also exhibited XIAP at the nuclear fraction, as
assessed by subcellular fractionation and Western blotting. Through MTT and clonogenic assays,
we observed that dox treatment reduced cell viability and colony formation capacity in MDA-
MB-231 and MCF-7 cells, but not in MCF-7 Dox" cells, suggesting that nuclear localization of
XIAP is associated with dox resistance phenotype. Accordingly, MCF-7 Tax" paclitaxel resistant
cells showed XIAP nuclear expression, confirming a possible correlation between the presence
of nuclear XIAP and resistance to drugs used in the breast cancer treatment, regardless of its
mechanism of action. In addition, drug treatment did not alter XIAP subcellular localization in
any of the tested cell lines. Also, overexpression of XIAP*RNG and XIAPNS €™ mytants by
transient transfection, which leads to nuclear XIAP expression, resulted in increased proliferative
capacity of MCF-7 cells, as examined by cell counting, clonogenic and cell viability assays.
Consistently, induction of nuclear XIAP promoted resistance to dox treatment, confirming our
previous findings regarding the presence of XIAP in the nucleus of chemoresistant cells.
Analysis of Kaplan-Meyer curves revealed that XIAP nuclear localization conferred an adverse
prognosis, different from cytoplasmic XIAP, which was associated with a trend of increased
survival rate in hormone receptor-negative patients. Accordingly, cytoplasmic XIAP expression
was associated with age > 50 years and T1 tumor size, known favorable prognostic factors in
breast cancer. Taken together, our data show that XIAP expression can be found at different
subcellular compartments in cell lines and breast cancer patients samples. Remarkably, nuclear
XIAP was associated with cell growth and drug resistance in vitro, as well as poor outcome in
hormone receptor-negative breast cancer patients.

Keywords: Breast cancer; XIAP subcellular localization; Nuclear XIAP; Cell proliferation;
Drug resistance; Prognosis.
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1. Introducgéo
1.1 Cancer de mama

O céncer esta entre as maiores causas de morbidade e mortalidade no mundo, segundo
a OMS (Organizacdo Mundial da Saude). Aproximadamente 14 milhdes de novos casos sdo
diagnosticados por ano, sendo esperado gque esse nimero aumente em 70% nas proximas duas
décadas. Dentre os tipos tumorais mais frequentemente diagnosticados, encontra-se o cancer
de mama, que é a maior causa de morte em mulheres no Brasil. De acordo com estimativas
recentes do Instituto Nacional de Cancer (INCA), 57.960 mulheres foram acometidas pela
doenca em todo o territorio nacional no ano de 2016, correspondendo a cerca de 30% dos
tipos tumorais detectados em mulheres (Tabela 1.1). O cancer de mama € considerado de bom
prognéstico quando diagnosticado em fases iniciais da doenga, porém, essa neoplasia ainda é
diagnosticada tardiamente no Brasil, o que compromete a eficiéncia do tratamento,
diminuindo consideravelmente as chances de cura (Ministério da Salde, Estimativas 2016,

Incidéncia de Céancer no Brasil, 2016).

Tabela 1.1: Estimativa da incidéncia de cancer de mama no Brasil no ano de 2016

Mulheres  Mama feminina 57.960 28,1%
Colon e Reto 17.620 8,6%
Colo do utero 16.340 7.9%
Traqueia, Bronquio & Pulmao  10.890 9,3%
Estomago 7.600 3,7%
Corpo do Utero 6.950 3,4%
Ovario 6.130 3,0%
Glandula Tireoide 2.870 2,9%
Linfoma nao Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 4.830 2.3%

Fonte: Ministério da Saude/INCA

O cancer de mama é considerado um tipo de tumor altamente heterogéneo,
acompanhado de diferentes caracteristicas clinicas, moleculares e histologicas, tornando a
doenca de dificil progndstico e tratamento (DAI et al., 2015). Uma variedade de alteracdes
como instabilidades cromossdémicas, alem de mutacbes e alteracbes epigenéticas
(JOVANOVIC et al., 2010; CURTIS et al., 2012) podem ser encontradas no cancer de mama,

podendo modificar a expressédo de diversos genes supressores tumorais e oncogenes. Dentre
1



0s oncogenes usualmente alterados no cancer de mama, encontra-se o receptor de fator de
crescimento epidermal humano 2 (Her2). A superexpressdao de Her2 e observada em
aproximadamente 15 — 20% das pacientes com carcinoma de mama, normalmente, devido a
amplificacdo génica e esta envolvida na proliferacdo e sobrevivéncia das células tumorais
(LOIBL & GIANNI 2016; RAKHA & GREEN, 2016). Entre 0s genes supressores tumorais
mais frequentemente mutados em neoplasias, encontra-se 0 TP53. MutacGes em TP53 sdo
encontradas em 80% dos tumores agressivos e estdo associadas a progressao e prognostico
desfavoravel no cancer de mama (FERNANDEZ et al., 2014). Além disso, outros genes sdo
comumente mutados no cancer de mama, como BRCAL (gene de susceptibilidade ao cancer
de mama 1) e BRCA 2 (gene de susceptibilidade ao cancer de mama 2) que desempenham
papel na fase inicial da doenca, visto que aumentam o risco para o desenvolvimento do cancer
de mama hereditario (FORD et al., 1998; ATCHLEY et al. 2008).

O céncer de mama é classificado clinicamente de acordo com caracteristicas
histoldgicas, tamanho do tumor, comprometimento dos linfonodos e presenca de metastases a
distancia. Os tumores de mama sdo separados em subgrupos imunohistoquimicos de acordo
com a expressao de receptores hormonais (RH) de estrogeno (RE) e/ou progesterona (RP) e
de Her2: RH positivos e status negativo para Her2; RH positivos e status positivo para Her2;
RH negativos e status positivo para Her2; RH e status de Her2 negativos (triplo negativos)
(DAL et al., 2015). Esses marcadores sdo importantes para direcionar decisdes terapéuticas,
visto que sdo fatores preditivos de resposta a determinadas terapias (ONITILO et al., 2009;
MALHOTRA et al., 2010; LANGLANDS et al., 2013).

1.2 Tratamento do cancer de mama

O tratamento do cancer de mama se divide em local e sistémico. O tratamento local
baseia-se em radioterapia e cirurgia, enquanto o tratamento sisttmico é baseado em
hormonioterapia, terapia-alvo e quimioterapia. Os pacientes positivos para ER e/ou PR sdo
considerados pacientes positivos para RH e possuem uma terapia especifica baseada na
utilizacdo do tamoxifeno e/ou inibidores de aromatase (FITZGIBBONS et al., 2000; TANG et
al., 2016). Na terapia-alvo, se utiliza o anticorpo monoclonal trastuzumabe ou o inibidor
tirosina-quinase lapatinibe em pacientes superexpressando Her2 (WOLFF et al., 2007;
MEDINA & GOODIN et al.,, 2008). As pacientes classificadas como triplo negativas

correspondem a cerca de 15% dos casos de cancer de mama e ndo possuem terapia especifica,



sendo tratadas sistemicamente apenas com a quimioterapia convencional (TANG et al.,
2016).

A quimioterapia para o tratamento do cancer de mama se baseia na utilizacdo de duas
classes de quimioterapicos: antraciclinas (doxorrubicina ou epirrubicina) e taxanos (paclitaxel
ou docetaxel) (Figura 1.1). A combinacdo desses quimioterapicos conduz a uma melhor
resposta ao tratamento, aumentando a sobrevida das pacientes com cancer de mama
(McGROGAN et al., 2007; BURNELL et al., 2010). O paclitaxel é utilizado no tratamento de
diversos tipos de tumores solidos como ovario, prdstata e mama. Tal quimioterdpico tem a
capacidade de interferir na dinamica do fuso mitotico através da ligagdo com a B-tubulina,
estabilizando os microtdbulos e levando a parada no ciclo celular, com consequente
encaminhamento para morte celular (McGROGAN et al., 2007). A doxorrubicina (dox) é um
potente agente quimioterdpico utilizado no tratamento do céancer, incluindo neoplasias
hematoldgicas e tumores sdlidos, como o cancer de mama (KEIZER et al., 1990). O principal
mecanismo de acdo da dox é intercalar ao DNA e impedir a atividade de religacdo da dupla
fita mediada pela topoisomerase 11, inibindo a sua funcdo. Desse modo, a sintese de DNA €
prejudicada e as células sdo direcionadas para morte. Além disso, a dox também pode gerar
espécies reativas de oxigénio, causando estresse oxidativo e consequente peroxidagdo lipidica.
Dessa forma, as membranas celulares, 0 DNA e as proteinas sdo danificados, culminando com
a ativacao de vias de morte celular (THORN et al., 2011; TACAR et al., 2012).
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Figura 1.1: Estrutura molecular dos quimioterapicos doxorrubicina (A) e paclitaxel (B),
utilizados no tratamento do cancer de mama.



1.3 Resisténcia ao tratamento

Apesar da melhora no tratamento com a implementacéo de terapias mais especificas
para os subtipos do cancer de mama, uma parcela das pacientes apresenta resisténcia
intrinseca ou adquirida ao tratamento. A resisténcia ao tamoxifeno pode ocorrer atraves do
desenvolvimento de respostas adaptativas capazes de transpor o bloqueio da sinalizagdo do
estrégeno induzida pelo tamoxifeno usando vias alternativas. Por exemplo, a regulacdo
negativa de supressores tumorais, como PTEN (phosphatase and tensin homologue) aumenta
a fosforilagdo da dephosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Akt, levando a resisténcia ao
tamoxifeno e crescimento celular (MILLER et al., 2009). A resisténcia ao tratamento com o
anticorpo monoclonal trastuzumabe pode acontecer devido a alteracdes de vias downstream a
Her2, como a via de PI3K/Akt, além de mudancas na resposta imune que levariam a morte
celular (LUQUE-CABAL et al., 2016). Ademais, diversos mecanismos podem ser associados
a resisténcia aos quimioterapicos utilizados no tratamento do cancer de mama (Figura 1.2).
Dentre eles, podemos citar mutacGes e delecbes em genes importantes para o controle e
progressao do ciclo celular, além de alteracdo na expressdo de genes associados com reparo
ao DNA, como TP53, BRCA 1 e 2 (SMITH & ISAACS., 2011; KNAPPSKOG & LONNING,
2012). A superexpressao de bombas de efluxo pertencentes a familia ABC (ATP-binding
cassette), como a glicoproteina P, (KENICER et al., 2014), alteracdes de moléculas-alvo de
quimioterapicos, como a topoisomerase |1 (KONECNY et al., 2010), além de mutagdes no
gene e expressdo diferencial de isotipos de B-tubulina (resisténcia ao tratamento com
taxanos), (SHALLI et al., 2005) também podem ser associados a resisténcia aos
qguimioterapicos. Além disso, € observada a desregulacdo dos fatores de transcricdo
pertencentes a familia forkhead box (FOX) com inativacdo dos fatores de transcri¢do
proapoptdticos, como FOXO (NESTAL DE MORAES et al., 2016) e superexpressdo dos
membros antiapoptéticos, como o fator de transcricdo FOXM1 (SABA et al., 2016). Outro
mecanismo de quimiorresisténcia bem descrito € o desbalan¢o entre os niveis de proliferacéo
e morte celular, com desregulacdo dos membros da familia Bcl-2 (SHAMAS-DIN et al.,
2013) e superexpressdo das proteinas inibidoras da apoptose (IAPs) (OBEROI-KHANUJA &
RAJALINGAM, 2013). A quimioressisténcia esta intimamente ligada a resisténcia a
apoptose, um hallmark do céncer, podendo contribuir para a progressao tumoral. Portanto,
nosso estudo tera como foco a resisténcia a apoptose mediada pelos altos niveis de expressao

das IAPs como um mecanismo importante para a quimiorresisténcia em células tumorais.
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Figura 1.2: Mecanismos de resisténcia ao tratamento no cancer de mama. Os
quimioterapicos atravessam a membrana plasmatica das células por difusdo simples, porém
tem seus efeitos reduzidos por conta da superexpressao de bombas de efluxo, como a Pgp, que
transportam a droga para fora da célula, diminuindo sua expressao intracelular. O desbalanco
entre 0s membros da familia Bcl-2, a superexpressdo das IAPs, bem como inativacdo dos
fatores de transcricdo FOXO, culminam com alteragdes nos niveis de proliferacdo celular e
apoptose. Além disso, a superexpressdo de FOXML1 e das vias de PISBK/AKT e mutacdes nas
topoisomerases, pB-tubulina, TP53 e BRCA também podem estar envolvidos na
quimiorresisténcia. Todos esses fatores culminam com alteragdes nos niveis de morte celular
e, consequentemente, resultam em respostas insatisfatorias ao tratamento. BRCA 1: gene de
suscetibilidade ao cancer de mama 1; FOX: forkhead box, Pgp: Glicoproteina p; PI3K:
dephosphoinositide 3-kinase PTEN: phosphatase and tensin homologue; IAPs: Proteinas
inibidoras da apoptose; Her2: fator de crescimento epidermal humano 2; RH: Receptores
Hormonais.

1.4 Proteinas inibidoras da apoptose (1APs)

A apoptose é um tipo de morte celular programada, ativada classicamente por duas
vias: intrinseca e extrinseca (Figura 1.3). A via intrinseca é desencadeada a partir de estimulos
internos, como o tratamento com quimioterapicos e dano ao DNA. Esses estimulos alteram a
permeabilidade da membrana mitocondrial, culminando com a liberagdo de proteinas como o
citocromo ¢, que juntamente com outras moléculas, como APAF-1 (protease apoptotica
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ativadora fator 1), formam o apoptossomo, levando a ativacdo das caspases e apoptose. Ja a
via extrinseca € ativada por estimulos externos, como citocinas, a partir da ligacdo dos
ligantes especificos a seus receptores de membrana. Moléculas adaptadoras séo recrutadas por
esses receptores formando um complexo de sinalizagdo indutora de apoptose (DISC),
culminando com a ativacdo das caspases e posteriormente, a apoptose (McILWAIN et al.,
2013). Esse tipo de morte € mediado pela ativacdo de proteases denominadas caspases que Sao
importantes cisteina-proteases responsaveis pela clivagem de proteinas celulares através do
reconhecimento de uma sequencia especifica em seu substrato. As caspases envolvidas na
apoptose podem ser classificadas como iniciadoras, que interagem com moléculas
adaptadoras e as caspases efetoras, que dependem da ativacdo proteolica mediada pelas
caspases iniciadoras, para entdo, poderem clivar seus substratos (FULDA & VUCIC, 2012;
MCcILWAIN et al., 2013). Tanto a via intrinseca quanto a via extrinseca podem ser reguladas
pelas IAPs (Figura 1.3), que assumem um papel de importantes inibidores enddgenos da
apoptose.

As IAPs foram primeiramente descritas em baculovirus em um estudo que buscava
identificar genes antiapoptdticos essenciais para a replicacdo viral na célula hospedeira
(CROOK et al., 1993). A funcédo inicialmente postulada para tais proteinas é a regulacdo
negativa da apoptose, através da inibicdo direta ou indireta de caspases. Atualmente oito
membros das IAPs ja foram descritos: NAIP (Proteina inibidora da apoptose neuronal ou
BIRC1), clAP1 (BIRC2), clAP2 (BIRC3), XIAP (proteina inibidora da apoptose ligada ao X
ou BIRC4), Survivina (BIRC5), Bruce/Apollon (enzima conjugada & ubiquitina contendo BIR
ou BIRC6), ML-IAP (BIRC7) e ILP2 (IAP-like 2 ou BIRC 8) (Figura 1.4). A principal
caracteristica das IAPs é a presenca do dominio BIR (baculoviral IAP repeat), cuja funcédo
primordial é a interacdo entre proteinas (SRINIVASULA & ASHWELL, 2008). Além desse
dominio, algumas IAPs possuem também o dominio RING (really interesting new gene) que
tem funcdo ubiquitina E3 ligase responsavel pela ligagdo de ubiquitina a proteinas e a si
prépria, encaminhando para degradacdo via proteassoma. Dessa forma, esse dominio é
importante para a auto regulacdo e regulacdo de outras proteinas (FULDA & VUCIC, 2012;
KOCAB & DUCKETT, 2016). Outros dominios, cujas funcfes ainda ndo estdo elucidadas

completamente, podem ser encontrados em alguns membros da familia.
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Figura 1.3: Vias de inducdo da apoptose e inibicdo pelas proteinas inibidoras da
apoptose (IAPs). A via intrinseca de morte celular é iniciada por estimulos como irradiacéo,
tratamento com agentes quimioterapicos e dano ao DNA. Subsequentemente, o potencial da
membrana mitocondrial é alterado, levando a liberagcdo do citocromo-c. No citoplasma, o
citocromo-c forma um complexo denominado apoptossomo com a APAF-1, resultando na
ativacdo das caspases e, posteriormente, na apoptose. A via extrinseca é desencadeada a partir
de estimulos externos que culminam com a interacdo entre o ligante e seus receptores de
morte especificos, exemplificados pelo Fas. Moléculas adaptadoras, como FADD, sdo
recrutadas pelos receptores e formam o DISC, culminando com a ativacdo das caspases e a
apoptose. Tanto a via intrinseca quanto a via extrinseca podem ser reguladas pelas IAPs, que
inibem direta ou indiretamente a ativacdo das caspases e, consequentemente, a cascata
apoptética. APAFL1: protease apoptoética ativadora do fator 1; DISC: complexo de sinalizacdo
indutora de apoptose; FasL: ligante de Fas; IAPs: proteinas inibidoras da apoptose. Adaptado
de WRIGHT & DUCKETT, 2005.



Dentre eles estdo presentes os dominios CARD (dominio de ativagdo e recrutamento
de caspases) e o dominio UBA (dominio associado a ubiquitina). O dominio CARD esta
envolvido, principalmente, na interacdo entre proteinas associadas as caspases e a auto
regulacéo de clAP1 (LOPEZ et al., 2011). O dominio UBA facilita o recrutamento de outros
fatores envolvidos no processo de ubiquitinacdo, além de participar na ligagdo com ubiquitina
nos seus substratos (BUDHIDARMO & DAY, 2014). Outro dominio que ndo possui funcoes
ainda bem elucidadas é o dominio UBC (conjugacdo a ubiquitina de Apollon) que assim
como o dominio UBA, estd associado com fun¢Ges no processo de ubiquitinagdo e
degradacéo via proteassoma (OBEXER & AUSSERLESHNER, 2014).

XIAP
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Figura 1.4: Membros da familia das proteinas inibidoras da apoptose (IAPs) em
humanos. A figura mostra os principais dominios presentes nas IAPs. BIR: baculoviral IAP
repeat; RING: really interesting new gene; UBC: conjugac¢do a ubiquitina de Apollo; UBA:
dominio associado & ubiquitina); CARD: dominio de ativagdo e recrutamento de caspases..
NAIP: Proteina inibidora da apoptose neuronal ou BIRC1; clAP1: Cellular inhibitor of
apoptosis 1 ou BIRC2; clAP2: Cellular inhibitor of apoptosis 2 ou BIRC3; XIAP: proteina
inibidora da apoptose ligada ao X ou BIRC4, Survivina (BIRC5), Bruce/Apollon (enzima
conjugada a ubiquitina contendo BIR ou BIRC6), ML-IAP (BIRC7) e ILP2 (1AP-like 2 ou
BIRC 8). Adaptado de OBEXER & AUSSERLESHNER, 2014.
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A funcdo tradicionalmente associada as IAPs é a inibicdo das caspases e,
consequentemente, o bloqueio das vias apoptoticas, porém diversos estudos mostram que

essas proteinas podem estar envolvidas em diferentes fungdes bioldgicas, além de seu papel
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na inibicdo da morte celular. Como exemplos da diversidade de outras fungdes onde as IAPs
ja foram implicadas, temos a participacdo na formacdo do fuso mitotico e divisdo celular
(MITA et al., 2008), regulacdo de outras vias de sinalizag¢do, como ativagdo das vias de NFkB
e JNK1 (SANNA et al., 2002; KOCAB & DUCKETT, 2016), metabolismo do cobre (MUFTI
et al., 2007), ubiquitinacdo de proteinas e encaminhamento para degradacdo via proteassoma
(BUDHIDARMO & DAY, 2014) e inducdo de migracao e proliferacdo celular (LIU et al.,
2011; OBEROI-KHANUJA & RAJALINGAM, 2013). Dentre os membros das IAPs
descritos, no presente estudo serd dada uma atencdo especial a XIAP como molécula

envolvida na quimiorresisténcia e potencial alvo terapéutico no cancer de mama.

1.5 XIAP

1.5.1 Estrutura e funcédo da XIAP

A XIAP foi identificada por LISTON et al. (1996) a partir de uma analise em banco de
dados utilizando o programa BLAST com sequéncia de IAPs em Cydia pomonella. Nesse
estudo, foi possivel identificar a sequéncia responsavel por codificar a proteina presente no
cromossomo X, que foi denominada XIAP. Em termos estruturais, a XIAP possui trés
dominios BIR (BIR1, BIR2 e BIR3) na porcdo N-terminal e os dominios UBA e RING estdo
contidos na porcdo C-terminal (Figura 1.5) (OBEXER & AUSSERLECHNER, 2014). Os
diferentes dominios da XIAP estdo associados a interagdes proteicas diversas e,
consequentemente, funcdes distintas. Através do dominio BIR2, a XIAP interage com as
caspases efetoras -3 e -7, e pelo dominio BIR3, a XIAP interage com a caspase iniciadora -9,
se ligando diretamente e inibindo-as efetivamente (SCOTT et al., 2005), interferindo tanto
com a via intrinseca quanto a via extrinseca da apoptose. Por ser capaz de estabelecer uma
ligacdo inibitdria potente e estavel com as caspases, a XIAP é considerada a IAP com o maior
potencial antiapoptético e por conta disso, € uma das IAPs mais estudadas (OBEXER &
AUSSERLECHNER, 2014).

Adicionalmente ao seu papel na inibicdo de caspases, 0 dominio BIR1 da XIAP
interage diretamente com TAB1 (TAK1-binding protein) que esta upstream na via de ativacdo
da quinase TAK1 (transforming growth factor f-activated protein kinase 1), culminando com
a ativagdo de NFxB (nuclear factor kappa B), fator de transcrigdo envolvido em processos de
progressao tumoral, angiogénese, invasdo e metastase (LU, et al., 2007). Nesse estudo,
também foi demonstrado, através da utilizacdo de plasmideos de XIAP com delecdo do
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dominio RING, que esse dominio ndo parece desempenhar funcdo na ativagcdo da via de
NFxB. O dominio UBA de XIAP participa do processo de sinalizacdo dependente de
ubiquitina (TSE et al., 2011). GYRD-HANSEN et al. (2008) demonstraram que, embora o
dominio UBA seja dispensavel para a funcéo inibitoria das caspases exercida pela XIAP, esse
dominio, assim como o BIR1, possui papel importante na ativagdo de NFxB. Nesse mesmo
estudo, foi visto que a expressao de XIAP mutante para UBA e para BIR1, impediu a ativacdo
de NFxB. Ja o dominio RING da XIAP possui fungao de ubiquitina E3 ligase, que se liga a
ubiquitina E2 ligase e promove a transferéncia direta da ubiquitina para sua proteina alvo, que
pode ser SMAC/DIABLO (Second mitochoncrial-derived activator of caspases/Direct IAP
binding with low P1) e caspase-9 (MORIZANE et al., 2005) ou a préopria XIAP (YANG et al.,
2000). Além disso, o dominio RING é importante para a ubiquitinacdo de XIAP por outras
IAPs, como a clAP1. Tal proteina, assim como XIAP, possui 0 dominio RING e a partir dele,
¢ capaz de marcar a XIAP para degradacdo por vias dependentes e independentes de
ubiquitina (CHEUNG et al., 2008). Esses dados mostram que o dominio RING desempenha
um papel importante na regulacdo dos niveis de XIAP. Em geral, as proteinas-alvo de
ubiquitinacdo de XIAP sdo proteinas com funcdo pré-apoptética, sugerindo que o dominio
RING também seja importante para a regulagdo negativa da apoptose promovida pela XIAP.

XIAP
Caspase -3 Caspase -9 .
TAB1 Caspase _7 At|V|dade
ubiquitina
l E3 ligase
TAK1
l \
Processo de
Ativacdo .ubiquitinagéo
de NFkB Ativacdo de NF«B

Figura 1.5: Estrutura da XIAP e funcédo dos seus dominios. A figura mostra os dominios
presentes na XIAP e suas fungdes. BIR: baculoviral 1AP repeat; NFxB: nuclear factor kappa
B RING: really interesting new gene; UBA: dominio associado a ubiquitina; TAB1:TAK1-
binding protein); TAKL: transforming growth factor g-activated protein kinase 1.
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A XIAP também esté envolvida na regulacdo da homeostase do cobre (MUFTI et al.,
2007). BURSTEIN et al. (2004) demonstraram que fibroblastos derivados de camundongos
knockout para XIAP apresentam niveis menos elevados de cobre quando comparados com
fibroblastos de camundongos normais. Nesse mesmo estudo, foi demonstrado que XIAP pode
promover a ubiquitinacdo e degradagdo da proteina COMMD1 COMM [copper metabolism
Murrl (mouse U2afl-rsl region 1)] domain-containing, proteina envolvida na regulacdo dos
niveis intracelulares de cobre. De forma interessante, COMMDL1 funciona como regulador
negativo de NFKkB, através da ubiquitinacdo e degradacgdo via proteassoma de subunidades de
NFkB (MAINE et al., 2007). Esse dado aponta para outra forma de ativagao indireta de NFkB
por XIAP através da diminuicdo dos niveis de COMMDI1. Além disso, também foi
demonstrado que a funcdo ubiquitina E3 ligase exercida pelo dominio RING da XIAP ¢
importante para degradagdo de COMMD1 via proteassoma. MAINE et al. (2009)
demonstraram que as células HEK-293 transfectadas com a forma mutante de XIAP - H467A
(mutacdo pontual que impacta na funcdo de ubiquitina E3 ligase), faz com que os niveis de
COMMD1 nédo sejam alterados, mostrando o papel importante exercido pela funcao
ubiquitina E3 ligase da XIAP na regulacao de outras proteinas. A expressdo de XIAP também
ja foi relacionada com migracdo e invasao celular em células tumorais. MEHROTRA et al.
(2010) demostraram que a inibicdo de XIAP diminuiu a migracdo e invasao celular em células
derivadas de cancer de mama e prostata, independentemente de sua funcdo inibitéria de
caspases, uma vez que foram utilizados mutantes de XIAP que impedem a ligacéo da proteina
com as caspases. Além disso, a XIAP foi associada a fun¢des exercidas no sistema imune.
CONTE et al. (2001) observaram que camundongos deficientes para XIAP apresentaram
perturbacdo na maturacdo dos linfocitos T, apontando para um possivel papel de XIAP na
manutenc¢do do sistema imune. BAULER et al. (2008) mostraram que XIAP € requerida para
0 controle da resposta imune inata na infeccdo por Listeria monocytogenes. Nesse estudo,
foram avaliados camundongos deficientes para XIAP e foi observado que esses camundongos
apresentaram maior infeccdo bacteriana e menor sobrevida quando comparados com 0s
camundongos normais. Ainda foi visto nesse mesmo estudo que XIAP regula o sistema imune
através da ativacdo de vias dependentes de NFkB e JNK (c-Jun N-terminal kinases), e
também pela inducdo da producéo de citocinas pro-inflamatdrias apos a infecgdo bacteriana in
vitro e in vivo. Em conjunto, esses dados mostram que a XIAP pode estar envolvida em
diferentes processos bioldgicos além de sua funcdo na inibicdo da apoptose.

A XIAP pode ser regulada negativamente pela SMAC/DIABLO e HirA2/Omi. Essas

proteinas estdo localizadas na mitocondria das células e séo liberadas para o citoplasma apos
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estimulos apoptoticos e alteragdes na permeabilidade da membrana mitocontrial. No
citoplasma, SMAC/DIABLO e HtrA2/0Omi podem se ligar a XIAP através de um dominio
especifico denominado IBM (motivo de ligacdo as IAPs), e atuam como inibidores
competitivos das caspases, impedindo assim a funcéo inibitoria das caspases exercidas pela
XIAP (Figura 1.6) (SEONG et al., 2004; GAO et al., 2007).

FasL

[ Fas
|

Ativagao Citoplasma
de NFxB -
TAK1

/ NFxB
/ HirA2/0Omi / /\

SMAC/DIABLO COMMD1

T?Bl /\ p /\Survivina

Caspase -8 ——> Caspase -3 <— Caspase -9

< > Atividade

aspase - -
P Processo de lIJEt;ql_umna
ubiquitinagdo Igase

Ativacdo de NFxB

Citocromo ¢

Apoptose T

’ Ncleo

Figura 1.6: Esquema simplificado dos reguladores e das fungbes de XIAP. A XIAP inibe
a apoptose através da ligagdo direta as caspases -9, -3 e -7, impedindo a ativacdo de ambas as
vias da apoptose. Paralelamente, a XIAP também estd envolvida em processos de
ubiquitinagdo de proteinas-alvo e ativagdo de NFkB. A XIAP ¢ regulada negativamente pela
SMAC/DIABLO e HtrA2/0Omi, que sao liberadas pela mitocondria apds estimulo apoptético.
A XIAP também pode ter a sua funcdo inibida pela XAF1 que se liga a XIAP translocando-a
para o nucleo e afastando-a de seu papel antiapoptético. XAF1 também forma um complexo
com XIAP capaz de inibir a expressao de Survivina. O dominio RING da XIAP é responsavel
pela ubiquitinacdo e degradagdo de proteinas, como SMAC/DIABLO e COMMDJ, proteina
envolvida no metabolismo do cobre e reguladora negativa da ativagdo de NFkB.
SMAC/DIABLO: XAF1: Fator associado a XIAP 1; BIR: baculoviral IAP repeat; NFxB:
nuclear factor kappa B; RING: really interesting new gene; UBA: dominio associado a
ubiquitina; TABL1:TAK1-binding protein); TAKZL: transforming growth factor p-activated
protein kinase 1.

12



Além disso, MACFARLANE et al. (2002) demonstraram que XIAP promove a
ubiquitinacdo e encaminhamento para degradacdo via proteassoma de SMAC/DIABLO,
apontando para a regulacao negativa entre essas proteinas. A XIAP também pode ser regulada
pela proteina supressora tumoral, XAF1 (fator associado a XIAP 1). LISTON et al. (2001)
avaliaram a localizagdo de XAFl1l e XIAP em células co-transfectadas com ambas as
proteinas. Foi observado que XAF1 desencadeia a redistribuicdo de XIAP do citoplasma para
0 nucleo, afastando-a do seu papel bem estabelecido de inibicdo de caspases exercido no
citoplasma. A XAF1 também pode formar um complexo com XIAP que ubiquitina e
encaminha Survivina para degradagéo via proteassoma, de maneira dependente da atividade
E3 ligase da XIAP (ARORA et al., 2007).

1.5.2 Expressao de XIAP

A expressdo de XIAP pode ser detectada tanto em tecidos normais quanto em
neoplasicos, sendo sua expressdo elevada encontrada em diversos tipos tumorais
(VISCHIONI et al., 2006). A superexpressao de XIAP pode ser associada a um progndstico
adverso em pacientes com inumeros tipos de cancer, tais como renal (RAMP et al., 2004),
pulmdo (HOFMAN et al., 2002), linfomas (MURIS et al., 2005) e leucemia mieldide aguda
(LMA) (TAMM et al., 2000). De forma consistente, altos niveis de XIAP promovem a
resisténcia as drogas em diversos modelos in vitro de células tumorais. Em linhagens
celulares derivadas de cancer pancreatico, o silenciamento de XIAP diminui a resisténcia a
gencitabina, quimioterapico utilizado no tratamento desse tipo de cancer (SHRIKHANDE et
al., 2006). A resisténcia a cisplatina em células derivadas de cancer de préstata também foi
correlacionada com a expressdo de XIAP, e o silenciamento da XIAP induziu apoptose e
aumentou a sensibilidade ao tratamento nessas células (AMANTANA et al., 2004). SILVA et
al. (2013) demonstraram que o silenciamento de XIAP também sensibiliza as células
derivadas de leucemia mielGide cronica ao tratamento com imatinibe. Além de associada a
quimiorresisténcia, altos niveis de XIAP também sdo correlacionados com a resisténcia a
radioterapia. FLANAGAN et al. (2015) identificaram a expressdo elevada de XIAP como
indicativo para radiorresisténcia em amostras de pacientes com cancer colorretal. Em
conjunto, esses achados indicam o papel na resisténcia ao tratamento do cancer exercido pela
XIAP, seja a quimio ou radioterapia, em linhagens celulares derivadas dos mais diversos tipos

tumorais.
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A expressao de XIAP também pode ser detectada em altos niveis em amostras de
pacientes com cancer de mama. Estudos demonstram que a sua expressao pode ser encontrada
em 65 (JAFFER et al., 2007) a 83% (ZHANG et al., 2011) das pacientes. Apesar de 0s
percentuais de positividade variarem consideravelmente, a expressdo de XIAP foi associada a
uma sobrevida global reduzida (PANDEY et al., 2016) e ao grau de invasividade do tumor
(JAFFER et al., 2007). AIRD et al. (2010) mostraram que a expressdo de XIAP esta
associada com a resisténcia ao tratamento e sua expressao esteve associada a um prognostico
desfavoravel em pacientes com cancer de mama. Contradizendo esses achados, PARTON et
al., (2002), HINNIS et al (2007) e KLEINBERG et al (2007) observaram que a XIAP pode
ser detectada em altos niveis em amostras de pacientes com cancer de mama, porém sua
expressao nao foi correlacionada a nenhum parametro clinico-bioldgico. O conjunto dessas
evidéncias mostra que o valor prognéstico da XIAP ainda se apresenta de forma controversa
no cancer de mama, portanto mais estudos se tornam necessarios para elucidar essa questao.
Estudos in vitro demonstram que a diminuicdao dos niveis de XIAP e 0 uso de miméticos de
SMAC/DIABLO - que antagonizam a acdo inibitéria da apoptose mediada pelas IAPs -
sensibilizam as linhagens celulares triplo negativas derivadas de cancer de mama, como as
células MDA-MB-231, a morte celular (GONZALEZ-LOPEZ et al., 2011). AIRD et al.,
(2008) mostraram que o silenciamento dos niveis de XIAP sensibilizou as células
superexpressando Her2 ao tratamento com trastuzumabe. 1sso mostra que a modulacdo da
expressdo de XIAP pode representar uma estratégia interessante para o cancer de mama do
ponto de vista terapéutico.

1.5.3 Localizacao subcelular de XIAP

O padrao de distribuicdo subcelular de XIAP é heterogéneo, tanto em células normais
guanto em células tumorais, e pode variar de acordo com o tipo celular. Em células normais, a
XIAP é encontrada, predominantemente, na porcao citoplasmatica, porém em alguns tipos
celulares, como o0s &cinos pancreéaticos e nas células de Sertolli, a XIAP pode ser encontrada
também na por¢do nuclear (VISCHIONI et al., 2006). Em células neoplasicas, a XIAP foi
detectada apenas no citoplasma em amostras de pacientes com leucemia linfocitica crénica
(SILVA et al., 2006), tumores de pulmédo (FERREIRA et al., 2001) e ovaério (LI et al., 2001).
FERREIRA et al., (2001) detectaram expressdo exclusivamente no citoplasma no cancer de
pulmé&o, porém a expressdo de XIAP ndo foi capaz de predizer pacientes que responderiam a
quimioterapia. Em linhagens celulares de prostata foi possivel a deteccdo nuclear de XIAP,
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apesar de a expressao citoplasmatica ser mais proeminente e nao ser correlacionada a nenhum
outro parametro (McCELENY et al., 2002). LI1U et al., (2001) demonstraram que a expressao e
localizagdo subcelular de XIAP foi difusa e predominantemente citoplasmatica, porém foi
possivel observar marcacdo nuclear em pacientes com carcinoma cervical. A localizacdo
nuclear de XIAP foi detectada no linfoma difuso de grandes células B, ndo sendo
correlacionada com o prognéstico (FACCION et al., 2012). RAMP et al., (2004) detectou
positividade para a expressdo de XIAP em cerca de 95% dos pacientes com carcinoma renal.
Nesse estudo, foi encontrada heterogeneidade intratumoral na expressdao e localizacdo
subcelular de XIAP, portanto os pacientes ndo foram separados quanto a localizagdo
subcelular e sim foram separados em niveis altos e baixos de XIAP, onde altos niveis foram
associados com estadiamento e grau do tumor. TAMM et al., (2000) ndo avaliaram a
localizag&o subcelular de XIAP nas amostras de pacientes de LMA. Nesse estudo, apenas 0s
niveis proteicos e de mRNA foram avaliados e associados com a sobrevida global reduzida
nos pacientes que apresentaram altos niveis de XIAP. No cancer de mama, ZHANG et al.
(2011) mostraram que a expressdo de XIAP pode ser encontrada em 83% das pacientes
avaliadas. Nesse trabalho, foi detectada a expresséo de XIAP em diferentes compartimentos
subcelulares e a expressao nuclear foi considerada um marcador independente de prognéstico
adverso nessas pacientes. Corroborando esse achado, um estudo recente do nosso grupo
mostrou que a expressdo de XIAP pode ser encontrada em diferentes compartimentos
subcelulares em amostras de pacientes com carcinoma ductal infiltrante de mama (NESTAL
DE MORAES et al., 2015). Nesse estudo, demonstramos que a co-expressdo de XIAP
nuclear, de Survivina e do fator de transcri¢cdo oncogénico FOXML1 identificou pacientes com
prognostico desfavoravel, diferentemente da expressdo citoplasmatica da XIAP. Em
conjunto, essas evidéncias indicam que a XIAP pode ser encontrada em diferentes
compartimentos subcelulares e em diferentes tipos tumorais, sendo seu valor progndstico
ainda ndo elucidado completamente.

Estudos mostram que a XIAP pode ser translocada do citoplasma para o ndcleo
mediante determinados estimulos, sugerindo que a localizacdo subcelular de XIAP seja um
processo dinamico. SIEGELIN et al., (2005) e RUSSEL et al. (2008) observaram que a
localizacdo subcelular de XIAP ¢é predominantemente citoplasmética ou perinuclear em
condi¢Bes normais, porém quando as células do cérebro de ratos sdo expostas & isquemia
cerebral, a localizacdo subcelular de XIAP é mais difusa, encontrando marcacdes tanto no
citoplasma quanto no nucleo. Além disso, esses trabalhos mostram co-localizacéo de XIAP e
XAF1, sugerindo que XAF1 pode translocar XIAP para o nucleo também nesse modelo,
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assim como demonstrado por LISTON et al., (2001). Outra proteina que também pode estar
envolvida na translocagdo de XIAP para o ndcleo é a VVgl-4, cofator transcricional do masculo
esquelético. JIN et al. (2011) identificaram a proteina Vgl-4 (Vestigal-like 4), como
carreadora de XIAP para o nucleo. A Vgl-4 interage diretamente com outras 1APs, clAP 1 e
clAP2, além da XIAP e desencadeia mudanca na distribuicdo subcelular dessas proteinas.
Além disso, foi demonstrado que XIAP pode ser translocada para o nucleo a partir da inducéo
de apoptose ap6s o tratamento de células de linfoma com quimioterapicos (NOWAK et al.,
2004). Nesses trabalhos, a translocacdo de XIAP para o nucleo é associada a um fenotipo de
sensibilidade a morte celular, principalmente devido ao afastamento da XIAP da sua funcéo
inibitéria de caspases, e consequentemente do seu papel na inibicdo da apoptose.
Contrastando esses achados, CAO et al. (2014) mostraram que células de carcinoma de célon
transfectadas com uma forma mutante de XIAP, com delecdo do dominio RING, apresentam
a XIAP no nucleo, desempenhando um papel na sobrevivéncia celular. Esse estudo mostrou
gue a XIAP no ndcleo interage diretamente com o fator de transcricdo E2F1, resultando no
aumento da expressdo de ciclina E e da capacidade proliferativa das células. Esses dados
sugerem que a XIAP pode exercer diferentes papéis dependentes de sua localizacdo
subcelular e do modelo em estudo. Apesar de a mudanca da localizacdo subcelular de XIAP ja
ter sido demonstrada em alguns modelos, os mecanismos envolvidos com o transporte nucleo-
citoplasmatico de XIAP ndo foram explorados até o presente momento.

O transporte de macromoléculas para dentro do nucleo se d& a partir de estruturas
moleculares presentes na membrana nuclear, chamadas de complexos do poro nuclear (NPC),
gue compreendem cerca de 30 proteinas denominadas nucleoporinas. Esses canais, com cerca
de 30 nm de diametro, permitem a passagem de ions e moléculas pequenas de até 40 kDa por
difusdo simples. Porém, para a passagem de moléculas maiores, € necessario que essas
proteinas contenham sinais especificos em sua estrutura. Esses sinais sdo chamados de
sequéncia de localizacdo nuclear (NLS) para importacdo nuclear, ou sequéncia de exportacédo
nuclear (NES) (Figura 1.7). Tais sinais sdo reconhecidos por fatores soltveis que utilizam as
RanGTPases para coordenar a importacdo e exportacdo de proteinas no nucleo (LANGE et
al., 2007; MARFORI et al., 2010). O processo de exportacdo nuclear € baseado na ligacao da
proteina cargo contendo NES com um receptor de exportacdo, denominado exportina. Todas
as exportinas necessitam da presenca da RanGTP para que aconteca a ligagdo com a proteina
cargo que sera exportada do nicleo. Ran é uma proteina ligada a GTP (guanosina trifosfato)
ou GDP (guanosina difosfato), importante para todo o processo de importacdo e/ou
exportacdo nuclear. E formado um complexo proteina-exportina-RanGTP que é rapidamente
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translocado para o citoplasma, através dos NPCs. Esse complexo é dissociado através da
hidrolise de GTP, induzida pela proteina citoplasmatica RanGAP (Proteina ativada por
RanGTPase) e as exportinas voltam para o nucleo. A distribuicdo de Ran é assimétrica, sendo
mais abundante sua forma associada @ GTP no nucleo e GDP no citoplasma (KAFFMAN &

O’SHEA, 1999).

(A) Exportacdonuclear (B) Importac&o nuclear
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Figura 1.7: Mecanismos classicos de transporte nuclear. (A) Exportacdo nuclear: As
proteinas que sdo enderecadas para fora do ndcleo possuem NES. O NES é reconhecido por
exportinas presentes no ndcleo que, juntamente com a RanGTP, sdo levadas para o
citoplasma. Uma vez no citoplasma, esse complexo é hidrolisado pela RanGAP culminando
com a sua dissociacdo, liberacdo da proteina cargo no citoplasma e volta da exportina para o
nacleo. (B) Importacdo nuclear: As proteinas que possuem o NLS interagem com as
importinas e passam pelo NPC em dire¢do ao nucleo. Uma vez no nlcleo, o complexo é
dissociado por enzimas como NUP50 e RanGTP e a proteina cargo é liberada. As importinas
interagem com fatores importantes de transporte, como CAS e RanGTP e entdo, séo levadas
novamente ao citoplasma para exercer mais um round de transporte nacleo-citoplasma. GTP:
guanosina difosfato; NPC: complexos do poro nuclear; NES: sequéncia de exportacdo
nuclear; NLS: sequéncia de localizacdo nuclear; RanGAP: Proteina ativada por RanGTPase.

Adaptado de STEWART (2007) e WENTE & ROUT (2010).
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As proteinas que serdo translocadas para o nucleo devem conter o NLS. Esse sinal é
reconhecido pela proteina adaptadora importina o que medeia a interacao do substrato com a
importina B, na via de transporte nuclear classico. As importinas B funcionam como
receptores nucleares de transporte. A proteina cargo se associa, através do NLS, com as
importinas e entdo é encaminhada para o nucleo. Uma vez no nicleo, nucleoporinas como
NUP50, e RanGTP catalisam a dissociacdo do complexo proteina-importina, e a proteina
cargo é liberada no nucleo. A importina o se dissocia da importina ¢ se liga ao seu receptor
de exporte, CAS, que interage com RanGTP formando um complexo trimérico que entdo é
transportado para o citoplasma, liberando a importina o, através da hidrolise de GTP pela
RanGAP, para continuar exercendo sua funcdo no importe de substratos para dentro do
nucleo. A importina f também interage com RanGTP e sai do ntcleo, através da hidrolise de
GTP pela Ran-GAP para mais um round de importagdo nuclear (Figura 1.7) (STEWART,
2007; FREITAS & CUNHA, 2009).

Os NLS sdo, classicamente, sequéncias pequenas caracterizadas pela presenca de
aminoéacidos basicos, como lisina (K) e arginina (R), em sua sequéncia. Tais aminoacidos sdo
importantes para o reconhecimento das proteinas pela importina o, responsavel pelo
enderecamento para o nucleo. Dois tipos de NLSs sdo considerados classicos: os NLS
monopartidos que consistem, basicamente em um cluster de aminoacidos basicos, ou, 0s NLS
bipartidos, caracterizados pela sequéncia de dois clusters de aminoacidos basicos separados
por 10-12 residuos (FONTES et al., 2000; HODEL et al., 2001; LANGE et al., 2007). O
primeiro NLS monopartido descrito foi o NLS presente no antigeno T do virus SV40
(PKKKRKY) (KALDERON et al., 1984). Um exemplo de NLS bipartido é o presente na
sequéncia da nucleoplasmina (KR[PAATKKAGQA]KKKK), proteina que se liga a histonas
na formacdo e montagem dos nucleossomos (ROBBINS et al., 1991). Além dos NLS
classicos, existem os chamados NLS ndo classicos, que sdo sequéncias reconhecidas por
receptores especificos da familia das importinas  sem a interacdo com a importina o. Alguns
fatores de transcricdo, como Smad-3 e PTHrP (proteina relacionada ao horménio da
paratiredide), se ligam diretamente a importina B e sdo translocados para o nucleo
(CINGOLANI et al., 2002). Outros exemplos de NLS ndo cléassicos sdo os presentes na
proteina ribossomal rpL23a, onde a sequéncia responsavel por transloca-la para o nucleo
contém 42 aminoacidos, com diversos aminoacidos basicos, e na proteina c-myc, que contém
uma sequéncia de nove aminoacidos, sendo que apenas trés sdo basicos (DANG & LEE,
1988). Portanto, existem diversas sequéncias responsaveis pela translocacdo nuclear de

proteinas que sdo diferentes das classicamente descritas (JAKEL & GORLICH et al., 1988;

18



FREITAS & CUNHA, 2009). Para as proteinas que ndo apresentam o NLS classico nem o
ndo classico, como é o caso da XIAP, o transporte se da a partir da interacdo com outras
proteinas que possuem o NLS em sua estrutura. A XIAP interage com XAF1 (LISTON et al.,
2001) e Vgl-4 (JIN et al., 2011) como citado anteriormente, e por conta dessa interacéo, ela é
translocada do citoplasma para o nucleo das células. Outras possiveis proteinas envolvidas no
transporte nuclear de XIAP ndo foram descritas e ainda precisam ser identificadas, para um

melhor entendimento dos mecanismos responsaveis pelo transporte nuclear de XIAP.

1.6 Justificativa para o estudo

A XIAP ja foi amplamente estudada em relacdo a inibicdo de caspases e
quimiorresisténcia, funcbes associadas a sua presenca no citoplasma. Porém, ainda ndo esta
elucidado o papel exercido quando a XIAP se encontra no ndcleo das células tumorais,
tampouco foram descritos 0os mecanismos envolvidos no transporte nuclear de XIAP. A
presenca de XIAP no ndcleo, como a induzida pelo sequestro pela XAF1 (LISTON et al.,
2001) foi classicamente considerada um evento interessante do ponto de vista terapéutico,
devido ao afastamento da XIAP de seu papel antiapopt6tico no citoplasma. Entretanto, mais
recentemente, outros trabalhos mostraram que a XIAP no nucleo pode desempenhar um papel
oncogeénico, interagindo com o fator de transcri¢cdo E2F1 e levando ao aumento na capacidade
proliferativa das células tumorais (CAO et al., 2014), além de conferir um pior progndstico
para pacientes oncoldgicos (ZHANG et al., 2011). O cancer de mama possui alta incidéncia
no Brasil e no mundo e apesar da melhoria no tratamento com a implementacdo de terapias
mais especificas, uma parcela das pacientes ainda sdo resistentes ao tratamento (DAL et al.,
2016). Portanto, a identificacdo de novos biomarcadores no cancer de mama se faz necessério.
Além disso, se torna importante o estudo do possivel papel exercido por XIAP nuclear e seu
impacto na proliferacdo celular, resisténcia as drogas e no progndstico, a fim de identificar
possiveis biomarcadores no cancer de mama, bem como prover uma melhor compreensédo dos

mecanismos moleculares de quimiorresisténcia nessa neoplasia.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral:

Avaliar o papel da localizacéo subcelular de XIAP na proliferacdo celular, resisténcia

as drogas e no progndstico no cancer de mama.

2.2 Objetivos especificos:

Avaliar a localizacdo subcelular de XIAP em linhagens celulares derivadas de cancer

de mama e células ndo neoplasicas de mama;

Verificar a associacdo entre a localizacdo subcelular de XIAP e o perfil de

sensibilidade e/ou resisténcia observado nas linhagens celulares de cancer de mama;

Investigar se ocorre a modulacéo da localizacdo de XIAP apds o tratamento com as

drogas utilizadas no tratamento do cancer de mama;

Avaliar o papel da localizacdo subcelular de XIAP na capacidade proliferativa através
da inducéo da superexpressao de XIAP nuclear nas células de cancer de mama;

Analisar o papel da localizagdo subcelular de XIAP na resisténcia & dox através da
inducdo da superexpressdo de XIAP nuclear nas células de cancer de mama

guimiossensiveis;

Analisar o papel da localizacdo subcelular de XIAP no progndstico das pacientes com

cancer de mama;

Investigar a correlagdo entre a expressdo de XIAP no nucleo ou no citoplasma e as

caracteristicas clinico-biologicas das pacientes com cancer de mama.
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3. Materiais e métodos
3.1 Amostras de pacientes com cancer de mama

A expressdo de XIAP foi previamente avaliada por imunohistoquimica para um estudo
anterior com amostras de pacientes com cancer de mama (NESTAL DE MORAES et al.,
2015). Brevemente, a coorte inclui 145 pacientes diagnosticadas entre 2001 e 2006 no INCA

em estagio Illa, como mostrado na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Tabela com as caracteristicas da coorte de pacientes utilizada no estudo.

NUmero dos casos (%)

Pacientes 145
Idade ao diagnéstico n=145
18-49 64 (44)
50-69 81 (56)
Tamanho do tumor (cm) n=124
T1 (<2) 27 (21,7)
T2 (2.1-5) 81 (65,3)
T3 (25) 16 (12,9)
Comprometimento linfonodal n=63
1-3 25 (39,7)
4-9 20 (31,7)
210 18 (28,6)
Invaséo vascular n=95
Sim 52 (54,7)
Né&o 43 (45,3)
Expresséo de Receptores Hormonais n=145
Sim 100 (69)
N&o 45 (31)
Her2 n=141
Sim 13 (9.2)
Néo 128 (90.8)
Expresséo total de XIAP n=138
Sim 108 (78.3)
Né&o 30 (21.7)
XIAP citoplasmatica n=138
Sim 91 (65.9)
N&o 47 (34.1)
XIAP nuclear n=138
Sim 31 (22.5)
N&o 107 (77.5)

Adaptada de NESTAL DE MORAES et al., 2015
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De acordo com a classificagdo TNM de tumores malignos (2009), pacientes com 0
estagio Illa apresentam o tamanho do tumor variando de T1 a T3, comprometimento nodal e
auséncia de metastases. As pacientes incluidas nesse estudo ndo receberam quimioterapia
neoadjuvante. Para a realizacdo do presente estudo, os dados referentes a expressdo de XIAP
foram reanalisados com enfoque no impacto da sua localizacdo nuclear ou citoplasmética na
sobrevida global das pacientes. A sobrevida global foi calculada a partir da data do
diagnostico até a data do oObito. A expressdo e localizacdo de XIAP foram correlacionadas
com os parametros clinico-bioldgicos das pacientes: idade, grau do tumor, tamanho do tumor,
namero de linfonodos acometidos, presenca de invasdo vascular e expressdo de RH e de Her2.
As informac6es clinicas referentes as pacientes com cancer de mama foram obtidas através de
prontuérios. O projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa do INCA sob o nimero
153/09.

3.2 Cultura de células

Nesse estudo, foram utilizadas as linhagens celulares MCF-7, MCF-7 Dox®, MCF-7
Tax®, MDA-MB-231 e BT549, cujas caracteristicas s mostradas na Tabela 3.2. Com
excecdo das celulas BT549, que foram cultivadas em meio RPMI 1640, todas as linhagens
derivadas de cancer de mama foram cultivadas em meio DMEM (Gibco) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) inativado e penicilina/estreptomicina (1 pL/mL). As células
MCF-7 Dox® e MCF-7 Tax® sdo derivadas da MCF-7 e apresentam resisténcia a dox e ao
paclitaxel, respectivamente. As linhagens foram genotipadas e o perfil de STR (short tandem
repeats) foi compativel com o perfil descrito pelo ATCC. As células ndo-neoplasicas HB4a
foram cultivadas em meio DMEM suplementadas com 10% de soro fetal bovino inativado

(Gibco), penicilina/estreptomicina (1 pL/mL), além de 5 uM hidrocortisona e insulina.
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Tabela 3.2: Linhagens celulares utilizadas no estudo e suas caracteristicas.
Linhagens celulares Caracteristicas

MCF-7 Positivas para receptores hormonais e expresséo basal de

Her2; p53 selvagem

MCF-7 Dox" Resistentes a dox. Células derivadas da linhagem celular
MCEF-7.

MCF-7 Tax"® Resistentes ao paclitaxel. Células derivadas da linhagem
celular MCF-7.

MDA-MB-231 Triplo negativas; p53 mutado

BT549 Triplo negativas; p53 mutado

HB4a Células néo neoplésicas de mama

As linhagens celulares foram mantidas em estufa (Thermo Scientific) contendo 5% de
CO, a 37°C e foram monitoradas quanto a contaminagdao por micoplasma. As células foram
tripsinizadas (Tripsina 0.125%, Gibco) duas vezes por semana para manutencdo ou para

preparo dos experimentos, como mostrado na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Condic¢es de plagueamento para os experimentos realizados em linhagens
celulares. Quantidade de células e volume de meio de cultura mais soro fetal bovino relativos
a area da superficie para adesdo celular.

Experimento Area (cm?) Numero de células Volume
Placa de 96 pocos 0,32 1x10° 200 pL
Placa de 6 pocos 9,4 3x10° 500 pL
Placa de Petri 60,1 1,8 x 10° 10 mL
Garrafa de 75 75 2,3x10° 12 mL
Garrafa de 150 150 4,7 x 10° 20 mL

3.3 Tratamento das celulas com dox e paclitaxel

As células foram tratadas com o quimioterapico dox (Fauldox® - Libbs Farmacéutica
Ltda, Sdo Paulo) e paclitaxel (Paclitaxel® - Accord Farmacéutica Ltda, Sdo Paulo) em
diferentes concentracGes e tempos para a realizacdo dos experimentos, como mostrado na
Figura 3.1. As diluigdes seriadas da solucdo estoque de dox e paclitaxel foram preparadas no

momento da utilizacao.
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24 h 6h 18 h 24 h 24h

Plagueamento Tratamento Extracdo Ensai(3 de MTT* Ensaip de MTT* Ensaio de MTT*
das células com a proteica Extracao proteica Retirada da
doxorrubicina || Fracionamento || Fracionamento droga do ensaio
ou paclitaxel subcelular subcelular clonogénico

Figura 3.1: Esquema de tratamento com as drogas. Os asteriscos™ ilustram experimentos
realizados apenas com a dox.

3.4 Ensaio de viabilidade celular (MTT)

Esse ensaio foi utilizado para avaliar alteracdes na viabilidade celular mediada pelo
quimioterapico dox. Esse ensaio se baseia na utilizacéo do sal de tetrazélio MTT brometo de
3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio que é reduzido por enzimas desidrogenases
mitocondriais de células metabolicamente ativas, formando cristais de coloracdo roxa,
denominados cristais de formazana. Posteriormente, esses cristais sdo dissolvidos com DMSO
(dimetilsulféxido) e a densidade Gptica é obtida por espectofotometria (MOSMANN, 1983).

As células foram plagueadas em placas de 96 pocos utilizando triplicatas tanto no
controle (sem o quimioterapico) quanto nas demais concentragdes utilizadas. O plagueamento
ocorreu no dia anterior a adicdo do quimioterapico para que as células pudessem aderir a
placa. As placas foram mantidas na presenca de dox em estufa a 37°C contendo 5% de CO;
pelos tempos de 24, 48 e 72 h. Quatro horas antes do término dos tempos estabelecidos, foram
adicionados 20 puL de MTT aos pogos e entdo, as placas, protegidas da luz, retornaram para a
estufa pelo tempo restante. Posteriormente, o sobrenadante foi removido, e 0s cristais
formados foram dissolvidos em 150 uL de DMSO. A densidade optica foi obtida através de
espectofotometria no comprimento de onda de 570 nm.

A porcentagem de células viaveis foi calculada desta forma: Média das absorbancias
dos tratados X 100/ Média das absorbancias do grupo controle (ndo tratados). A partir desse
calculo, foram feitas as médias dos percentuais de viabilidade celular de cada concentracdo
obtida em trés experimentos independentes. O calculo da taxa de viabilidade celular foi
realizado através da divisdo da média das densidades Oticas nos tempos de 48 e 72 h pela

média das densidades 6ticas em 24 h.
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3.5 Ensaio clonogénico

Esse ensaio foi utilizado para avaliar a capacidade de formacdo de colonias e o
potencial proliferativo das células. Um total de 2000 celulas foram plaqueadas em placas de 6
pocgos e deixadas aderir por 24 h. No dia seguinte, o quimioterapico foi adicionado em
diferentes concentracdes e retirado apds 48 h em cultura. As placas foram mantidas na estufa
a 37°C contendo 5% de CO; por aproximadamente 14 dias ou até as colénias se formarem.
Em seguida, as col6nias foram fixadas com etanol 100% e coradas com cristal violeta 0,05%.
As colbnias foram diluidas em &cido acético 33% e a densidade Odptica foi obtida por

espectofotometria no comprimento de onda de 595 nm.

3,6 Fracionamento subcelular

Essa técnica foi utilizada para avaliar a localizacdo subcelular de XIAP nas linhagens
celulares, bem como investigar possiveis alteracdes na localizacdo mediante ao tratamento
com os quimioterdpicos. O kit NE-PER (NE-PER® Nuclear and Cytoplasmic Extraction
Reagents; Thermoscientific) foi utilizado para separar as fragdes citoplasmaticas e nucleares,
e entdo, os niveis de XIAP foram avaliados por Western blotting em cada fracdo subcelular.
As proteinas Hsc70 ou B-tubulina foram utilizadas como constitutivo citoplasmatico,

enquanto a Lamina B, como constitutivo nuclear.

3.7 Western blotting

Para verificar a expressdo proteica e localizacdo de XIAP, bem como avaliar a
eficiéncia da transfeccdo de XIAP, a técnica de Western blotting foi utilizada. Apds o
tratamento com a dox ou transfeccdo plasmidial, as células foram tripsinizadas, centrifugadas
(5 mina 770 g) e lavadas 2x com PBS (solucdo salina de fosfato), para preparo dos pellets. Os
pellets foram armazenados no freezer -80°C até 0 momento da extracdo proteica. O tampao de
extracdo (Invitrogen®) foi utilizado para lise celular e desnaturacdo proteica. Foram
adicionados aos pellets 80 — 100 pL de tampéo, dependendo do namero de células em cada
pellet. O processo de lise e desnaturacdo proteica ocorreu em 30 minutos, com intervalos a
cada 10 minutos para homogeneizacdo no vortex. Posteriormente, os tubos foram
centrifugados a 16000 g por 10 min em microcentrifuga refrigerada a 4°C. Ao término da
centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para outro tubo quando as proteinas foram
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guantificadas através do Kit BioRad®. Depois de quantificadas, foram adicionados agua
Milli-Q e tampéo loading (115mM Tris-HCI pH 6,8; 15% SDS; 10% de glicerol; 100mM de
2-B-mercaptoetanol; 0,1% de azul de bromofenol) as amostras. Posteriormente, 15 — 20 ug de
proteinas foram submetidos a uma corrida de eletroforese em gel de acrilamida 10 ou 12%
como mostrado na Tabela 3.4.

Tabela 3.4: Tabela esquematica de preparacao dos géis para Western blotting
Resolving gel  Stacking

10% 12% 5%
H,0 Milli-Q (mL) 803 67 3,67

Para 2 géis

Tris pH 8,8 (mL) 5 5 -
Tris pH 6,8 (mL) - - 0,42
Acrilamida 30% (mL) 6,67 8 0,83
10% SDS (L) 200 200 50
10% APS (uL) 200 200 50
TEMED (pL) 20 20 10
Total 20 20 5

Apds 2h a 100 V no tampédo de corrida BioRad® diluido 10x em agua milli-Q, as
proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond) utilizando
tampdo de transferéncia BioRad® diluido 10x em &gua milli-Q. A transferéncia ocorreu em
camara Umida da BioRad® por 2 h a 100V. Para verificar o padréo de corrida foi utilizado o
Ponceau Red (Ponceau Red 0,2%; &cido acético 3%). Posteriormente, a membrana foi
bloqueada por 2 h com uma solucdo a 5% de leite em p6 desnatado diluido em TBS/Tween
0,05% (10 mM Tris-HCL, pH 8,0; 150 mM de NaCl; 0,05% Tween). Em seguida, as
membranas foram incubadas com anticorpos primarios, diluidos em TBS Tween 0,05%/BSA
2%, overnight a 4°C. No dia seguinte, as membranas foram lavadas 3x por 5 minutos e entdo,
incubadas com seus anticorpos secundarios especificos (anti-mouse ou anti-rabbit), diluidos
em TBS/Tween 0,05% por 1 h sob agitacdo, como mostrado na Tabela 3.5. Posteriormente, as
membranas foram lavadas 4x por 10 minutos e entdo, foi utilizado o kit de revelacdo ECL
(ECL Prime, GE Healthcare) sendo a membrana exposta a um filme ultrassensivel (GE
Healthcare) ou entdo, submetida & revelacdo eletrénica utilizando o aparelho C-Digit
(Licor®).
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Tabela 3.5: Anticorpos primarios e secundarios utilizados
na técnica de Western blotting.

Anticorpos  Catalogo Diluicéo Fabricante
XIAP #2045 1:1000 Cell Signaling
Hsc 70 sc-7298 1:1000 Santa Cruz

Lamina B NA12 1:300 Calbiochem
B-actina A5441 1:1000 Sigma
p-tubulina  sc-9104 1:1000 Santa Cruz

Anti-mouse A9044 1:40000 Sigma

Anti-rabbit ~ A0545 1:40000 Sigma

3.8 Construcao dos plasmideos

Os vetores plasmidiais pEBB (vetor vazio), pEBB-HA-XIAP"!? % pEBB-HA-
XIAP™™ (troca de um aminodcido histidina por alanina, resultando na perda da funcéo
ubiquitina E3 ligase) e pEBB-HA-XIAP**™S (delecéo do dominio RING) foram gentilmente
cedidos pelo laboratério do Professor Colin Duckett (University of Michigan, EUA). Para
simplificar a nomenclatura dos vetores, o pEBB-HA foi omitido do texto e das figuras. Uma

PARING ragyjIta

vez que foi demonstrado que a transfeccdo de células tumorais com o vetor XIA
na superexpressdo de XIAP na fracdo nuclear (CAO et al., 2014), utilizamos esse vetor como
uma ferramenta para a avaliacdo do seu papel oncogénico em diferentes fraces subcelulares.
A superexpressdo de XIAPARMNG

E3 ligase dependente do dominio RING (LEWIS et al., 2004), de forma que o vetor

resulta na producao de uma proteina sem atividade ubiquitina

XIAP™™ foi utilizado como um controle da perda da funcdo ubiquitina ligase, cuja
expressdo é estritamente citoplasmatica. E importante ressaltar que tais mutacdes nio
interferem com a inibicdo da apoptose mediada pelos dominios BIR de XIAP, uma vez que a
estrutura de tais dominios permanece intacta (LEWIS et al., 2004). Adicionalmente,
utilizamos os vetores XIAPNES Nt o s ApNES €M 646 foram construidos em colaboragéo
com o grupo do laboratério liderado pelo Dr. Jodo Viola (INCA, Brasil, Rio de Janeiro), por

técnicas de biologia molecular (Figura 3.2).
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Figura 3.2: Figura esquematica ilustrando os vetores de XIAP utilizados nesse estudo.

Os vetores XIAPNES MM o M IAPNES C™M foram construidos através da fusdo da
sequéncia codificante para o0 NLS do antigeno T do virus SV40 (sequéncia de aminoacidos:
SPKKKRKVEAS) ao cDNA de XIAP a 5’ ou a 3°, respectivamente. Para a constru¢do do
vetor XIAPNES N™ - dois oligonucleotideos complementares contendo a sequéncia do NLS
foram sintetizados, anelados e inseridos entre o tag de HA e o cddon de iniciacdo de XIAP no

vetor XIAP""%% tilizando as enzimas BamHI e Bglll. Para a construc&o do vetor XIAPN-S

CeM orimeiramente, o cédon de parada de XIAP foi removido por amplificacdo por PCR
seguida de subclonagem para o vetor pEBB utilizando as enzimas EcoRV e Clal.
Posteriormente, dois oligonucleotideos complementares contendo a sequéncia do NLS foram
sintetizados, anelados e inseridos a 3’ do cDNA de XIAP utilizando as enzimas de restri¢cao
Clal e Notl. Todas as constru¢bes foram confirmadas por mapeamento com enzimas de
restricdo e sequenciamento (Applied Biosystems) utilizando os primers: Forward 5'
TCAAGCCTCAGACAGTGGTTC 3 XIAP 468 Forward 5'
AGACCTGATACTCTCAAGGGT 3' e Reverse 5 ATCAGACACCATATACCCGAGG 3.
Apos a confirmacdo da identidade e expansdo dos plasmideos em meio LB para posterior
extracdo por maxi-prep (Hispeed Plasmid Maxi Kit; Qiagen), as transfec¢fes foram

realizadas.
3.9 Transfecgdo plasmidial

As células MCF-7 foram plaqueadas em placas de petri de 10 cm, de maneira que, no

dia seguinte, houvesse 90 - 95% de confluéncia. A transfeccdo foi realizada utilizando uma

28



proporcdo de 1:1 de DNA para Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Os vetores plasmidiais e a
Lipofectamina 2000 foram diluidas em meio OPTI-MEM (OPTI-MEM® | Reduced Serum
Media, Invitrogen) e entdo, adicionados as placas com as células. Apos 24 h de transfeccao, as
células foram tripsinizadas, contadas por exclusdo de Azul de Tripan e replaqueadas para 0s
experimentos subsequentes. Apds 24 h de adesdo, as células foram tratadas com a dox e
avaliadas através do ensaio clonogénico e de MTT, de acordo com os tempos mostrados na
Figura 4.3. A eficécia da transfeccdo e a localizacdo subcelular de XIAP foram avaliadas por
Western blotting e fracionamento subcelular, 24 h apés a transfec¢éo. Por utilizarmos um
método de transfecgdo transiente, as células foram recolhidas alternativamente 96 h apos a

transfeccdo para verificar a permanéncia da superexpressdo da XIAP.

24h 24h 24h 24h 24h 24h
Plagueamento|| Transfecg&o Replagueamento Tratamento || Ensaio Ensaio de MTT Ensaio
das células || (90-95% de | [para os experimentos com de MTT Retirada da de MTT
confluéncia) Avaliagdo da doxorrubicina droga do Ensaio

eficiéncia da clonogénico

transfeccéo Avaliagéo da

eficiéncia da

transfecgao

Figura 3.3: Esquema da transfeccdo plasmidial nas células MCF-7 e posterior
tratamento com a doxorrubicina.

3.10 Andlises estatisticas

O software SPSS 17.0 foi utilizado para a realizacdo das analises estatisticas com as
amostras de pacientes com cancer de mama. As curvas de sobrevida foram construidas através
do método de Kaplan-Meier e comparadas através do teste log-rank. O teste qui-quadrado foi
empregado a fim de avaliar a associacdo entre a expressdo e localizacdo de XIAP com o0s
parametros clinico-bioldgicos das pacientes. O teste t student foi utilizado para avaliar as
diferencas entre células controle (ndo tratadas) e tratadas com a dox, bem como comparar as
diferengas entre as células transfectadas com diferentes vetores plasmidiais. O intervalo de
seguranga utilizado foi de 95% e o valor de p<0.05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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4. Desenho Experimental do Estudo

Localizagao subcelular de XIAP: implicagcdes
na proliferagdo celular, resisténcia as drogas e
prognostico no cancer de mama

Estudo in vitro Prognostico

Proliferacéo Resisténcia p——
celular as drogas Amostras

de pacientes

com cancer
de mama

Superexpressao
de XIAP e seus
mutantes

Andlise das

curvas de
Tratamento com Tratamento sobrevida

doxorrubicina com paclitaxel

Contagem

de células Associacao

com fatores
clinico-

Viabilidade celular biolégicos

Capacidade de
formacao de colGnias

Expresséo e
localizacéao de XIAP

Figura 4.1: Fluxograma ilustrando o desenho experimental do estudo.
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5. Resultados

5.1 A expressdo de XIAP nuclear é encontrada de forma mais abundante na linhagem

celular resistente a dox, MCF-7 Dox?

Em tecidos nao neoplasicos, a localizagdo subcelular da XIAP &, predominantemente,
citoplasmatica, porém em alguns tipos celulares, como os &cinos pancreaticos, a XIAP pode
ser encontrada também na fracdo nuclear (VISCHIONI et al., 2006). O padrédo de distribuigdo
subcelular de XIAP em células tumorais varia de acordo com o tipo tumoral. No cancer de
mama, a presenca de XIAP na fracdo nuclear foi detectada como marcador independente de
prognostico (ZHANG et al., 2011). Portanto, o primeiro passo desse estudo foi avaliar a
localizagéo subcelular de XIAP em linhagens celulares derivadas de cancer de mama, e uma
linhagem celular ndo neoplésica derivada da mama. Inicialmente, avaliamos a expresséo de
XIAP nos extratos totais e observamos que todas as linhagens celulares expressam XIAP,
porém em niveis distintos (Figura 5.1A). Em relacdo a localizacdo subcelular, a expressao de
XIAP foi encontrada na porcdo citoplasmatica de todas as linhagens celulares testadas. Em
contrapartida, as células resistentes & dox, MCF-7 Dox", apresentaram expressio de XIAP na
fracdo nuclear de forma mais abundante do que as outras linhagens (Figura 5.1B). Esse dado

nos sugere que XIAP na porcao nuclear pode estar associada a quimiorresisténcia.
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Figura 5.1: Expressdo e localizagdo subcelular de XIAP em um painel de linhagens
celulares. As linhagens celulares tiveram suas proteinas extraidas a partir de fracOes totais
(A) ou nucleo-citoplasmaticas (B) e avaliadas quanto a expressdao de XIAP por Western
blotting. A extracdo de proteinas totais foi realizada através do tampdo de extracdo
Invitrogen® e o fracionamento nuclear e citoplasmatico, a partir do kit NE-PER
(Thermoscientific). A lamina B foi usada como constitutivo nuclear, enquanto a Hsc70, como
constitutivo citoplasmatico. C: Citoplasma; N: Nucleo.
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5.2 As células MCF-7 Dox" sdo resistentes a diminuicdo da viabilidade celular e reducéo

da capacidade de formacéao de col6nias induzidas pela dox

Para validar o nosso modelo de resisténcia, nds selecionamos algumas linhagens
celulares e avaliamos possiveis alteragdes na viabilidade celular induzidas pela dox. Para tal,
foram utilizadas as células MDA-MB-231 e MCF-7 que apresentaram apenas a expressao
citoplasmética de XIAP, além das células resistentes a dox, MCF-7 Dox%, que além da
presenca de XIAP no citoplasma, também apresentaram XIAP nuclear. As alteracBes na
viabilidade celular foram avaliadas mediante a exposicdo a diferentes concentraces de dox
nos tempos de 24, 48 e 72 h. A Figura 5.2 mostra que a dox diminuiu a viabilidade celular de
forma significativa nas células MDA-MB-231 e MCF-7, ja em 24 h de exposicdo ao
quimioterapico. As células MCF-7 apresentaram diminuicao da viabilidade celular de maneira
tempo dependente, enquanto que as células MDA-MB-231, de maneira tempo e dose
dependente. J4 as células MCF-7 Dox" apresentaram maximo de diminuicéo de viabilidade
celular de cerca de 20%, confirmando seu fendtipo de resisténcia a dox. Comparando as
linhagens no mesmo gréfico (Figura 5.3), pode-se observar que as células MCF-7 foram as
mais sensiveis a dox, enquanto as células MDA-MB-231 apresentaram um perfil
intermediario de resisténcia entre as células MCF-7 e MCF-7 Dox". Apenas na concentracao
mais alta testada, as células MDA-MB-231 foram mais sensiveis a diminuicdo de viabilidade
celular do que a linhagem celular MCF-7.

Além disso, foi avaliada a capacidade da dox em inibir a formacdo de coldnias nas
células MDA-MB-231, MCF-7 e MCF-7 Dox®. A Figura 4.4 mostra que a dox reduziu a
capacidade de formacdo de coldnias nas células MDA-MB-231 e MCF-7, de forma
estatisticamente significativa. Porém, as células MCF-7 Dox" foram resistentes a inibicdo na
formacéo de col6nias (Figura 5.4). Em conjunto com o resultado da inibi¢do de viabilidade
celular, esse dado mostra que as células MCF-7 e MDA-MB-231 sdo sensiveis ao tratamento
com a dox, enquanto a linhagem celular MCF-7 Dox" n&o tem a sua viabilidade afetada,

validando o nosso modelo de resisténcia ao quimioterapico.
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Figura 5.2: Alteracdes na viabilidade celular induzidas pela doxorrubicina (dox) nas
células MDA-MB-231, MCF-7 e MCF-7 Dox". As células MDA-MB-231 (A), MCF-7 (B) e
MCF-7 Dox" (C) foram colocadas em placas de 96 pocos e deixadas aderir por 24 h.
Posteriormente, as células foram expostas a dox em concentracfes crescentes por 24, 48 e 72
h. As linhagens celulares foram comparadas com o seu controle de células ndo tratadas. O
gréfico corresponde as médias e desvio padrdo de trés experimentos independentes. (Teste t
student: *p<0.05; **p<0.001; ***p<0.0001; considerado estatisticamente significativo).
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Figura 5.3: Comparacao do perfil de sensibilidade a doxorrubicina (dox) das linhagens
celulares MDA-MB-231, MCF-7 e MCF-7 Dox". As células foram colocadas em placas de
96 pocos e deixadas aderir por 24 h. Posteriormente, as células foram expostas a dox em
concentragcdes crescentes por 24 (A), 48 (B) e 72 h (C). As linhagens celulares foram
comparadas com ao seu controle de células ndo tratadas. O grafico corresponde as médias e
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Figura 5.4: Alterac6es induzidas pela doxorrubicina (dox) no padrédo de formacéo de
coldnias nas células MDA-MB-231, MCF-7 e MCF-7 Dox". As células MDA-MB-231 (A),
MCF-7 (B) e MCF-7 Dox" (C) foram colocadas em placas de seis pocos e deixadas aderir por
24 h. Posteriormente, foi adicionada a dox em diferentes concentracdes. Depois de 48 h de
exposicdo ao quimioterdpico, foi adicionado meio sem droga e as celulas foram deixadas
crescer por cerca de 14 dias, e entdo, coradas com cristal violeta. Os graficos séo
representativos de trés experimentos independentes. (Teste t student: **p<0.001;
***pn<0.0001; considerado estatisticamente significativo).
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5.3 O tratamento com a dox ndo modula a localizagdo subcelular de XIAP nas linhagens

celulares estudadas

Sabe-se que XIAP pode translocar para o nucleo mediante o estimulo apoptdtico
induzido por agentes quimioterapicos no cancer (NOWAK et al., 2004). Para avaliar se o
tratamento com a dox modularia a localizacdo subcelular de XIAP, as linhagens celulares
foram expostas a droga e foi realizado o fracionamento subcelular seguido de Western
blotting. As células MDA-MB-231, MCF-7 e MCF-7 Dox" foram tratadas com 1uM de dox
por 6 e 24 h. Confirmando dados prévios, XIAP s foi encontrada na fragdo nuclear nas
células MCF-7 Dox® (Figura 5.5). Além disso, ndo foi possivel observar alteragdes na
localizagdo subcelular de XIAP mediante o tratamento com a dox em nenhum dos tempos
avaliados. De forma interessante, houve um aumento da fracdo citoplasmatica de XIAP nas
celulas MDA-MB-231, principalmente em 24 h de exposi¢do ao quimioterapico, sugerindo
um papel favoravel de XIAP citoplasmatica a resposta ao quimioterapico. Esses resultados
sugerem que a inducdo do fendtipo de resisténcia ou sensibilidade a dox ndo envolve a

modulacgéo da localizacdo subcelular de XIAP.

5.4 A expressdo nuclear de XIAP também é encontrada nas células resistentes ao
paclitaxel, MCF-7 Tax®

A fim de investigar se o efeito observado nas células MCF-7 Dox" se estendia a
células resistentes a outros quimioterapicos utilizados no tratamento do céncer de mama,
avaliamos a localizacao subcelular de XIAP nas células MCF-7 Tax", resistentes ao paclitaxel
quando comparadas com as células MCF-7 (Figura 5.6). Assim como observado nas células
MCF-7 DoxR, a expressdo nuclear de XIAP foi encontrada nas células resistentes ao
paclitaxel (Figura 4.7A) e o tratamento com o quimioterapico ndo modulou a localizacao
subcelular de XIAP (Figura 4.7B). De forma interessante, as células MCF-7 apresentaram um
aumento na expressdo de XIAP na fragcdo citoplasmatica assim como observado com as
células MDA-MB-231 tratadas com dox, principalmente depois de 24 h de tratamento com o
guimioterapico. Em conjunto, esses resultados apontam para um possivel papel da expressdo
de XIAP nuclear na resisténcia, ndo apenas a dox, mas também ao paclitaxel e sugerem que
esse possa ser um mecanismo de resisténcia independente do mecanismo de agdo do agente

quimioterapico.
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Flgura 5.5: Localizagéo subcelular de XIAP nas células MDA-MB-231, MCF-7 e MCF-7
Dox" apés o tratamento com a doxorrubicina (dox). As células MDA-MB-231 (A), MCF-7
(B) e MCF-7 Dox®. (C) foram deixadas aderir por 24 h em garrafas grandes e entdo, foram
submetidas ao tratamento com a dox a 1uM por 6 e 24 h. Posteriormente, as proteinas
nucleares e citoplasmaticas foram isoladas pelo kit NE-PER (Thermoscientific) e tiveram a
expressdao de XIAP analisada por Western blotting. A lamina B foi utilizada como

constitutivo nuclear, enquanto que a Hsc70, como constitutivo citoplasmatico.
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Figura 5.6: Perfil de sensibilidade de células MCF-7 e MCF-7 Tax" ao paclitaxel. As
células MCF-7 (A) e MCF-7 Tax" (B) foram deixadas aderir em placas de seis pocos por 24
h. Posteriormente, diferentes concentracGes de paclitaxel foram adicionadas. Depois de 48 h
de exposi¢cdo ao quimioterapico, a droga foi retirada e as células foram deixadas crescer por
cerca de 14 dias, e entdo, coradas com cristal violeta. Os graficos sdo representativos de trés
experimentos independentes (Teste t student: ***p<0.0001; considerado estatisticamente

significativo).
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Figura 5.7: Localizagdo subcelular de XIAP nas células MCF-7 e MCF-7 Tax" ap6s o
tratamento com o paclitaxel. (A) As células MCF-7 e MCF-7 Tax" tiveram as suas fracdes
citoplasmatica e nuclear separadas pelo kit NE-PER (Thermoscientific), previamente a
avaliacdo da expressdo de XIAP por Western blotting. (B) A expressdo de XIAP nuclear e
citoplasmética foi avaliada ap6s o tratamento das células MCF-7 e MCF-7 Tax® com 10 nM
de paclitaxel durante 0, 6 e 24 h. As fracdes foram isoladas através do kit NE-PER e a
expressdao de XIAP foi examinada por Western blotting. A lamina B foi utilizada como
constitutivo nuclear, enquanto a B-tubulina, como constitutivo citoplasmatico. C: Citoplasma;
N: Nucleo.

5.5 As células superexpressando os vetores plasmidiais XIAPARNG e XApNES Cterm

apresentam expressao nuclear de XIAP

O proximo passo do estudo foi validar um modelo onde pudéssemos analisar o efeito
da expressdo induzida de XIAP no nudcleo na resisténcia as drogas e no fenotipo de
proliferacdo celular. Dessa forma, as células MCF-7 foram transfectadas com o vetor vazio
(PEBB), XIAPMIAtPe S IAPH4TA X IAPARING x| APNES Ntem o x| APNLS ™M o 3 Jocalizagdo
de XIAP apds a inducdo da superexpressdo de diferentes formas de XIAP foi avaliada. O

vetor XIAPY!99P¢ codifica a proteina em sua forma selvagem, enquanto os vetores XIAPH*®™
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e XIAP*RINC codificam a proteina com a perda da funcéo ubiquitina E3 ligase e com a delegéo
do dominio RING, respectivamente. Os plasmideos XIAP NS Nt o syap NES Ctem garados
por clonagem molecular, codificam uma proteina com um NLS na por¢do N e C-terminal,
respectivamente. Por analise de predi¢do de NLS, néo foi possivel identificar NLS classicos e
ndo-classicos na sequéncia da XIAP, o que motivou o planejamento de vetores contendo esses
sinais para inducdo do seu importe nuclear. Como observado na Figura 5.8A, as células MCF-
7 transfectadas com todos os variantes de XIAP utilizados apresentaram aumento na
expressdo de XIAP quando comparadas com as células transfectadas com o vetor vazio,

confirmando a eficiéncia da superexpresséo.

(A) .

XIAP

XIAP
(Exposicao longa)

68 Lamina B

70~ Hsc70

Figura 5.8: Expressdo e localizacdo subcelular de XIAP em células MCF-7
superexpressando os vetores pEBB, XIAPYIABPe S APHAETA S| APARING x| ApNLS Nterm o
XIAPNES Ctem Aq células MCF-7 foram deixadas aderir em placas de petri (10cm) por 24 h e
posteriormente, foram transfectadas com o0s vetores pEBB, XIAP"!d BPe X |ApH4e7A
XIAPARING x| APNLS N-term o 5| ApNLS Ctm - ytilizando a Lipofectamina 2000. Posteriormente,
extratos proteicos totais (A) e fracionados através do kit NE-PER (Thermoscientific) (B)
foram avaliados para a expressao de XIAP por Western blotting. A lamina B foi utilizada
como controle constitutivo nuclear, enquanto a Hsc70, como constitutivo citoplasmatico. C:
Citoplasma; N: Ndcleo.
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Em relacdo a localizacdo subcelular, apenas as células transfectadas com os mutantes
XIAPARING o x| APNES €™M anresentaram a expressdo de XIAP na fracdo nuclear, além da
superexpressdo citoplasmatica (Figura 5.8B), mostrando que a transfeccdo com esses vetores
resulta na expressdo de XIAP em diferentes compartimentos subcelulares.

Apesar de a transfeccdo com todos os vetores plasmidiais aumentar a expressdo de
XIAP, foi possivel observar niveis distintos de expressao entre eles. Esse padrdo de expressao
poderia ser resultado de eficiéncias de transfeccdo diferentes entre os vetores ou de
modifica¢bes pos-traducionais, culminando com diferentes perfis de estabilidade de XIAP.
Para testar essas hipoteses, nds manipulamos os niveis de DNA dos vetores plasmidiais
menos expressos (XIAP"A Pe  XIAPH4E7A o XIAPNES N®M) - aumentando em 50% a
quantidade de plasmideo utilizada. Apos a transfeccdo das células MCF-7 apenas com 0s
vetores XIAPY? e X |APH7A o X|APNES N™ com 5006 a mais de DNA, ndo foi verificado
0 aumento na expressao de XIAP (Figura 5.9A), sugerindo que os niveis menores de XIAP
observados apd6s a transfeccdo com esses vetores ndo sdo oriundos de uma menor
internalizacdo de DNA nas células MCF-7. Posteriormente, n6s questionamos se a auséncia
de expresséo de XIAP no ntcleo de células transfectadas com o vetor XIAPN-S N serjg um
resultado de uma inducdo de superexpressdo pouco eficiente. Para isso, ndés aumentamos a
quantidade de DNA desse vetor e comparamos com a transfeccdo com o vetor XIAPNSS Ctem
cuja presenca de XIAP no nucleo se mostrou clara. Porém, ndo foram observadas alteracGes
na localizagdo de XIAP, tampouco aumento na expressdo citoplasméatica em nenhuma das
condigdes testadas (Figura 5.9B), indicando que ndo houve uma maior expressao de XIAP
com o aumento da quantidade de plasmideo e que a insercdo da sequéncia NLS na porcdo N-
terminal de XIAP ndo foi capaz de direcionar tal proteina para o nucleo. O conjunto dos
nossos dados sugere que a mudanca na expressdo e localizagdo de XIAP encontrada nos
vetores ndo é devido a eficiéncia de transfeccdo diferencial entre os vetores, mas sim a
possiveis modificacdes pos-traducionais sofridas pelas diferentes formas mutantes de XIAP
gue podem alterar a sua estabilidade e, consequentemente, o padrdo de expressdao das bandas
apo6s a transfeccdo. Por ndo induzir a expressdo de XIAP no nicleo, o vetor XIAPN-SN™ 3o
pode ser utilizado como ferramenta para esse estudo e foi excluido dos préximos

experimentos.
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Figura 5.9: Eficiéncia de transfeccdo plasmidial através da manipulacdo dos niveis de
DNA internalizado nas células MCF-7. As células MCF-7 foram deixadas aderir em placas
de 6 pogos por 24 h e gosteriormente, foram transfectadas com os vetores pEBB, XIAP"!?¥Pe
XIAPHTA I APARING 3| ApNES Ntem o ) ApNES Ctem - ilizando a Lipofectamina 2000. (A)
A concentracdo de DNA foi aumentada em 50% para 0s vetores XIAP"!d %P X ]ApH4¢7A ¢
XIAPNES N (igentificados por um asterisco*), e posteriormente as células foram lisadas. A
expressdao de XIAP foi avaliada por Western blotting. (B) As células MCF-7 foram
transfectadas com concentracdes crescentes de DNA do vetor XIAPN- N™ sybmetidas ao
fracionamento subcelular (kit NE-PER - Thermoscientific) e, posteriormente, avaliadas
guanto a expressdo de XIAP por Western blotting. A lamina B foi utilizada como controle
constitutivo nuclear, enquanto a Hsc70, como constitutivo citoplasmético. C: Citoplasma; N:
Nucleo.
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5.6 A inducdo da superexpressdo dos vetores XIAP*RNG o XIAPN-S ©™ qumenta a

capacidade proliferativa das células MCF-7

Para investigar o efeito da superexpressdo de XIAP na capacidade proliferativa das
células transfectadas com os vetores plasmidiais, as células MCF-7 foram contadas, através da
exclusdo por azul de tripan e avaliadas quanto a capacidade de formacdo de colbnias. Os
vetores XIAP*RING o XJAPNES €™M apresentaram aumento no crescimento celular em 24 h
apés a transfeccdo comparados tanto com o vetor vazio (pEBB) quanto com o XIAPY! vpe
(Figura 5.10A). Corroborando esses dados, as células transfectadas com o vetor XIAPNES Ctem
apresentaram um aumento estatisticamente significativo na formacdo de colonias, quando
comparado com o vetor vazio e XIAPY %" Ag células transfectadas com o vetor XIAPARING
apresentaram aumento na formacdo de colénias em comparacdo com o vetor vazio, porém
quando comparadas com o vetor XIAP"'¢%¢ houve apenas um discreto aumento na formacéo
de col6nias, que ndo atingiu significancia estatistica (Figura 5.10B). A diferenca de resultados
obtida com as células superexpressando os vetores XIAPARNC e XIAPNES €™ gygere que a
XIAP precise estar na sua forma completa para exercer plenamente a sua fun¢do no nucleo.

As células transfectadas com o vetor XIAPH47A

, onde a XIAP perde sua funcdo ubiquitina E3
ligase, mostraram diminui¢do do crescimento celular e na formacdo de col6nias, quando
comparadas com o padrdo de proliferacdo e formacdo de coldnias das células transfectadas
com XIAPY!4 % (Figura 5.10B). Posteriormente, as células superexpressando XIAP foram
acompanhadas ao longo de trés dias e avaliadas quanto a viabilidade celular. De forma
consistente, observamos que a taxa de crescimento das células transfectadas com os vetores
XIAPARING o (| APNLS Cte™M oo mostrou bastante superior &s transfectadas com os outros
vetores, onde apenas a expressao citoplasmatica é encontrada (Figura 5.11). Novamente, 0
efeito observado com o vetor XIAPN- ™™ foi mais pronunciado do que com o vetor
XIAPARNG - Conjuntamente, esses dados mostram que a expressdo nuclear de XIAP esta

associada ao aumento da capacidade proliferativa de células de cancer de mama.
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Figura 5.10: Efeito da indugdo da superexpressdo de XIAP e seus mutantes no padrao
de crescimento de células de cancer de mama. As celulas MCF-7 foram deixadas aderir em
placas de petri (10cm) ou, alternativamente, em placa de 6 pocos por 24 h e posteriormente,
foram transfectadas com os plasmideos pEBB, XIAP"I!d Wpe x| ApHAETA x| APARING ¢
XIAPNES €™ - tilizando a Lipofectamina 2000. (A) As células transfectadas foram contadas
através da exclusdao por azul de tripan 24 h apés a transfeccdo. O nimero total de células
transfectadas com o vetor vazio (pEBB) obtido em cada experimento foi normalizado para o
valor de 1. O grafico corresponde as médias e desvio padrdo de cinco experimentos
independentes (Teste t student: *p<0.05; considerado estatisticamente significativo). (B)
Apos 24 h de transfeccdo, as células MCF-7 foram replaqueadas em placas de 6 pogos e
deixadas aderir por 24 h. As células foram deixadas crescer por cerca de 14 dias, e entdo,
coradas com cristal violeta. O gréafico corresponde a média e desvio padrdo de quatro
experimentos independentes (Teste t student: *p<0.05; considerado estatisticamente
significativo).
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Figura 5.11: Taxa de viabilidade celular das células MCF-7 ap6s a inducdo da
superexpressao de XIAP e seus mutantes. As células MCF-7 foram deixadas aderir em
placas de petri (10 cm) por 24 h e posteriormente, foram transfectadas com os vetores pEBB,
XIAPWIBPe S IAPHAETA XIAPARING @ XIAPNES ™ tilizando a Lipofectamina 2000. No dia
seguinte, as células foram replaqueadas em placas de 96 pocos e deixadas aderir por 24 h. (A)
O padrao de crescimento celular foi avaliado no primeiro, segundo e terceiro dias pds-
plagueamento através do ensaio de MTT e a taxa de viabilidade celular das células
transfectadas com os diferentes vetores foi calculada a partir da normalizagcéo da densidade
Otica do primeiro dia (dia 1) para 1. Os graficos correspondem as médias e desvio padrdo de
trés experimentos independentes (Teste t student: *p<0.05; **p<0.001; considerado
estatisticamente significativo). (B) Comparacdo do perfil de crescimento das células MCF-7
transfectadas com a XIAP e seus mutantes, excluindo-se o desvio padrdo para melhor
visualizag&o do padréo de viabilidade celular observado em cada vetor.
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5.7 A inducdo da superexpressdo dos vetores XIAPFNG o XIAPNES C™ confere

resisténcia ao tratamento com a dox

A fim de avaliar os efeitos da superexpressdao de XIAP nuclear na resisténcia ao

tratamento, as células MCF-7 foram transfectadas utilizando os plasmideos pEBB, XIAP"!

wPe o XIAPH™A ysados como controle negativo de expressdo nuclear, e, XIAPARNG

e
XIAPNES ™M gositivos para localizagdo nuclear. De forma interessante, a inducdo da
superexpressdo dos mutantes XIAP*RNG e XIAPNES ™M onde a localizacdo de XIAP é
observada no nucleo, preveniu a diminuicao de viabilidade celular induzida pela dox em 24 h
de tratamento, de forma estatisticamente significativa, comparada com o vetor vazio e 0
XIAP"14 % (Figura 5.12A). O fendtipo de resisténcia promovido pela expressdo de XIAP no
ndcleo ndo foi prolongado nos tempos de 48 e 72 h (Figura 5.12B e C). Adicionalmente, foi
avaliado se o tratamento com a dox inibiria a formagéo de coldnias nas células transfectadas
com XIAP e seus mutantes. Nossos resultados mostram que, diferentemente dos achados
referentes a viabilidade celular, houve a inibicdo na formacdo de coldnias induzida pela dox
nas células superexpressando todos os vetores plasmidiais (Figura 5.13).

Os resultados diferentes obtidos no ensaio clonogénico e de MTT, que correspondem a
analises de longa e curta duracdo, respectivamente, da viabilidade celular sugerem que a
expressao de XIAP pode estar sendo perdida progressivamente apds a transfeccdo. Por se
tratar de uma transfeccéo transiente, o proximo passo foi avaliar se a superexpressdo de XIAP
seria mantida por até 96 h pés transfeccdo, tempo equivalente ao fim das 48 h do tratamento
com a dox (remocdo da droga) nos ensaios clonogénico e de MTT, como mostrado na figura
5.3. Como mostrado na Figura 5.14, ap6s 96 h de transfeccdo, a superexpressao de XIAP foi
perdida. Esse dado explica o fato de as células transfectadas com 0s mutantes apresentarem o
mesmo perfil de sensibilidade em 48 e 72h de tratamento com a dox pelo ensaio de MTT,
bem como o perfil semelhante de inibicdo de coldnias induzida pela dox. Esse achado sugere
gue, no nosso modelo experimental de inducdo transiente da superexpressdo de XIAP, é

necessaria a realizacdo de ensaios de viabilidade ou morte celular de curta duracéo.

46



=

120 -
v I e

S
©
=
x
° 80 - m PEBB
% 60 |:| X|prildtype
g B X|APH467A
% 40 - O X]APARING
S 20 - O X|APNLS C-term
Qo
s 0~
> 0 0.5 1
Dox (uM); 24 h
(B) (©)
S S
g 120 s 120
‘T 100 - 3 100 -
() [}
= 80 - . w80 1
=] =]
© 60 - c 60 -
% 40 - % 40 - L
2 20 - 2 20 -
0 0.5 1 0 0.5 1
Dox (uUM); 48 h Dox (uM); 72 h

Figura 5.12: Alteracdes na viabilidade celular induzidas_lpela doxorrubicina (dox) em
células MCF-7 transfectadas com os vetores pEBB, XIAPYI9Pe X APH467A x| APARING ¢
XIAPNES Cterm - A células MCF-7 foram deixadas aderir em placas de petri (10cm?) por 24 h
e posteriormente, foram transfectadas com os plasmideos pEBB, XIAP™!? BP¢ X |ApH46TA
XIAPARING @ | ApNES Ctm -y tilizando a Lipofectamina 2000. No dia seguinte, as células
MCEF-7 foram replaqueadas em placas de 96 pocos e deixadas aderir por 24 h. Posteriormente,
as células foram expostas a 0,5 e 1 uM de dox por 24 (A), 48 (B) e 72 h (C). Para cada
concentracdo de dox, as linhagens celulares transfectadas com os diferentes plasmideos
codificando a XIAP foram comparadas com as células transfectadas com a forma selvagem de
XIAP e com o vetor vazio pEBB. O gréfico corresponde as médias e desvio padrdo de trés
experimentos independentes (Teste t student: *p<0.05; considerado estatisticamente
significativo).
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Figura 5.13: AlteragOes induzidas pela doxorrubicina (dox) no padrédo de formagao de
coldnias nas células MCF-7 superexpressando os vetores pEBB, XIAPYI BPe x| ApH467A
XIAPARING o XIAPNES St - Ag células MCF-7 foram deixadas aderir em placas de petri
(10cm) por 24 h e posteriormente, foram transfectadas com os plasmideos pEBB, XIAP*"
wpe - XIAPHTA - XIAPARING o XIAPNES CM - iilizando a Lipofectamina 2000. No dia
seguinte, as celulas MCF-7 foram replaqueadas em placas de 6 pogos e deixadas aderir por 24
h. Posteriormente, foi adicionada a dox em diferentes concentracfes. Depois de 48 h de
exposicdo ao quimioterapico, a droga foi retirada e as células foram deixadas crescer por
cerca de 14 dias, e entdo, coradas com cristal violeta. Os graficos sdo representativos de
quatro experimentos independentes.
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Figura 5.14: Expressao de XIAP em células MCF-7 superexpressando os vetores pEBB,
XIAPYId e s APHATA X APARING o X APNLS CM 54 ¢ 96 h apéds a transfeccdo. As
células MCF-7 foram deixadas aderir em placas de petri (10cm) por 24 h e posteriormente,
foram transfectadas com os vetores pEBB, XIAP"19WPe X |APHATA X APARING o x| APNLS €
M utilizando a Lipofectamina 2000. Posteriormente, extratos proteicos totais foram
preparados e avaliados para a expressao de XIAP por Western blotting em 24 e 96 h apés a
transfeccéo.

5.8 A expressdo de XIAP nuclear identifica uma populacdo com pior progndstico dentre

pacientes com cancer de mama negativo para receptores hormonais

A expressdo de XIAP foi avaliada por imunohistoquimica em nossa coorte de
pacientes com cancer de mama para um estudo anterior (NESTAL DE MORAES et al.,
2015). Para o presente estudo, a expressdo de XIAP foi reanalisada com enfoque na
associacdo entre a localizacdo subcelular de XIAP e a sobrevida global das pacientes. Dentre
um total de 145 pacientes com estadio Illa, foi possivel a analise dos niveis de XIAP em 138
casos, devido a material tumoral insuficiente ou com qualidade insatisfatéria. A expressao de
XIAP foi encontrada em 108 pacientes (78,3%), sendo que a localizacdo subcelular se
mostrou somente citoplasmatica, somente nuclear ou nuclear e citoplasmatica. Setenta e seis
pacientes tiveram expressdo citoplasmatica, 18 expressdo nuclear e 14 apresentaram XIAP
tanto no nacleo, quanto no citoplasma. Dessa forma, as pacientes foram acompanhadas por 10
anos e a expressdo e localizagdo de XIAP foram correlacionadas com os dados de sobrevida
global. Quando analisamos a expressdao de XIAP nas 138 pacientes, observamos que nao
houve impacto da expressio de XIAP citoplasmatica, nuclear ou em ambos 0s

compartimentos na sobrevida global em 10 anos (Figura 5.15A).
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Figura 5.15: Diferencas na sobrevida global de pacientes com carcinoma ductal
infiltrante de mama agrupadas de acordo com a expressdo total, citoplasmatica ou
nuclear de XIAP na populacéo total e nos subgrupos positivo e negativo para receptores
hormonais (RH). As curvas de Kaplan-Meier, na populacao total (A), e nos subgrupos RH
positivo (B) e negativo (C) foram comparadas pelo teste log-rank, onde o valor de p<0.05 foi
considerado estatisticamente significativo. O valor de n equivale ao nimero de pacientes
analisadas para cada curva. Cit: Citoplasmatica; Nuc: Nuclear.
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Considerando que o cancer de mama é uma doenga altamente heterogénea, analisamos
0 papel da expressdo de XIAP em diferentes grupos de pacientes, de acordo com a idade,
tamanho e grau do tumor, comprometimento linfonodal, invasdo vascular e expressdo dos
receptores hormonais e de Her2. N&o encontramos nenhuma associagdo entre a expressao e a
localizagéo de XIAP e a sobrevida global em 10 anos em nenhum dos grupos (dados néo
mostrados), com excecdo da estratificacdo feita para pacientes positivas ou negativas para
RH. Quando estratificamos as pacientes em subgrupos RH positivo e negativo, foi possivel
observar que as pacientes RH negativas que possuem XIAP nuclear (n=11) apresentaram
sobrevida global reduzida de forma estatisticamente significativa (Figura 5.15B). Além disso,
observamos que as pacientes que apresentaram XIAP citoplasmatica (n=31), em comparacéo
com as que ndo possuem (n=15), apresentaram uma tendéncia de sobrevida maior. Esses
achados ndo foram confirmados nas pacientes positivas para RH, onde ndo encontramos
diferengas significativas entre as curvas de sobrevida (Figura 5.15C).

Posteriormente, avaliamos separadamente a expressdo exclusivamente citoplasmatica
ou nuclear de XIAP, excluindo as pacientes que apresentaram marcacdo simultanea de XIAP
nuclear e citoplasmatica. Corroborando 0s nossos achados prévios, observamos que na
populagdo total e nas pacientes RH positivas, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre a presenca de XIAP exclusivamente nuclear ou citoplasmatica (Figura
5.16). Nas pacientes pertencentes ao subgrupo RH negativo, a presenca de XIAP no nucleo,
por si s6, conferiu menor sobrevida global (n=5, sendo que quatro vieram a ébito), sugerindo
que a presenca da XIAP no nucleo, independentemente da sua expressdao concomitante no
citoplasma, leva a um prognostico desfavoravel nesse subgrupo especifico. O conjunto desses
dados aponta para um papel oncogénico para XIAP nuclear, diferentemente de XIAP
citoplasmatica, sugerindo que a XIAP desempenha papéis distintos no cancer de mama
dependentes de sua localizagao subcelular.
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Figura 5.16: Diferencas na sobrevida global de pacientes com carcinoma ductal

infiltrante de mama agrupadas de acordo com a presenca de XIAP apenas na fracdo

citoplasmética ou nuclear na populacéo total e nos subgrupos positivo e negativo para

receptores hormonais (RH). As curvas de Kaplan-Meier, na populacdo total (A), e nos

subgrupos RH positivo (B) e negativo (C) foram comparadas pelo teste log-rank, onde o valor

de p<0.05 foi considerado estatisticamente significativo. O valor de n equivale ao nimero de
pacientes analisadas para cada curva. Cit: Citoplasmatica; Nuc: Nuclear.

O préximo passo foi estratificar as pacientes em relacéo a positividade ou ndo de RH e
a localizacdo subcelular de XIAP. A Figura 5.17A mostra que as pacientes negativas para 0s
receptores hormonais que ndo apresentam XIAP nuclear se agrupam quanto a sobrevida
global de forma semelhante as pacientes classificadas como positivas para RH, cujo
prognostico é conhecidamente melhor. Quando separamos as pacientes RH positivas quanto a
presenca ou auséncia de XIAP nuclear, fica mais claro o impacto da expressdo da XIAP
nuclear na sobrevida global de pacientes negativas para RH (Figura 5.17B). O conjunto dessas
evidéncias indica que a presenga de XIAP nuclear nas pacientes negativas para receptores
hormonais leva a uma sobrevida global reduzida, podendo ser usada como potencial

biomarcador de progndéstico no cancer de mama.
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Figura 5.17: Diferencas na sobrevida global de pacientes com carcinoma ductal
infiltrante de mama estratificadas de acordo com a positividade de receptores
hormonais (RH) e localizacdo de XIAP. (A) Subgrupos RH positivo e RH negativo com
presenca e auséncia de expressdo de XIAP nuclear. (B) Subgrupo RH positivo e negativo com
presenca ou auséncia de expressdo de XIAP nuclear. As curvas de Kaplan-Meier foram
comparadas pelo teste log-rank, onde o valor de p<0.05 foi considerado estatisticamente
significativo. O valor de n equivale ao nimero de pacientes analisadas para cada curva. Nuc:
Nuclear.

5.9 A expressdo de XIAP citoplasmatica e nuclear foi associada com fatores clinico-
bioldgicos das pacientes com cancer de mama

Nosso proximo passo foi analisar a associacdo entre a localizacdo subcelular de XIAP
e parametros clinico-bioldgicos das pacientes positivas e negativas para receptores hormonais.
Nas pacientes positivas para receptores hormonais, a presenca de XIAP total e citoplasmatica
foi associada com a idade igual ou superior a 50 anos (Tabela 5.1). Além disso, a localizacdo
citoplasmatica de XIAP foi associada com baixo grau tumoral. Os demais fatores investigados
como tamanho do tumor, comprometimento nodal, invasdo vascular e status de Her2 néo
foram estatisticamente associados a expressdo de XIAP. E importante ressaltar que a idade
superior a 50 anos e o0 baixo grau do tumor sdo caracteristicas conhecidamente associadas a
um prognostico favoravel em pacientes com cancer de mama (BUITRAGO et al., 2011),
apontando para um papel ndo-oncogénico de XIAP quando presente no citoplasma. Nenhuma
associacdo entre a expressao nuclear de XIAP e parametros clinico-biologicos foi encontrada
nas pacientes RH positivas.
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Tabela 5.1: Expressdo de XIAP nas pacientes pertencentes ao subgrupo positivo para
receptores hormonais de acordo com os parametros clinico-bioldgicos

Pacientes positivos para receptores hormonais

Caracteristicas XIAP total XIAP citoplasmatica XIAP nuclear

p p p
Idade + - 0.021* + - 0.027* + - 0.801
250 44 6 38 12 10 40
<50 28 14 22 20 10 32
Tamanho 0.940 0.343 0.351
T1 14 3 13 8 6 11
T2 43 11 11 16 10 44
T3 10 2 7 4 3 9
Grau tumoral 0.087 0.045* 0.548
Baixo (I/11) 48 10 42 16 10 48
Alto (I1) 16 9 12 13 6 19
Comprometimento nodal 0.681 0.415 0.333
1-3 15 3 9 5 2 16
4-9 12 1 38 2 3 10
210 11 1 8 5 4 8
Invasédo vascular 1.000 1.000 0.152
Sim 29 8 24 13 7 30
Nao 21 6 17 10 10 17
Her2 0.582 0.159 1.000
Sim 5 0 5 0 1 4
Nao 67 20 55 32 19 68

p<0.05; estatisticamente significativo

Nas pacientes negativas para RH, a expressdo citoplasmatica de XIAP ndo pode ser
associada a nenhum parametro clinico-bioldgico (Tabela 5.2). A localizacdo nuclear de XIAP
foi associada com o tamanho do tumor, mas com nenhum outro parametro clinico-biol6gico
foi possivel obter associacdo estatisticamente significativa. O conjunto desses dados sugere
que a XIAP nuclear confere um prognostico desfavoravel a pacientes negativas para RH,

independentemente de sua associa¢do com outros fatores de progndstico.
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Tabela 5.2: Expressdo de XIAP nas pacientes pertencentes ao subgrupo negativo para
receptores hormonais de acordo com os parametros clinico-bioldgicos

Pacientes negativos para receptores hormonais

Caracteristicas XIAP total XIAP citoplasmética XIAP nuclear

p p p
Idade + - 0.476 + - 1.000 + - 0.732
250 19 7 17 9 7 19
<50 17 3 14 6 4 16
Tamanho 0.086 0.543 0.016*
T1 8 1 5 2 5 4
T2 14 8 3 10 2 20
T3 7 0 2 1 3 4
Grau tumoral 0.284 1.000 0.062
Baixo (I/11) 17 3 13 7 7 13
Alto (1l1) 15 7 15 7 2 20
Comprometimento nodal 0.725 0.218 0.786
1-3 5 2 7 2 2 5
4-9 5 2 12 4 3 4
210 2 2 6 2 1 3
Invaséo vascular 0.651 0.245 0.390
Sim 11 4 8 7 5 10
Nao 13 2 12 3 2 13
Her2 0.284 0.243 0.658
Sim 7 1 7 1 1 7
N&o 29 9 24 14 10 28

p<0.05; estatisticamente significativo
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6. Discussao

O cancer de mama é um dos tipos tumorais mais frequentemente diagnosticados entre
mulheres no Brasil e no mundo, com excecdo dos tumores de pele ndo melanoma, além de
apresentar elevadas taxas de mortalidade. Quando diagnosticado em fases iniciais, essa
neoplasia é considerada de bom prognostico, porém, no Brasil, o diagndstico ainda € feito
tardiamente, comprometendo a eficiéncia do tratamento e diminuindo as chances de cura
(Ministério da Salde, Estimativas 2016, Incidéncia de Cancer no Brasil, 2016). Apesar das
melhorias no tratamento, com a implementacdo da hormonioterapia, utilizando o tamoxifeno e
inibidores de aromatase em pacientes positivas para RH (FITZGIBBONS et al., 2000), e da
terapia-alvo, com o uso do trastuzumabe em pacientes superexpressando Her2 (WOLFF et al.,
2007), existe um grupo de pacientes que ndo possui terapia especifica por ndo apresentar o
RH, tampouco o Her2. Portanto, essas pacientes sdo tratadas apenas com a terapia
convencional, baseada na utilizacdo de antraciclinas e taxanos (TANG et al., 2016). Diversos
mecanismos de quimiorresisténcia ja foram descritos no cancer. Um mecanismo de resisténcia
abordado nesse trabalho foi a superexpresséo das IAPs, mas especificamente, da XIAP (SHI
et. al, 2007). A expressdo da XIAP pode ser detectada em altos niveis em diversos tumores
(RAMP et al., 2004; MURIS et al., 2005), incluindo o cancer de mama (PANDEY et al.,
2016), e esta associada a um prognostico desfavordvel (AIRD et al., 2010), além de
resisténcia a quimioterapia e a radioterapia (AMANTANA et al., 2004; FLANAGAN et al.,
2015). Ja foi visto que a XIAP pode ser encontrada em diferentes compartimentos celulares.
A localizacdo subcelular de XIAP é predominantemente citoplasmatica tanto em tecidos nédo
neoplasicos quanto em tecidos oriundos de tumores (VISCHIONI et al., 2006). Nas
neoplasias, o padrdo de distribuicdo subcelular de XIAP pode variar, onde é encontrado no
nacleo, no citoplasma ou em ambos 0s compartimentos celulares. Porém, na maior parte dos
tumores estudados, a expressdao de XIAP se encontra principalmente no citoplasma (LIU et
al., 2001; McELENY et al., 2002; SILVA et al 2006; FACCION et al., 2012; NESTAL DE
MORAES et al., 2015).

No céancer de mama, foi feito um dos primeiros relatos de que a marcacdo de XIAP
nuclear poderia ser uma ferramenta prognéstica importante, associada a um desfecho
desfavoravel para as pacientes (ZHANG et al., 2011). Dessa forma, nos questionamos qual
seria 0 papel da XIAP nuclear na contribuicdo para um fendtipo mais agressivo nessa
neoplasia. Inicialmente, investigamos se as linhagens celulares de cancer de mama

apresentariam a expressdo de XIAP nuclear. Nossos dados mostram que todas as linhagens
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celulares testadas apresentam expressdo de XIAP, apesar de niveis diferentes quando
comparando entre elas. Quanto a localizagdo subcelular de XIAP, detectamos a sua expressao
no citoplasma de todas as linhagens. Entretanto, nos nossos modelos de células resistentes ao
paclitaxel e a dox, também observamos a expressdo de XIAP na fracdo nuclear de forma mais
abundante que as demais linhagens celulares estudadas. Esse dado nos sugere que a expressao
nuclear de XIAP pode estar associada com a resisténcia ao tratamento com quimioterapicos
com diferentes mecanismos de acdo. De forma consistente, constatamos que as células que
ndo apresentam XIAP nuclear, tiveram diminuicdo na viabilidade celular e na formacdo de
coldnias, se mostrando sensiveis ao tratamento com os quimioterdpicos. Dados publicados
apontam que as células MDA-MB-231 e MCF-7 apresentam caracteristicas de agressividade,
invasividade e expressdo proteica distintas (GARTEL et al., 2003; NAGAJARA et al., 2006;
HOLLIDAY & SPEIRS, 2011). Independentemente dessas caracteristicas distintas, ambas as
células responderam ao tratamento a dox, corroborando dados ja encontrados pelo nosso
grupo (NESTAL DE MORAES et al., 2013) e sugerindo que os compostos sensibilizam
células derivadas de diferentes subtipos moleculares.

O proximo passo foi verificar se a localizagéo subcelular de XIAP poderia ser alterada
mediante o tratamento com quimioterapicos. Observamos que o tratamento com a dox ou com
o paclitaxel ndo modulou a localizacdo de XIAP nas células quimiorresistentes derivadas de
cancer de mama estudadas, cuja expressdo se manteve no nucleo. De forma interessante,
observamos que as linhagens celulares sensiveis ao tratamento com o0s quimioterapicos
apresentaram aumento na expressao de XIAP na fracdo citoplasmatica, sugerindo que a XIAP
citoplasmatica pode estar envolvida na sensibilidade observada nessas linhagens celulares.
Um estudo mostrou que, mediante o tratamento de células derivadas de linfomas com uma
variedade de drogas que induzem a apoptose, como a dox, daunorrubicina, taxol e vincristina,
a XIAP ¢ translocada para o nucleo (NOWAK et al., 2004). Corroborando esses achados,
SIEGELIN et al. (2005) e RUSSEL et al. (2008) mostraram que, a XIAP ¢ translocada para o
nacleo, mediante isquemia cerebral, e as células sdo encaminhadas para a apoptose. Esses
estudos atribuiram a mudanca de localizacdo ao afastamento do seu papel inibitorio de
caspases e, consequentemente, do controle da apoptose. Em conjunto, esses dados sugerem
que a XIAP pode desempenhar diferentes papéis dependendo de sua localiza¢do subcelular,
em um processo dindmico que pode ser regulado por diferentes estimulos.

A fim de avaliar o papel de XIAP nuclear na proliferacdo celular e reversédo da
sensibilidade observada nas células derivadas de cancer de mama sensiveis ao tratamento com

a dox, transfectamos as células com diferentes vetores codificando a XIAP. Utilizamos como
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ferramenta para inducdo da expressdo nuclear, o vetor XIAP“*™® onde observamos a
expressao de XIAP sem o dominio RING devido a inser¢do de um stop codon no residuo 448
da proteina. Essa alteracdo faz com que a parte referente ao dominio RING néo seja traduzida.

Também utilizamos o vetor XIAPH#67A

, que possui uma mutacdo pontual, com a troca dos
aminoacidos histidina por alanina no residuo 467 da proteina. Essa mutacdo faz com que a
XIAP perca sua fungdo de ubiquitina E3 ligase, sem perder o dominio RING (LEWIS et al.,
2004) e, assim, esse vetor € um controle experimental importante. Apesar de ndo haver
estudos acerca da localizacdo subcelular de XIAP utilizando esses vetores em células de

ARING
P

cancer de mama, um estudo recente mostrou que XIA pode ser detectada ndo apenas na

PH467A & encontrado

fracdo citoplasmatica, mas também no ndcleo, enquanto o vetor XIA
principalmente na fracdo citoplasmatica de células derivadas de cancer de colon (CAO et al.,
2014). Esses dados mostram que a localizagcdo subcelular de XIAP é modulada
independentemente de seu papel de ubiquitina E3 ligase. Além disso, para avaliar a
importancia de XIAP estar na sua forma completa no nucleo, dois vetores foram construidos a
partir da insercdo de um NLS na porcdo N e C-terminal do vetor wild type de XIAP,
chamados de XIAPN-S NteM o xAPNLS CteM - ragpectivamente. Assim como observado no
estudo de CAO et al. (2014), nas células superexpressando o vetor XIAP*R™NC foj detectada a

PH467A 56 foi

expressao nuclear de XIAP, enquanto as células superexpressando o vetor XIA
possivel detectar a expressao citoplasmatica. Ainda ndo é conhecido o motivo pelo qual a
auséncia do dominio RING resulta na expressdo da XIAP no ndcleo. Possivelmente, o
dominio RING interage com alguma molécula no citoplasma ou mesmo com outros dominios
da XIAP, mascarando sitios de interacdo com importinas. Nos vetores construidos pelo nosso
grupo, observamos que apenas as células transfectadas com o vetor XIAPN:S Ctem
apresentaram expressao nuclear de XIAP. Uma vez que a proteina é traduzida nas células

transfectadas com o vetor XIAPNLS N-tem

, @ nossa hipdtese é que a expressao de XIAP ndo foi
detectada no nucleo porque o NLS na porcdo N-terminal pode ter sido escondido por
mudancas conformacionais. Apesar de todos os vetores utilizados induzirem a superexpressao
de XIAP em relagdo as células transfectadas com o vetor vazio, quando 0s vetores sdo
comparados entre si, detectamos diferenca na expressdo de XIAP. Mesmo apds testes para
verificar a eficiéncia da transfeccdo, notamos que o0s niveis de expressdo de XIAP
permaneceram diferentes entre os vetores, o que sugere que as mutacdes geradas na XIAP
impactem na forma como a proteina é regulada po6s-traducionalmente e, principalmente, na

sua estabilidade.
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Apesar de pouco se conhecer sobre os mecanismos de regulacdo da localizagéo de
XIAP, alguns mecanismos de regulacdo da sua expressdo ja foram descritos. Sabe-se que,
uma vez no citoplasma, a XIAP pode ser regulada negativamente por SMAC/Diablo e
HtrA2/0Omi, que impedem a sua ligacdo as caspases e consequentemente, o seu papel na
inibicdo da apoptose (SEONG et al., 2004; GAO et al., 2007). A XIAP também pode ser
regulada negativamente por outra proteina liberada da mitocondria apos estimulos
apoptoticos, chamada ARTS (Apoptosis-Related Protein In The TGF-4 Signaling Pathway)
que pode se ligar e reduzir os seus niveis protéicos (GARRISON et al., 2011). Um estudo
demonstrou que a traducdo de XIAP pode ser inibida pela elF2a (eukaryotic translation
initiation factor 2), sendo encaminhada para degradacdo via ATF4 (activating transcription
factor 4), ambas proteinas envolvidas na resposta ao estresse de reticulo endoplasmatico, o
que sugere uma regulacédo negativa da expressdo de XIAP (HIRAMATSU et al, 2014). Outro
mecanismo importante de regulacdo da XIAP é a funcdo de ubiquitina E3 ligase exercida por
ela propria, via dominio RING, onde os altos niveis de expressdo encontrados nas células

superexpressando o vetor XIAPARING

podem ser devido a perda de sua autorregulacdo
mediada por esse dominio. Apesar de SHIN et al. (2003) demonstrarem que XIAP ¢
ubiquitinada principalmente em residuos de lisina encontrados fora do dominio RING, um
outro estudo utilizando um modelo murino, mostrou que altos niveis de XIAP sem a presenca
do dominio RING podem ser detectados (SCHILE et al., 2008), além de a proteina se
apresentar mais resistente a ubiquitinagdo (YANG et al., 2000) e mais estavel apos estimulos
apoptéticos (SCHILE et al., 2008). As células pode se autorregular por ubiquitinacdo (YANG
et al., 2000). Por conta disso, as células superexpressando o vetor XIAPH"A apresentaram
niveis mais baixos de expressio de XIAP quando comparadas com o vetor XIAPARNG
mesmo ambos codificando proteinas mutadas sem a funcdo de ubiquitina E3 ligase. Isso
sugere que, para que a autorregulacdo de XIAP aconteca, sejam necessarias mutacGes em
outros sitios responsaveis pela funcdo ubiquitina E3 ligase. Deve ser levado em consideracdo
que, apesar de perder sua funcdo de ubiquitina E3 ligase, a XIAP ndo perde o dominio RING

completamente apds a transfeccdo com o vetor XIAPH#74

, apontando para a importancia de
sitios de regulacdo para outras proteinas presentes nesse dominio da proteina. Outro ponto
importante € que um estudo mostrou que Smac3, isoforma de SMAC/Diablo, pode
desencadear a degradacdo de XIAP de maneira dependente de RING, mostrando o papel
importante desse dominio na regulagdo de XIAP mediada por outras proteinas (FU et al.,
2003). Dessa forma, se torna de extrema relevancia avaliar o impacto da expresséo nuclear de

XIAP apresentando o dominio RING em sua estrutura. Nossos dados mostram que as células
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superexpressando o vetor XIAPN- ©*™ apresentam maiores niveis de expressdo de XIAP, o
que pode ser explicado pela perda da regulacdo citoplasmatica, uma vez que uma parcela da
expressao de XIAP é encontrada no nudcleo. Também pode ser sugerida uma possivel
mudanca conformacional na estrutura da proteina ap6s a inser¢cdo de um NLS préximo ao
RING, escondendo sitios importantes de regulagdo que poderiam estar presentes no dominio
RING. Esses dados sugerem que, uma vez no nucleo, é possivel que XIAP nao se autorregule
e ndo sofra regulacdo por outras proteinas, uma vez que Seus principais antagonistas estdo
presentes no citoplasma das células. Como consequéncia, a regulagdo por ubiquitinacdo de
XIAP € reduzida e a sua estabilidade aumenta, resultando em maior expressao proteica.

Apols a validacdo do nosso modelo experimental, avaliamos se a capacidade
proliferativa das células seria alterada, mediante a inducdo da expressao de XIAP nuclear. De
forma interessante, vimos que as células transfectadas com os vetores onde é encontrada a
expressdo nuclear de XIAP, XIAPRNG e XJAPNSS Ct™ - apresentaram uma taxa de
crescimento maior tanto em comparagdo ao vetor vazio quanto as células superexpressando
XIAP wild type, sugerindo que a expressdao nuclear de XIAP estd envolvida no maior
potencial proliferativo. Corroborando esses dados, CAO et al. (2014) mostraram que células

de cancer de célon superexpressando o vetor XIAP*RING

apresentaram um maior crescimento
independente de ancoragem e taxa proliferativa. Esses efeitos foram associados a inducgédo do
fator de transcricdo E2F1, levando a ativacdo da ciclina E, e a progressdo do ciclo celular.
Apesar de ndo ter sido avaliada a localizagéo subcelular de XIAP, um estudo recente mostrou
que a transfeccdo com o vetor XIAP*R™C suprime a expressdo do miR-200a, promovendo a
ativacdo de EGFR (receptor do fator de crescimento epidermal) e levando a maiores niveis de
proliferacdo celular em células derivadas de cancer de bexiga (HUANG et al., 2017). O fator
de transcricdo NFkB também poderia interagir com XIAP e estar associado com a indugao de

proliferacdo celular encontrada nas células transfectadas com os vetores XIAP*RINC

e
XIAPNES ™M yma vez que estudos mostram que existe ativagdo da via de NFkB por
dominios especificos de XIAP, como o BIR1 e UBA (LU, et al., 2007; GYRD-HANSEN et
al., 2008). E interessante ressaltar que as células superexpressando o vetor XIAPN:S ctem
apresentaram niveis maiores de proliferacdo em comparacdo as células superexpressando o
vetor XIAP*RING sygerindo que a presenca da XIAP em sua estrutura completa no nucleo seja
importante para que esta desempenhe seu papel na proliferacdo celular de forma plena. De

forma consistente, detectamos que as células transfectadas com o vetor XIAP¢’

, mutacao
pontual que resulta na perda da funcéo de ubiquitina E3 ligase, apresentaram diminuicdo nas

taxas de proliferagdo celular comparadas com as células transfectadas com XIAPY % CAQ
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et al. (2012) mostraram que as células deletadas para XIAP podem ter seu crescimento
independente de ancoragem e crescimento celular restaurado quando XIAP em sua forma
selvagem € superexpressa nas células HTC116 (células derivadas de cancer de colon), o que
ndo é observado quando as células sdo transfectadas com o vetor XIAPH*"A Em conjunto,
esses dados sugerem que a presenca da XIAP no nucleo esta associada a um fendtipo mais
proliferativo em células de cancer de mama. Ainda sera necessario estudar os mecanismos
que levam a esse fenotipo, bem como possiveis parceiros para XIAP nesse contexto.

A expressdo de XIAP estd associada com a quimiorresisténcia em diversos modelos
tumorais, como carcinoma de ovario (MIYAMOTO et al., 2014), pancreas (LI et al., 2006),
pulmédo (HOFFMAN et al. 2002), renal (RAMP et al., 2004) e mama (AIRD et al., 2008).
Esses estudos mostraram que o silenciamento de XIAP tornou as células mais sensiveis ao
tratamento, indicando o seu envolvimento na resisténcia aos quimioterapicos. Porém, outros
estudos mostram que elevados niveis de XIAP, por si s6, ndo conferem resisténcia aos
guimioterapicos, sendo importante levar em consideracdo outros fatores como o status dos
moduladores de XIAP, como SMAC (SEEGER et al., 2010). Além disso, um trabalho do
nosso grupo revelou que o silenciamento de XIAP ndo tornou as células MDA-MB-231 e
MCF-7, mais sensiveis ao tratamento com a dox, e que esse quimioterapico induz efeitos
citotoxicos independentemente da expressdo de XIAP (NESTAL DE MORAES et al., 2013).
Uma vez que esse estudo ndo levou em consideracdo a localizacdo subcelular de XIAP,
avaliamos se isso teria um papel no fendtipo de resisténcia ao tratamento com a dox. De
forma interessante, vimos que as células transfectadas com os vetores XIAP*TNC e X1APN- ¢
M “onde foi possivel detectar a presenca nuclear de XIAP e aumento na proliferacdo celular,
se tornaram mais resistentes ao tratamento com a dox por 24 h. Assim como nos ensaios de
proliferacdo celular, notamos que as células transfectadas com o vetor XIAPN-S Ctem
apresentaram uma menor diminui¢do na viabilidade celular induzida pela dox comparadas
com o vetor XIAP*R™NC_ Esse dado reforca a importancia da XIAP em sua estrutura completa
no nucleo para desempenhar seu papel oncogénico ndo apenas na proliferacdo celular, como
também no perfil de resisténcia apds o tratamento com a dox. O efeito da superexpressao da
XIAP no nucleo na contribuicdo para a resisténcia ndo foi confirmado em 48 e 72 h de
tratamento com a dox, pelo ensaio de MTT, nem pelo ensaio clonogénico. Por se tratar de
uma transfecgdo transiente, observamos que a expressio de XIAP foi perdida
progressivamente ao longo dos dias de transfeccdo. Portanto, para avaliar melhor o papel na
quimiorresisténcia e na proliferagcdo celular exercido pela XIAP nuclear, é necessaria a

realizacdo de ensaios de curta duracdo, como a deteccdo da populacdo em sub-GO e a
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avaliacdo de possiveis mudancas no ciclo celular, por citometria de fluxo. Alternativamente,
esses experimentos podem ser realizados com linhagens superexpressando 0s mutantes de
XIAP de forma estavel apos a selecdo de clones com ampicilina, antibidtico cujas células
transfectadas com os plasmideos em questdo apresentam resisténcia. Em conjunto, esses
dados mostram que a avaliacdo adicional da localizagdo subcelular de XIAP parece ser
importante, visto que o papel da expressdo de XIAP, por si s6, ndo € consistentemente
implicado com o fendtipo de resisténcia e/ou proliferacdo celular nas linhagens celulares de
cancer de mama.

A fim de avaliar e confirmar o papel de XIAP nuclear como marcador no progndstico
em pacientes com carcinoma ductal infiltrante de mama, o subtipo mais comum no Brasil e no
mundo, nés reanalisamos os dados referentes a expressdo de XIAP da nossa coorte de
pacientes realizados para um estudo anterior (NESTAL DE MORAES et al., 2015), porém
agora com o enfoque na sua localizagdo subcelular. A XIAP é encontrada,
predominantemente, no citoplasma tanto nas células tumorais quanto em células ndo
neoplasicas (VISCHIONI et al., 2006). Na coorte utilizada para essas analises, detectamos
expressdo positiva para XIAP em, aproximadamente 80% das amostras de pacientes
avaliadas. Corroborando nossos dados, ZHANG et al. (2011) detectaram expressdao de XIAP
em cerca de 83%, assim como HINNIS et al. (2007) que encontraram expressao de XIAP em
torno de 90% nas amostras de pacientes com cancer de mama. Além disso, estudos publicados
anteriormente indicam que a expressao de XIAP € encontrada em diversos tipos tumorais,
como cancer renal, onde sua expressdo foi detectada em 95% das amostras de pacientes e
considerada como fator de prognoéstico independente, porém sem estratificar quanto a
localizagdo subcelular de XIAP (RAMP et al., 2004). Também foi observada positividade
para expressdo de XIAP em amostras de pacientes com leucemia mieléide aguda (TAMM et
al., 2000) e cancer de mama (PANDEY et al., 2016) em um percentual de pacientes similar
ao encontrado no nosso estudo. Na nossa coorte de pacientes, a expressdo e localizacdo
subcelular de XIAP néo foi associada a alteracdes no prognostico e sobrevida, exceto quando
as pacientes foram separadas nos subgrupos positivos e negativos para RH. A localizagéo
subcelular de XIAP foi detectada no citoplasma e/ou nucleo, corroborando dados encontrados
por ZHANG et al. (2011). Nesse estudo, foi demonstrado que a expressao nuclear de XIAP
foi identificada como marcador independente de progndstico nas pacientes com cancer de
mama, relacionando sua expressdo nuclear com a sobrevida global reduzida. No nosso estudo
anterior (NESTAL DE MORAES et al., 2015), corroborando dados ja estabelecidos pela

literatura, as pacientes negativas para receptores hormonais apresentaram sobrevida global
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reduzida, e consequentemente, pior prognostico (ABREU & KOIFMAN et al., 2002;
BUITRAGO et al., 2011). Os nossos dados apontam para um papel oncogénico exercido por
XIAP quando esta se localiza no ndcleo nas pacientes negativas para RH. Observamos, nesse
subgrupo especifico, que a presenca de XIAP nuclear reduziu a sobrevida global das
pacientes. Esses achados foram diferentes nas pacientes da populagéo total e nas pacientes
positivas para RH, onde ndo houve mudanca na sobrevida global de acordo com a expresséao
e/ou localizacdo de XIAP. Portanto, com nosso atual estudo, identificamos um grupo de pior
prognostico, dentro de um subgrupo de pacientes negativas para RH, onde o desfecho clinico
ja é desfavoravel. O préximo passo foi associar a localizagdo subcelular de XIAP com
parametros clinico-biologicos nos subgrupos negativo e positivo para RH. Na nossa coorte de
pacientes positivas para RH, a expressédo total e citoplasmatica de XIAP foi associada com
caracteristicas consideradas de bom progndstico, como idade maior que 50 anos e baixo grau
tumoral (ABREU & KOIFMAN et al., 2002; BUITRAGO et al., 2011), corroborando a
tendéncia a um melhor prognéstico observada. Nossos dados contrastam os do estudo
publicado por ZHANG et al. (2011) onde ndo houve associacdo de XIAP citoplasmatica com
nenhum pardmetro clinico-biolégico. Ao contrério do que observamos, XU et al. (2014)
demonstraram que ha associacdo da expressdo de XIAP citoplasmatica com pacientes
negativas para p53 e com o status de Her2, associando-a com fatores de prognostico adverso
no cancer de mama. E importante que seja levado em consideracdo que diferentemente do
nosso estudo, ZHANG et al. (2011) e XU et al. (2014) utilizaram amostras de pacientes de
cancer de mama pertencentes a grupos nédo estratificados. Possivelmente, ndo encontramos
associacdo, porgue o nosso estudo foi conduzido com amostras de pacientes de um grupo
especifico, estadio Illa, enquanto os trabalhos citados ndo especificaram o grupo de pacientes,
sendo provavel que tenham utilizado amostras mais heterogéneas. Nas pacientes negativas
para RH, a expressdo de XIAP ndo foi associada a nenhum pardmetro clinico-biolégico
investigado, exceto a localizacdo nuclear de XIAP que foi associada com o tamanho do
tumor. Em conjunto, nossos dados reforcam a ideia de que a XIAP pode desempenhar
diferentes papéis dependentes de sua localizacdo subcelular, estando a presenca
citoplasmatica associada com parametros de bom prognoéstico e uma maior sobrevida,
enguanto a expressdo nuclear é associada a uma menor sobrevida global nas pacientes com
cancer de mama. Para validacdo e confirmacdo dos nossos dados, € necessario que essas
analises sejam feitas numa coorte maior de pacientes.

Os mecanismos responsaveis pela translocacdo de XIAP do citoplasma para o nucleo

ainda nao sdo conhecidos. Um mecanismo bem descrito de transporte nuclear é o mediado por
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NLS classicos ou ndo classicos, que estdo presentes em algumas proteinas que sdo
enderecadas para o nucleo. Porém, utilizando ferramentas de predi¢cdo de NLS, observamos
que a XIAP ndo apresenta NLS classico tampouco o ndo classico na sua estrutura. Uma forma
descrita de sequestro nuclear de XIAP foi demonstrado por LISTON et al. (2001). Esse
estudo mostrou que a proteina XAF1 pode interagir diretamente com XIAP e leva-la para o
nucleo. Porém, XAF1 é uma proteina proapoptotica e supressora tumoral, cujo promotor se
encontra hipermetilado no céancer (VICTORIA-ACOSTA et al.,, 2015). Portanto, sua
expressdo é silenciada em tumores, indicando que possivelmente XAF1 ndo é responsavel por
translocar XIAP nas células resistentes de cancer de mama. Outro estudo demonstrou que a
proteina Vgl-4 também estéd envolvida na translocacao citoplasma-nucleo da XIAP (JIN et al.
2011). Esse mecanismo foi considerado favoravel a inducdo de apoptose, uma vez que a
XIAP, quando localizada no nucleo, se encontra afastada de sua funcdo antiapoptotica.
Porém, dados do presente estudo e j& publicados (ZHANG et al., 2011; CAO et al., 2014)
mostram que a XIAP nuclear parece desempenhar um papel oncogénico, levando as células a
proliferacdo e a resisténcia a drogas utilizadas no tratamento do cancer de mama. Além de ndo
estar elucidado o mecanismo de transporte de XIAP para o ndcleo, também pouco se sabe
acerca dos possiveis parceiros de XIAP quando localizada no nicleo. CAO et al. (2014)
mostrou que uma vez no nicleo, a XIAP pode interagir diretamente com o fator de
transcricdo, E2F1, conduzindo a maior expressdao de ciclina E e, consequentemente, a
proliferacdo celular. Portanto, E2F1 pode ser um possivel parceiro de XIAP nuclear.

Em conclusdo, demonstramos que a XIAP pode ser encontrada em diferentes
compartimentos subcelulares em linhagens celulares e amostras de pacientes com cancer de
mama, desempenhando papéis distintos dependentes da sua localiza¢do. De forma notavel, a
presenca de XIAP no nucleo foi associada a proliferacdo celular e a resisténcia as drogas in
vitro, bem como a um prognéstico adverso em pacientes, sugerindo o seu papel na
contribuicdo de um fendtipo mais agressivo nessa neoplasia (Figura 6.1). Nossos achados ndo
somente auxiliam uma melhor compreensdo dos mecanismos de quimiorresisténcia, como
também geram conhecimento para a estratificacdo de pacientes de cancer de mama com

desfechos clinicos distintos.
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Figura 6.1: Figura esquematica da associacao entre a localizacdo nuclear de XIAP e um
fendtipo mais agressivo no cancer de mama. A expressdo de XIAP pode ser encontrada em
diferentes compartimentos subcelulares em linhagens celulares e amostras de pacientes. A
expressao de XIAP no nucleo esta associada a um fendtipo de resisténcia as drogas e a um
aumento da capacidade proliferativa in vitro. Adicionalmente, a presenca de XIAP no ndcleo
confere um prognostico desfavoravel a pacientes com cancer de mama, apontando para um
papel oncogénico da XIAP nessa neoplasia.
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7. Conclustes

e A expressao de XIAP pode ser encontrada em diferentes compartimentos subcelulares,
sendo mais detectada no nucleo nas células resistentes a dox e ao paclitaxel, sugerindo
uma possivel associagdo da presenca nuclear de XIAP e a quimiorresisténcia
independentemente do mecanismo de ac¢do do quimioterapico;

e O tratamento com os quimioterdpicos ndo modula a localiza¢éo subcelular de XIAP,
porém observa-se a inducdo da expressdo da XIAP na fracdo citoplasmatica em

células quimiossensiveis;

e A superexpressio dos vetores XIAPARING o XJAPNES €M jnduz a expressdo de XIAP
no nucleo e contribui para 0 aumento da capacidade proliferativa de células de cancer

de mama;

e A superexpressao da XIAP nuclear promove a resisténcia ao tratamento com a dox em

celulas de cancer de mama;
e A expressdo nuclear de XIAP esta associada a uma sobrevida global reduzida em
pacientes negativas para RH, enquanto as pacientes que apresentam XIAP

citoplasmatica possuem uma tendéncia de melhor prognéstico;

e A expressdo nuclear e citoplasmatica de XIAP foram associadas diferencialmente as

caracteristicas clinico-biolégicas das pacientes com cancer de mama.
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8. Perspectivas:

e Auvaliar o efeito da inducdo da superexpressao de XIAP e seus mutantes na resisténcia
a morte celular induzida pela dox através de ensaios de viabilidade celular de curta

duragéo, como o ensaio de morte celular (Sub-G0) e modulagéo de caspases;

e Investigar os mecanismos envolvidos com o aumento da capacidade proliferativa de
celulas superexpressando XIAP no nucleo, tais como as alteraces no perfil de fases
do ciclo celular e a inducdo da expressdo de E2F1 e de ciclinas envolvidas na

progressao do ciclo celular;

e Confirmar os dados de proliferacdo celular por ensaios mais especificos, como a

coloracdo por cristal violeta e marcagdo com bromodeoxiuridina (BrdU);

e Analisar o papel da localizagdo nuclear de XIAP na resisténcia & dox através da
indugdo da superexpressdo de XIAP nuclear em linhagens celulares de cancer de

mama triplo negativas (em andamento);

e Confirmar os dados referentes a localizacdo subcelular de XIAP por microscopia

confocal;
e Sequenciar o gene da XIAP (BIRC4) nas linhagens celulares sensiveis e resistentes a

drogas, a fim de avaliar possiveis mutacdes e diferencas entre as linhagens (em

andamento);

e Investigar a localizacdo subcelular de XIAP em outros modelos de células resistentes e

parentais sensiveis a drogas;

e Validar os dados encontrados referentes ao papel da marcacdo de XIAP nuclear no

prognostico em uma coorte maior de pacientes com cancer de mama.
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FOXM1 targets XIAP and Survivin to modulate breast cancer survival and chemoresistance.

Nestal de Moraes G, Delbue D2, Silva KL® Robaina MC?, Khonakow P*, Gomes AR* Zona S* Crocamo 8%, Mencalha AL, Magalhes LMT Lam EW*,
Maia RCE.

#® Author information

Abstract

Drug resistance is a major hurdle for successful treatment of breast cancer, the leading cause of deaths in women throughout the
waorld. The FOXM1 transcription factor is a potent oncogene that transcriptionally regulates a wide range of target genes involved in
DMNA repair, metastasis. cell invasion, and migration. However, little is known about the role of FOXM1 in cell survival and the gene
targets involved. Here, we show that FOXIM1-overexpressing breast cancer cells display an apoptosis-resistant phenotype. which
associates with the upregulation of expression of XIAP and Survivin antiapoptotic genes. Conversely, FOXM1 knockdown results in
XIAP and Survivin downregulation as well as decreased binding of FOXM1 to the promoter regions of XIAP and Survivin. Consistently,
FOXM1, XIAP, and Survivin expression levels were higher in taxane and anthracycline-resistant cell lines when compared to their
sensitive counterparts and could not be downregulated in response to drug treatment. In agreement with our in vitro findings, we
found that FOXM1 expression is significantly associated with Survivin and XIAP expression in samples from patients with llla stage
breast invasive ductal carcinoma. Importantly, patients co-expressing FOXM1, Survivin, and nuclear XIAP had significantly worst
overall survival. further confirming the physiological relevance of the regulation of Survivin and XIAP by FOXM1. Together, these
findings suggest that the overexpression of FOXM1, XIAP. and Survivin contributes to the development of drug-resistance and is
associated with poor clinical outcome in breast cancer patients.

Copyright® 2015. Published by Elsevier Inc.
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11a-N-Tosyl-5-deoxi-pterocarpan, LQB-223, a novel compound with potent antineoplastic activity
toward breast cancer cells with different phenotypes.
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Abstract
Multidrug resistance is the major obstacle for successful treatment of breast cancer, prompting the investigation of novel anticancer
compounds.

PURPOSE: In this study, we tested whether LQB-223, an 11a-N-Tosyl-5-deoxi-pterocarpan newly synthesized compound, could be
effective toward breast cancer cells.

METHODS: Human breast cell lines MCF-7. MDA-MB-231, HB4a and MCF-7 Dox(R) were used as models for this study. Cell culture,
MTT and clonogenic assay, flow cytometry and Western blotting were performed.

RESULTS: The LQB-223 decreased cell viability, inhibited colony formation and induced an expressive G2/IM arrest in breast cancer
cells. There was an induction in p53 and p21(Cip1) protein levels following treatment of wild-type p53 MCF-7 cells, which was not
observed in the mutant p53 MDA-MB-231 cell line, providing evidence that the compound might act to modulate the cell cycle
regardless of p53 status. In addition, LQB-223 resulted in decreased procaspase levels and increased annexin V staining, suggesting
that the apoptotic cascade is also triggered. Importantly, LQB-223 treatment was shown to be less cytotoxic to non-neoplastic breast
cells than docetaxel and doxorubicin. Strikingly, exposure of doxorubicin-resistant MCF-7-Dox(R) cells to LQB-223 resulted in
suppression of cell viability and proliferation in levels comparable to MCF-7. Of note, MCF-7-Dox(R) cells have an elevated expression
of the P-glycoprotein efflux pump when compared to MCF-7.

CONCLUSION: Together, these results show that LQB-223 mediates cytotoxic effects in sensitive and resistant breast cancer cells,
while presenting low toxicity to non-neoplastic cells. The new compound might represent a potential strategy to induce toxicity in
breast cancer cells, especially chemoresistant cells.

NESTAL DE MORAES G, KHONGKOW P, GONG C, et al. Forkhead box K2 modulates
epirubicin and paclitaxel sensitivity through FOXO3a in breast cancer. Oncogenesis, 2015 4:1-12

Oncogenesis. 2015 Sep 7,4:¢167. doi 10.1038/oncsis.2015.26.

Forkhead box K2 modulates epirubicin and paclitaxel sensitivity through FOX0O3a in breast
cancer.

@ Author information

Abstract

The forkhead transcription factor FOXK2 has recently been implicated in cancer cell proliferation and survival, but a role in cancer
chemotherapeutic drug resistance has hitherto not been explored. Here we demonstrate that FOXK2 has a central role in mediating
the cytotoxic drug response in breast cancer. Clonogenic and cell viability assays showed that enhanced FOXK2 expression
sensitizes MCF-7 breast cancer cells to paclitaxel or epirubicin treatment, whereas FOXK2 depletion by small interfering RNAs
(siRNAs) confers drug resistance. Our data also showed that the activation of the tumour suppressor FOXO3a by paclitaxel and
epirubicin is mediated through the induction of FOXK2, as depletion of FOXKZ by siRNA limits the induction of FOX0O3a by these drugs
in MCF-7 cells. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) analysis showed that in response to drug treatment, FOXK2 accumulates and
binds to the proximal FOXO3a promoter region in MCF-7 cells. Furthermore, we also uncovered that FOXK2 is deregulated and,
therefore, can express at high levels in the nucleus of both the paclitaxel and epirubicin drug-resistant MCF-7 cells. Our resulis
showed that ectopically overexpressed FOXKZ accumulates in the nuclei of drug-resistant MCF-7 cells but failed to be recruited to
target genes, including FOX0O3a. Crucially, we found that FOXO23a is required for the anti-proliferative and epirubicin-induced
cytotoxic function of FOXK2 in MCF-7 cells by sulphorhodamine and clonogenic assays. The physiological importance of the regulation
of FOXO3a by FOXK2 is further confirmed by the significant correlations between FOXO03a and FOXK2 expression in breast
carcinoma patient samples. Further survival analysis also reveals that high nuclear FOXKZ expression significantly associates with
poorer clinical outcome, particularly in patients who have received conventional chemotherapy, consistent with our finding that FOXK2
is deregulated in drug-resistant cells. In summary, our results suggest that paclitaxel and epirubicin target the FOXK2 to modulate
their cytotoxicity and deregulated FOXK2 confers drug resistance.
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