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RESUMO

Cintra, R.C Stratifin em tumores de cabeca e pescoco: um alvo moleculdentificado por
Phage Display2021. 97 p. Tese de Doutorado - Programa de P&u@gdo em Bioquimica.
Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo,FSillo.

Nos ultimos anos, houve um aumento na frequéna@aasos de tumores de cabega e pescoco

apesar da diminuicdo do consumo do tabaco e aledeko tem sido atribuido, em parte, a
infeccdo pelo Papilomavirus Humano — HPV. Por agmas baixa sobrevida em 5 anos e ter
alta morbidade, tem se buscado novos alvos mokesulzara terapias combinadas. Nesse
contexto nosso grupo identificou, através da texmgial dePhage Display uma sequéncia
peptidica com interacdo preferencial por célulasionais com relacdo a células nao
transformadas, e ensaios adicionais identificaramavo como sendo a proteiS#ratifin.
Stratifin tem sido reportado como um oncogene em diversalo® tumorais, entretanto seu
papel em carcinoma de células escamosas de cabgmsceco (CCECP) permanece
desconhecido e poucos trabalhos na literatura taaposua atividade em CCECP e/ou outro
tumores relacionados ao HPV. Dessa forma, o objekpsse trabalho foi explorar o potencial
valor clinico e o papel biologico datratifin em CCECP. Dados do perfil de expresséo e de
metilacdo assim como dados clinicos foram extraédobase de dados @ibe Cancer Genoma
Atlas— TCGA. Paralelamente, o perfil de expressastdaifin foi verificado através de ensaios
deRT/qPCRe Western Bloem um painel de linhagens celulares de CCECP autermpla as
principais caracteristicas moleculares para eg§ses tumorais. A partir da observacédo de que
todas as linhagens expressatmatifin, utilizou-se a tecnologia de CRISPR/Cas9 para taodu
sua expressao (nocauteando ou superexpressand@)odgemodo a se observar parametros
relacionados ao processo tumorigénico. Dessa fofongpossivel verificar os efeitos da
Stratifin em ensaios de proliferacdo, viabilidade apOs rratdos com quimioterapicos,
irradiacéo, crescimento livre de ancoragem e clenmidade. Como resultados, observamos
gue expressao aumentadaSteatifin no tecido tumoral quando comparado ao tecido norma
foi positivamente relacionada com o grau histoldgiegatividade para HPV, mutacdo em
TP53 e CDKN2A. Biologicamente, o nocaute d8tratifin foi relacionado com maior
sensibilidade a quimioterapicos, menor capacidaglfodmacdo de colbnias, e reduzida
capacidade de crescimento livre de ancoragem. Essebados sugerem q&tratifin atue
como um oncogene em CCECP, entretanto ensaiosomadgiici devem ser realizados para
corroborar esse achados.

Palavras-chavesCancer de cabeca e pescoco, HPMage DisplayStratifin, CRISPR/Cas9.



ABSTRACT

Cintra, R.C.Stratifin in head and neck tumors: a molecular target identified by Phage
Display. 2021. 97 p. Doctoral Thesis — Graduate Program iocthH&mistry. Instituto de
Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Over recent years, there has been an increaseadfdma neck tumors frequency despite the
decrease in tobacco and alcohol consumption, aadch#s been attributed, in part, to Human
Papillomavirus infection. Due to its low 5-year wual and high morbidity, new molecular
targets for combined therapies have been sougttidritontext, our group identified, through
Phage Display technology, a peptide sequence wéfegential interaction by tumor cells in
relation to non-transformed cells, and further gssdentified its target as the Stratifin protein.
Stratifin has been reported as an oncogene in aetvenor models, however its role in head
and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) remaikisawn and few works in the literature
report its activity in HNSCC and/or other HPV-reldtumors. Therefore, the aim of this study
was to explore the potential clinical value anddmccal role of Stratifin in HNSCC. Expression
profile data as well as clinical data were extrddem The Cancer Genome Atlas - TCGA
database. In parallel, the expression profile o&t8in was verified through RT/gPCR and
Western Blot assays in a panel of HNSCC cell litlest address the main molecular
characteristics for these tumor types. Since dll loges express Stratifin, CRISPR/Cas9
technology was used to modulate its expressione(geacking out or overexpressing) in order
to check parameters related to the tumorigenicga®icThus, it was possible to verify the
Stratifin effects in proliferation assays, vialyiliafter chemotherapy treatments, irradiation,
anchorage-free growth and clonogenicity. As a testd observed an increased expression of
Stratifin in tumor tissue when compared to normsdue, which was positively related to
histological grade, HPV negativity, mutationi®53andCDKN2A Biologically, knockout of
Stratifin was associated with greater sensitiatgltemotherapy, less colony-forming capacity,
and reduced anchorage-free growth capacity. Thesdts suggest that Stratifin acts as an
oncogene in HNSCC, however additional assays shioellgerformed to corroborate these

findings.

Keywords: Head and Neck Cancer, HPV, Phage Dis@tgtifin, CRISPR/Cas9.
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1. INTRODUCAO
1.1. Cancer de Cabeca e Pescoco

As neoplasias conhecidas coletivamente como cé@leceaibeca e pescogo normalmente
se originam de células epiteliais que revestemparficie mucosa da cavidade oral, faringe,
laringe e menos frequentemente no epitélio da edednasal. Essas neoplasias sao
classificadas como carcinomas de células escardesabeca e pescoco (CCECP) e compdem
90% das neoplasias dessa regido anatbmica (Figur@ femanescente € composto por
neoplasias que se originam nos seios da face, génsalivares e células do tecido conjuntivo
(musculos, nervos, vasos sanguineos etc.) e perfamnos de 10% em frequéncia. Embora
esses tipos tumorais muitas vezes sejam tratatos cma entidade Unica, cada sitio tem suas
particularidades anatomicas, funcionais e moleesldrevisado por Johnsaat al., 2020;
revisado por Chow, 2020)

Lip 4 ., N

Teeth

Hard palate
Saft palate

Livula
Retromolar
trigone

Nasopharynx
Buccal mucasa Uvula
Antarior tongue
Lip

Flogr of mouth

Tonsil Palatine toRsils
Orropharyms
Base of tongue

Posterior pharyngeal wall 8 _%J_L—
Lingual tonsils 15 \;_

Tongue

Floor of mouth Salivary glands

Hyoid bone
Epiglottis

Supraglortiz
Ghatts Loy

Subglotris

Hypopharmx

Cricold cartilage

Figura 1 -Sitios anatbmicos do desenvolvimentacdoseres de células escamosas de cabeca e pescogo:
Cavidade oral labios, mucosa bucal, palato duro, os dois teagtsriores da lingua, assoalho da boca

e o trigono retromolaiasofaringe: cavidade nasal e seios paranadarsfaringe: tonsilas, base da
lingua, palato mole, tvula e parede faringeal psteHipofaringe: parte inferior da garganta que se
estende do 0sso hioide a cartilagem cricdidenge: subglote, glote e supraglote (adaptado de Johnson
et al., 2020)

Os canceres de cabeca e pescoco (CCECP) represmrtaarde 4,8% dos canceres e
estdo associados a uma porcentagem semelhanaen(foénh ~4,8%) de mortalidade por cancer
em todo o mundo. Constituem o sexto tipo mais fatpl de cancer com uma incidéncia

estimada de aproximadamente 890.000 novos case8.@00 mortes ao ano, que € a sétima
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maior causa de morte por cancer (Globocan, 201&8Bndsil a incidéncia estimada em 2020
foi de aproximadamente 27.000 novos casos e 12r&btes ao ano, representando a quinta
maior incidéncia e causa de morte por cancer segdados do Instituto Nacional do Cancer
(INCA) (https://www.inca.gov.br/numeros-de-canceessado em 29/09/2021).

Os principais fatores de risco para esses tiposraisiincluem o consumo de tabaco,
noz de areca, folha de betel, ingestdo de bebidaéliaas e a infec¢do pelo Papilomavirus
Humano (HPV) (revisado por Johnseiral.,2020).A frequéncia e distribuicdo desses tumores
com relacao aos fatores de risco, prognoéstico eegma em cinco anos varia enormemente de
acordo com variaveis socioeconémicas e comportaiserRor exemplo, grande parte dos
tumores da cavidade oral em paises de baixa e madla na Asia s&o atribuidos ao consumo
de Noz de Areca, enquanto globalmente o tabagissmcado ou ndo ao consumo de bebida
alcodlica tem sido considerado o principal fatorideo (Leeet al, 2019;revisado podohnson
et al.,2020).

O consumo do tabaco tem sido considerado o fat@srimportante com uma associa¢ao
de aproximadamente 34% que, quando associado éwpoa, aumenta para 36%. O consumo
de alcool como unico fator de risco tem a menar@agédo com apenas 5% dos casos enquanto
0 remanescente de 25% tem sido atribuido a infegeBoPapilomavirus Humano (revisado
por Tumban, 2019).

Nos ultimos 30 anos, porém, em muitos paises deraftda como Estados Unidos,
Australia e paises da Europa Ocidental tem sidershdo uma diminui¢cdo na incidéncia de
tumores de cabeca e pescoco atribuidos ao tak@coa resultante da diminuicédo global do
tabagismo (revisado por Chow, 2020). Concomitants@, tem sido reportado um aumento
global (embora existam variagdes na proporcéo eafses e regides) na incidéncia de tumores
originados em sitios especificos da orofaringe & sfio causados por HPV (Gillisenal.,
2015, Mehannat al.,2016, revisado por Carlandefral.,2021).

O aumento na frequéncia desses tumores tem sidoidtr principalmente a mudancas
no comportamento sexual incluindo o aumento no marde parcerias sexuais, aumento na
pratica de sexo oral, contato com individuos domaesexo, inicio precoce da vida sexual.
Além disso, o aumento na incidéncia desses tipusriais reflete a laténcia apos 10 a 30 anos
da exposicao, ja que individuos que apresentaragederelacionadas ao HPV reportaram a
pratica de sexo oral com diversas parcerias quarai® jovens. (Heckt al.,2010; Shewale;
Gillison, 2019). Nos Estados Unidos a frequéncidudeores de cabeca e pescoco atribuidos
ao HPV (mais de 70% dos tumores de orofaringe) ljiapassa os de cérvice uterina

(https://www.cdc.gov/cancer/hpv/statistics/cases Visitado em 01/10/2021).
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A fracdo dos CCECP atribuida ao HPV varia entrestados dependendo da regido
geografica e metodologia para o diagndstico, deongo@ usando apenas ensaios baseados em
DNA, essa fracdo é superestimada em todos os aitaaémicos, em especial na laringe. Dessa
forma, tem sido sugerida a utilizacdo de marcadqres atribuem causalidade como por
exemplo a detecc¢éo de transcritos dos oncogersss k8 e E7 (Anantharamaret al., 2017,
revisado por Aupérin, 2020). Essa heterogeneidaderelacdo ao status de HPV também se
deve as tendéncias com que se eleva ou diminunsuocm de tabaco e alcool, diferencas
culturais e normas religiosas que determinam mudamp comportamento sexual nas
diferentes regides geograficas (Shewale; Gilli@1,9).

Os homens séo significativamente mais afetados wo ag mulheres com uma
proporcao que varia de 2:1 a 4:1 sendo que asamaglatribuidas ao HPV tendem a acometer
principalmente homens mais jovens, quando comparadcontraparte HPV negativos, (na
faixa dos 53 anos), brancos, sem historico de eoagurévio de tabaco ou alcool e melhor
status socioeconémico. Em contrapartida a médiadage do diagnéstico dos individuos
acometidos por esses tipos tumorais por outrosefatte risco € de aproximadamente 66 anos
(Haeggblomet al.,2017; Ferlay et. al, 2015; revisado por Johretaad.,2020).

O diagnéstico precoce é o fator prognéstico majgontante para esses tipos tumorais
ja gue é observada uma sobrevida em 5 anos de%@@8ndo diagnosticados em estagios
iniciais da doenca. Entretanto, a maioria dos cé80<0%) sdo diagnosticados em estagios
mais avancados com uma sobrevida em 5 anos meros(%. Dessa forma, prevencao e
estratégias de rastreio devem ser as abordagessmpartantes na reducao da incidéncia e
mortalidade (Anantharamaat al.,2017; Hashinet al.,2019).

Diversas abordagens de rastreio tém sido cons@eradiuindo inspec¢éo visual, testes
genéticos e testes moleculares para deteccao de ERMtanto, a implementacdo em larga
escala de prevencao secundaria encontra trés grhadeiras: (I) Nao ha evidéncias até o
momento que a prevencdo secundaria para CCECRefetijza em reduzir a mortalidade
quando aplicada; (ll) Falta de consenso sobre ppalilacdo deve ser submetida ao rastreio
(1l1) Até o momento néo existe nenhum algoritmgpootocolo de triagem sistematica baseado

em risco que possa ser prontamente aplicado (Hasthain 2019).
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1.2. Tratamento e o papel da radioterapia em CCECP

A abordagem terapéutica de cada paciente é detmtmide acordo com o sitio
anatémico, estadiamento, consideracdes funcioramiessibilidade cirdrgica. Embora tumores
de origens etiolégicas diferentes (tabaco x HPYih&en caracteristicas diferentes, pacientes
mais idosos ndo suportam um tratamento tao intergvmodo que na pratica, os dois grupos
sao tratados com abordagens similares (revisaddgbmson et al., 2020).

O papel da radiacdo ionizante no tratamento de GC&@rovocar um alto nivel de
estresse no tecido tumoral causando danos diratoglwetos nas principais macromoléculas
bioldgicas, em especial ao DNA e proteinas, qubamaesultando em parada do ciclo celular
e apoptose. Em geral, células em proliferacéo sa® susceptiveis a radiacéo ionizante do que
células quiescentes. Entretanto, ao mesmo tempaéjulas tumorais apresentam uma alta
taxa de proliferacéo, a reduzida oxigenacdo do@mwiumoral gera uma menor sensibilidade
desse grupo de células (Minafra; Bravata, 2014).

O principal mecanismo de morte celular induzido naaliacao ionizante é a catastrofe
mitética que ocorre quando a divisdo celular élrfegate interrompida. Dessa forma, a
sensibilidade celular se baseia na taxa de pratifer e assim, células tumorais pouco
diferenciadas sdo mais susceptiveis a radiacdaaiatei por proliferarem a todo tempo
(Vakifahmetoglu; Olson; Zhivotovisky, 2019). Terapigenotoxicas como radioterapia, se
utiliza do principio de que as células tumorais téas de reparo de DNA defectivas em
contraste com as células normais. Dessa formaysesdie radiacao tendem a ser fracionadas
para que as células saudaveis possam se regeneauma Sessao e outra, enquanto que as
células tumorais acumulem danos que causam a desse conjunto de células. Quanto menor
a dose, menor a toxicidade de modo que deve sex bauficiente para permitir a regeneracao
do tecido saudavel, mas alta o suficiente parar gemaorte das células tumorais (Maany;
Maani, 2019).

CCECP normalmente é tratado com resseccdo ciryrgaampanhado de radiagédo
adjuvante ou quimioterapia e radiagdo (conhecidamoco quimioradiagdo ou
quimioradioterapia). Entretanto, a toxicidade tamdia radioterapia, causando disfagia cronica
e pneumonia por aspiracao, € muito potencializadaauso da modalidade tripla, aumentando
inclusive a mortalidade néo relacionada a doencaie®essa forma, deve ser considerada a
abordagem mais eficiente que preserve o maximoiymbsa funcdo do sitio anatémico
(Forastiereet al, 2013).
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Cada vez mais tem sido demonstrado que CCECP HPitijas tém maior
radiossensibilidadén vitro, porém ensaios clinicos ainda ndo conseguiramrancgtie um
tratamento mais brando nesses tumores consiga esemopactos com a mesma efetividade
(Kimple et al, 2013; revisado por Johnson et al., 2020; Ecopomiou; Kotsantis; Pyrii,
2021).

Os principais mecanismos de radioresisténcia estacionados com a parada do ciclo
celular e ativacdo os mecanismos de reparo capazestabelecer as lesdes ocasionadas pelos
agentes genotoxicos, evitando a catastrofe mitdiease sentido, fatores antiapoptoticos se
sobrepbem a fatores pro-apoptoticos levando awebreia celular (Kannet al, 2021).

Agentes quimioterapicos utilizados no tratamentocC@ECP incluem cisplatina, 5-
fluoracil e docetaxel/paclitaxel que embora tenlthierentes acdes na ceélula, sdo adjuvantes
na eliminacao das células tumorais. Esses farns@matilizados na forma de monoterapia ou
terapia combinada de modo a evitar a quimioresigiéRsta, por sua vez, € uma das principais
causas da falha terapéutica, sendo que 0s priacpacanismos para a quimioresisténcia
também se baseiam na ativacdo de mecanismos de epaasdo a morte celular induzida
pelo farmaco (revisado por Lat al, 2021).

A utilizacdo do inibidor do epidermal growth fact@ceptor Cetuximab, que € um
anticorpo monoclonal, foi aprovado pelo FDA comadalioasensibilizante com ou sem
guimioterapia em casos de metastase ou recidivguigase observa que a expressao desse
receptor € um fator bastante importante nos meoasisle resisténcia. Entretanto, seu papel
contra CCECP HPV positivo é bastante inferior aoctplatina. Alguns pacientes com
recorréncia ou metastase podem ainda se benefec@bordagem imunoterapica, sendo que o
tratamento de primeira linha é o inibidor de PDé&nfprolizumab), caso o tumor expresse
PDL1. A combinacdo de pembrolizumab com quimioteragumentou a sobrevida global
guando comparado a associacdo com cetuximab semrarattoxicidade. (Rieckmann; Kriegs,
2019, revisado por Johnson et al., 2020; revisadd.jo et al, 2021).

1.3. Phage Display

Nos ultimos anos, houve uma melhora nas tecnolpgi@sdeteccéo e tratamento desses
tipos tumorais principalmente com o uso de terapiakimodalidades. Estudos em andamento
que estratificam os pacientes de acordo com ossteEHPV tém personalizado o tratamento
de forma a reduzir a morbidade e melhorar a quididie vida desse grupo de individuos.

Entretanto, apesar de todos 0s avangos nessasarehserva uma baixa sobrevida geral em
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individuos acometidos por CCECP (independenteatastle HPV), e uma maior énfase tem
sido dada na identificacdo de novos alvos moleesilpara terapias combinadas (Agstical.,
2010).

Nesse contexto nosso grupo utilizou a tecnologiBldege Displayem busca de novas
moléculas com potencial diagnéstico e terapéutaa pumores de cabeca e pescoco em
linhagens celulares e tecidos tumorais. Precocenmasse processo, cogitou-se que peptideos
ligantes seriam capazes de distinguir entre a pgase auséncia de HPV ja que tumores
causados por diferentes fatores etiologicos apt@secaracteristicas moleculares bastante
distintas.

Para oscreening foi utilizada uma biblioteca de octapeptideosudares (isto €,
flanqueado por cisteinas) previamente clarificamas a linhagem de queratindcitos orais nao
transformados (OKF-hTERT). A clarificacdo € a exgés da biblioteca peptidica a células
normais com o objetivo de eliminar possiveis irgées inespecificas com as células tumorais.
Para oscreeningforam utilizadas as linhagens derivadas carcindenaélulas escamosas de
cabeca e pescoco HPV negativa (UPCI:SCC78) e HPitiye (UPCI:SCC154). Apos o
screeningcom os peptideos ligantes, foram obtidos algunsigeos com motivos SGA
conservados que embora tenham sido enriqueciddésngo da sele¢éo, ndo demonstraram
afinidade especifica satisfatoria para as linhaggmsrais. Dessa forma um Unico clone, aqui
chamado de 78.E01, teve maior reprodutividade éwpetal e mostrou uma interacao
preferencial pelas células tumorais independententdanpresenca do HPV.

Ensaios complementares foram realizados para @fidegdo do alvo celular de 78.E01
através de cromatografia de afinidade e gel bidaoeal. Osspotsresultantes dos géis foram
enviados para espectrometria de massas resultartstoatifin. Por fim, um ensaio de ligacao
foi realizado e confirmou a afinidade do peptidetaproteina revelada pela espectrometria.
Essa fase do trabalho foi realizada no laboratdeionovacdo em Céancer sob supervisdo da
Prof? Luisa Lina Villa, colaboracdo do Dr. Ricadmrdano e executados pelos Drs Antero
Macedo e Fenny Tang (dados nao publicados).

1.4. Mecanismos moleculares no desenvolvimento d&CECP por mutagenos exégenos

nao virais

O mais conhecido fator de risco para o desenvolimele cénceres de cabeca e

pescoco € o0 uso de tabaco com seus efeitos ligadositacbes em p53, além de outros genes.
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Esse efeito tem sido atribuido principalmente aodawxidativos ou formacdo de adutos de
DNA por carcinégenos contidos no tabaco, em espbed@anzof]pireno diol epoxido (BaP).
Este € um carcinégeno ambiental formado principatenatravés da combustédo incompleta de
matéria organica. A fumaca de cigarro e a quein@deustivel fossil sdo as principais fontes
desse composto podendo também ser encontrado emeasgatmosferas ocupacionais e em
alimentos. Sua bioativacdo, entretanto, é mediatianeceptor aril hidrocarboneto (fator de
transcricdo) que ao ser ativado pelo BaP é traadtopara o nucleo onde induz a expresséao de
P450s, CYP1A1l, epoxido hidrolases, desidrogenadgsgimas peroxidases entre outros. Por
sua vez, esses produtos génicos permitem a bifdrares;do do Benza]pireno a formacao

de vérios subprodutos com uma maior atencdo parg-ediidroxi—9,10—epo6xi—7,8,9,10—
tetraidrobenzeno(a)pireno (BPDE) o qual é capapiear ligacdes covalentes estaveis com
proteinas e na posicido’ Ma deoxiguanosina (BPDE->G) que, quando ndo reparadas,
podem levar a mutacdes que alteram a atividadea®genes e/ou genes supressores tumorais
(Jarviset al.,2014; Madureirat al.,2014).

Mutacbes geradas por BPDE séo transversdoes doGtpé ou G—-T e parecem
depender da sequéncia génica acometida pela nagdiicja que um aduto pode formar
diferentes conformacdes dependendo da sequéntidldeadjacente (Shuklat al.,1997). A
maioria desses danos, porém, podem ser revertidogsa dos sistemas de reparo por excisao
de nucleotideos (NER) ou reparo por excisdo de sbdBER) que sdo complexos
multienzimaticos capazes de identificar e removteracdes estruturais no DNA. Por outro
lado, polimorfismos individuais dos genes que coenpéesses sistemas de reparo podem
influenciar no risco de estabelecimento de mutagdesntribuir na susceptibilidade para o
desenvolvimento de CCECP (Chestaal.,2002; Liet al.,2007).

O processo tumorigénico que evolui do acumulo derajdes mutagénicas por
exposicao a esses carcindégenos € bastante cadmberiesses tipos tumorais, sendo que
alteracdes na expressdo de supressores tumoraigteeopcogenes especificos sdo bem
estabelecidos (Leemans; Snijders; Brakenhoff, 26H8ig et al.2015; Saada-Bouzid et al.,
2019)

O consumo de alcool tem efeito sinérgico nesseegsm; causando um aumento da
permeabilidade tecidual e da absor¢édo dos caranoégao tabaco (Stadlet al.,2008; Feng;
Wang, 2013; Philigt al.,2016).
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1.5. O Papel do Papilomavirus Humano (HPV)

Em 1983, um grupo de pesquisadores publicaramiogeipos dados sugerindo que
HPV poderia estar associado a um subgrupo de oaneis de células escamosas de cabeca e
pescoco. Desde entdo o numero de trabalhos focestde até que em 2009 a Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC) dmelajue “ha uma forte evidéncia
epidemiolégica para o papel causal do HPV16 ndogi@m dos canceres de orofaringe e
tonsilas” (Syrjaneret al., 1983; Bouvardet al., 2009). Dessa forma, a infeccdo pelo HPV
também foi estabelecida como um fator de riscoviddal para o desenvolvimento de canceres
de cabeca e pesco¢co com uma maior tendéncia eneoeor sitios histologicos especificos da
orofaringe que compreendem as tonsilas e basendaali Essas regides anatbmicas sao
constituidas por uma mucosa com invaginac¢des naafde criptas, alinhadas com um epitélio
reticulado, no qual a lamina basal é descontinea &mites histologicos entre o epitélio
reticulado e o estroma linfoide adjacente séo imdjaiveis (Haeggbloret al.,2017; revisado
por Syrjanen e Syrjanen, 2019).

Esses tumores sé&o causados por tipos oncogéni¢dB\doem especial pelos tipos 16
e 18 (~85% dos tumores HPV-positivos) que sao inaimos principalmente através de sexo
oral e autoinoculacdo. Embora as taxas de infesgjgmon bastante altas, a eliminac¢éo do virus
por pessoas saudaveis é de aproximadamente 8086en20 meses da infec¢do sendo que as
infeccdes pelo tipo 16 sdo as mais duradouras2(at@eses) (revisado por Tumban, 2019).

Esses tumores apresentam caracteristicas clinegademiologicas e moleculares
bastante distintas sendo evidenciado um melhorngsigo. Isso impactou inclusive na
sobrevida global em cinco anos, j& que uma maiopgcdo de tumores com melhor
progndstico representa uma maior sobrevida dosgiohads acometidos por essas neoplasias
(Chaturvediet.al, 2011; revisado parohnsoret al.,2020).

A melhora da sobrevida dos individuos acometidas @GECP HPV positivos é
atribuida a um conjunto de caracteristicas clindsaguais se destacam uma melhor resposta a
quimioterapia e radioterapia. Além disso, tratadseindividuos mais jovens e com menos
comorbidades do que individuos comprometidos fgicamente pelo uso crénico de tabaco e
alcool como observado nos acometidos por CCECP hiétivos Chaturvediet al, 2011,
revisado por Chow, 2020Pessa forma, tém sido sugeridas abordagens teiegeumais
brandas no grupo CCECP HPV positivo (Adelsatial.,2009; O’'Rorkeet al.,2012; Warcet

al., 2015). No entanto, abordagens alternativas descanamento ainda ndo foram aprovadas
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peloAmerican Joint Comitee on Cang@JCOQO), que aguarda a validagcdo dos ensaios clinicos
(Economopoulou; Kotsantis; Psyrri, 2021).

A prevaléncia e persisténcia das infec¢cdes por HiBSses sitios anatdomicos séo
maiores em homens do que em mulheres. Tem sidoidoiggie uma maior resposta imune
apos a infeccdo em mulheres com relagcdo aos hamoetigui para uma predominancia dessas
infecgBes orais nos individuos do sexo masculinoligho et al.,2015; D’Souzaet al, 2016).
Uma explicagéo alternativa para menor incidénciarartheres tem sido atribuida, em parte,
pela exposicéo as fontes enddgenas e exdégenasapeas (Hashinet al.,2017). Embora ja
seja bem estabelecido que o HPV é um fator de islieidual para o desenvolvimento desses
tumores, o tabagismo tem sido considerado um &atitivo na persisténcia dessas infecgdes
(Keroet al.,2014; revisado por Tumban, 2019). Adicionalmeuate estudo de Reniqe al.,
2018 sugere que a regulacdo negativa do miRNA-BB3abservada por consumo de tabaco
por pacientes CCECP HPV positivo aumenta a expsedsdaEGFR (receptor do fator de
crescimento epidérmico) e HUR (RBP Hur antigen Rue resulta na redugéo na resposta ao

tratamento.

1.5.1 Biologia do HPV

Os HPVs compreendem uma familia de pequenos veUSNA ndo envelopados e
simetria icosaédrica de aproximadamente 50-60 ndiéaheetro. Até hoje foram descritos mais
de 220 tipos de HPV, dos quais aproximadamenteelés dnfectam preferencialmente as
regibes anogenital e oral. Esses virus epiteliato§pséo classificados de acordo com seu
potencial oncogénico, de modo que os tipos enatodgram lesdes epiteliais de alto grau e
cancer sao classificados como HPV de alto riscogémico. Essa associacao foi feita com
base em grandes estudos epidemiologicos e, partasses agentes infecciosos foram
classificados como carcinégenos humanos do tigda Agéncia Internacional para Pesquisa
em Cancer — IARC (Bouvaet al.,2009; revisado por Gheit, 2019).

Aos tipos de alto risco oncogénico sao atribuigwexamadamente 100% dos canceres
de cérvice uterina, 90% dos canceres de anus, 88%&awceres de vagina, 50% dos canceres
de vulva e pénis e uma crescente frequéncia deeiEnoa regido de cabeca e pescoco que
varia de 25% a 75% dependendo da regido geogcifidarme mencionado anteriormente. Os
tipos de HPV mais estudados séo os tipos de alto para carcinogénese, em especial o tipo

16, que é principal tipo relacionado ao processmwtigénico em CCECP (Serraebal.,2018).
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O genoma viral, de aproximadamente 8kb, é altams&nteonizado com o programa
de diferenciacdo do epitélio infectado e, dessandora porcdo codificante € dividida
fisicamente em uma regido precoearly- (mais ativa nas camadas inferiores e médias do
epitélio, incluindo a camada basal) e uma regiédigdalate- (ativa apenas nos estratos mais
diferenciados do epitélio). Além disso, 10% do genoma é composto por uma regiao nao
codificante reguladora denominada den§ control regioit (LCR). Do ponto de vista
regulatorio, 0 genoma consta de dois promotordgadscricao: um promotor precoce (p97) e
um promotor tardio (p670) além de dois sitios diéapenilacdo: um sitio de poliadenilacéo
precoce (pAE) e um sitio de poliadenilacédo targidT(). Os dois sitios de poliadenilacdo sdo
precedidos por um regido nao codificante denominkd&UTR (untranslated regionque
confere ao transcrito elementos que determinanci@mdia de poliadenilacdo, traducdo e meia
vida do mRNA. ALCRviral compde 10% do genoma e nessa regido saoados a origem
de replicacdo e diversos sitios para ligacdo dwdatde transcricdo celulares e virais que
controlam a expressédo dos genes precoces (revisaddoorbaret al., 2015; revisado por
Gheit, 2019).

A regulacdo da transcricdo dos genes virais é aapé altamente dependente do
programa de diferenciagdo do epitélio infectadendelo que os fatores dplicing ricos em
serina e arginina (SRSFs) e ribonucleoproteinasdgéneas nucleares (hnRNPs) aumentam o
potencial de codificagdo do genoma viral. Difersnpeoteinas desses dois complexos sao
expressas em diferentes etapas do processo dendigggdo e sdo capazes de reconhecer
motivos especificos de silenciamento ou potenceslaps transcritos virais (Graham, 2017;
revisado por Cerasuott al.,2020).

A regido precoce compde 50% do genoma dos HPVesstacde 6 genes nao estruturais
relacionados com a replicacéo, expressao génichresvéncialtl, E2, E4, E5, EBE7) ao
passo que a regido tardia consta dos dois genesuesis (1 e L2) que sdo as proteinas
principais e secundarias do capsideo viral (fi@uba) (revisado por Doorbar, 2015). Pelo fato
da proteind.1 ser altamente imunogénica e com capacidade defgranticulas vaziasifus-
like particles— VLPs ou particulas semelhantes a virus), tem gitizada na producédo das

vacinas profilaticas tipo especificas (Vidaal.,2005).4

1.5.2. Ciclo viral

Diferentemente de como ocorre no epitélio dadesganogenitais, onde o HPV alcanca

a camada basal através de micro abrasdes querocdurante o ato sexual, na orofaringe as
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infeccBes ocorrem na auséncia dessas abrasdepolsg® o epitélio reticulado caracteristico
das tonsilas e base da lingua contém uma lamira dascontinua, formando criptas, que
permite o livre acesso a esses patogenos (figusd) ZFarajiet al., 2017). Uma outra
caracteristica bastante interessante € a expremsdentada de PD-L1 nessas regides
anatdbmicas que permite ao HPV o estabelecimentofdecdes produtivas com a minima
resisténcia do sistema imune (Lyford-Pieal., 2013). Dessa forma, as particulas virais
alcancam a camada basal do epitélio e uma vezodgairélula, o virus € transportado por um
endossomo até o nucleo onde encontra a maquiegtieativa (revisado por Gheit, 2019).

a. b.

@
\ Cripta tonsilar

L1 | Proteina Maior do Capsideo

Foliculos = -
LinEiticos L2 | Proteina Menor do Capsideo
E1 | DNA Helicase / Replicacdo

E2 | Fator de transcrigdo / Replicagdo

E4 | Fragilizac3o de citoqueratinas

ES | Evasdo do Sistema Imune

E6 | Oncoproteina (degradacdo p53)

E7 | Oncoproteina (degradacao pRb)

Figura 2 — Infeccdo pelo Papilomavirus Humano enECE e seu genoma viral: a. Sitio anatdémico
preferencial da infeccdo pelo HPV destacado neecatital & esquerda, representando a regido que
contempla a base da lingua e tonsilas. A direitapeesentacdo e organizagdo histolégica das sripta
acessadas pelo HPV com a seta vermelha indicarmdmada basal do epitélio, onde a infeccdo é
estabelecida. b. Organizacdo do genoma viral e reggdes precoce, representado pelos gehes

E2, E4, E5, E@ E7, tardia, representado pot eL2 e aLCR Os pentagonos internos indicam: verde:
promotor precoce, azul: promotor tardio, vermelito de poliadenilagdo precoce e amarelo: sitio de
poliadenilacao tardio (adaptado de D’Abramo; Archanit, 2011; Egawat al, 2015; Farajet al,
2017).

No compartimento basal, a expressa&tle E2 promove a replicacdo do genoma viral
gue é mantido em um namero baixo de 50-100 copiapidsomo por célula. Ao mesmo tempo
que a expressao das proteik&és E7 promove a proliferagdo de células das camadassbasa
parabasais do epitélio infectado. Nesse procepsut@ngE2 atua direcionandBi1 para o sitio
de inicio da replicacdo na LCR, promovendo/reguamtranscricdo dos genes precoces além
de ter um papel fundamental na segregacéo cowstgethomas virais durante a divisao celular

(revisado por Doorbaat al.,2015; revisado por Gheit, 2019). A manutencaoep@ssomos na
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camada basal do epitélio é crucial para a infepglisistente, portanto a baixa expressao de
proteinas virais assim como da replicacdo séo ifap@s estratégias para o escape imune
(Zhou; Tuong; Frazef019).

Assim que as células infectadas deixam o companmtionbasal e sdo direcionados no
curso da diferenciacdo, elas perdem a capacidgiieateva. Dessa forma, para o virus
completar o ciclo viral, ocorre um aumento da esgdie das oncoprotein&® e E7 que
cooperam para manter a atividade replicativa {llahansson; Schwartz, 2013, revisado por
Doorbar et al., 2015). Nesse processo, a proteiia é capaz de interagir com a forma
hipofosforilada das proteinas da familia do retiastoma (pRb) — p105, p107 e pl30 —
levando-as a degradacdo. As proteinas p105 e miliblam a entrada no ciclo celular nas
células do compartimento basal, enquanto a pl3@atarma reentrada no ciclo celular nos
estratos superiores e mais diferenciados do epiiéko resulta na liberacdo das proteinas da
familia E2F para atuarem como fatores de transzqg@ dirigem a expressao de genes da fase
S (enzimas de replicacdo do DNA). Ao mesmo tempesteesse replicativo causado pela
entrada constante no ciclo celular levaria a indw# p53, que ocasionaria a parada do ciclo
celular seguido de apoptose. Entretanto, para cwnrtesse desfecho, a protektase liga a
p53 através da ligase de ubiquitina EGAP, levari® P degradacdo proteassébmica (Moody;
Laimins, 2010, revisado por Doorbetral.,2015).

Durante essa fase do ciclo viral, a cooperacgumratainak é fundamental na evasao
do sistema imune, jA que inibe o complexo MHC/HLUAsse |, e dessa forma evita o
reconhecimento de células infectadas por linfocitddicionalmente, E5 atua como uma
oncoproteina, estabilizando o receptor do fatardscimento epidérmic&EGFR), que resulta
em um sinal mitogénico continuo (Canmgial, 2010; Mlleret al.,2015). Dessa forma, essas
trés oncoproteinas cooperam na manutencdo de umeramifavoravel para a replicacao do
genoma viral mesmo em estratos superiores do iepiititretanto, com a ativagcédo do promotor
tardio, ocorre um aumento acentuado da expressfogepnesEl e E2, que resulta na
abundancia replicativa do genoma viral, ao mesmapteem que o0s altos niveis &2
reprimem o promotor precoce. Isso culmina na reguanegativa dos oncogeries e E7,
permitindo a célula infectada se diferenciar emasta aos sinais celulares. Embora o promotor
tardio tenha sido ativado pelo processo de diféagfo, o sitio de poliadenilacdo utilizado
nesse estagio do ciclo viral continua sendo o meds forma que ndo ha expressdo das
proteinas tardialsl e L2 (Doorbar, 2006; McBride, 2008; Thierry, 2009).

A montagem e maturacdo da particula viral, popende da diferenciacéo terminal

que regula negativamente o sitio de poliadenilpgécoce e resulta na expresséo das proteinas
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tardias do capsideo. Dessa forma, 0s genomas ré@igtam a proteina tardi2 (através de

E2) antes do empacotamento pela protéihgue se automonta em capsdmeros pentaméricos
que forma o capsideo. Esse processo s6 é possarad@o queratindcito perde a atividade de
fosforilacdo oxidativa mitocondrial e 0 ambientesmde redutor a oxidante, com a progressiva
formacgé&o de pontes dissulfeto entre as protdihadNessa fase também se observa o acimulo
da proteinaE4 que promove um colapso da rede de filamentosnma@iarios e facilita a
movimentacdo das particulas virais. E assim, ossvédo liberados junto as células em
descamacédo em um ciclo néo litico, com as protefaas imunogénicas sendo expressas em
estratos mais afastados da camada basal. O cmlagizio do HPV leva em média 2 a 3
semanas, 0 tempo necessario para uma célula dyampartimento basal até o estrato mais

diferenciado do epitélio (Stanley, 2010; revisado [poorbaret al.,2015).

1.5.3. Mecanismo de carcinogénese por HPV

Antes de descrever a acdo das oncoproteinas giguns dos seus alvos celulares,
deve se ter em mente que a persisténcia viral @agnfatores mais importantes para o risco de
carcinogénese relacionada ao HPV. Por serem beptaatds ao seu hospedeiro, os HPVs
causam, na maioria das vezes, infec¢des assintam@ibr periodos inferiores a 1 ano que sao
longas o suficiente para transmissao para outrsgdueiros, mas nao tdo longas para causar
doencas como neoplasias. O desenvolvimento deasaplgeralmente ocorre em individuos
que sao incapazes de eliminar ou manter o virussédigio de laténcia, sustentando a expressao
dos oncogenes por anos ou décadas. Visto isso;geodestacar a imunovigilancia como um
fator bastante importante, ja que também €& obsanrach maior frequéncia dessas neoplasias
em individuos imunocomprometidos (Wang e Palefs@15; revisado por Zhou;Tuong;
Frazer 2019).

Os mecanismos moleculares de acao do HPV de sdtw oncogénico, especialmente o
tipo 16, associados ao CCECP sao a manipulacanataselulares para ativar o ciclo celular
e suprimir apoptose. A transformacéo dessas céytaisicipalmente atribuida a atividade das
oncoproteinas viraig6 e E7 que rompe a regulacao do ciclo celular e as waeregdaro do
DNA, que dirige mudancas genéticas e epigenéticanduzem a progressao neoplasica. Dessa
forma, a expresséo constitutivakElee E7 séo essenciais para a manuten¢ao do tumor (Leemans
et al.,2011; Kanget al.,2015).

Muitos estudos sobre a historia natural dessasgdés em outros sitios anatdémicos

sugerem que apenas a infecgdo pelo HPV ndo éesuBgpara o desenvolvimento tumoral, e
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sim uma interacdo entre a atividade viral e fatog&cionados ao hospedeiro. Um evento que
aumenta o risco de desenvolvimento tumoral bastbh#ervado em CCEPC e outros canceres
relacionados ao HPV é a integracdo do DNA viralgemoma da célula do hospedeiro
(identificado em ~70% de CCECRdgncer Genome Atlas NetworR015; Gillisonet al,
2019). Esse processo parece nao ser aleatériopde gue se observa a ruptura do DNA viral
na regiao que codifica o geBe, cujo produto de expressao regula negativamenjerns6

e E7. Na auséncia da proteiliZ2, as oncoproteinas virais6 e E7 sdo expressas de modo
constitutivo aumentando as atividades de transfgéima imortalizacdo do HPV. Além da
expressao constitutiva desses genes, tem sidariarga sugerido que o processo de integragao
ndo ocorre em locais aleatdrios do genoma e qukeotspotsde integracdo acabam por
favorecer a expansao clonal por ativar ou inatgemes especificos (Bodelen al., 2016;
revisado por Pinatet al.,2018).

O principal alvo descrito parB6 € a degradacdo de p53 que resulta na ruptura da
sinalizacdo da apoptose, instabilidade gendmicappaomanente reentrada no ciclo celular
mesmo apos dano no DNA e abolicdo da senescéndiaspmsta a fatores estressores (Pol e
Klingelhutz et.al.2013). Além da degradacdo de pESf inibe a atividade de complexos
proteicos que promovem estabilidade de p53 conmaxeasltransferases p300/CBP e ADAS.
Esses mecanismos em conjunto inibem a sinalizapépt@ica que em um contexto de
persisténcia permite 0 acumulo de mutac¢des queiltoat para a progressdo neoplasica.
Adicionalmente como mecanismo antiapopt6tie6,e capaz de se ligar e levar a degradacao
as proteinas BAK, caspase-8, receptor FADD e asalbgar diretamente ao receptor de TNF1
anulando sua sinalizagéo (revisado por Scetridl, 2021). Além disso, E6 ainda é capaz de
levar a degradacao proteassdmica NFX1-91, um mpreonstitutivo dhTERT que, em
altima instancia, contribui para a imortalizacaoggeratindcito infectado (revisado por Gheit,
2019).

E7 é o responsavel pela reentrada ndo programadalo@elular de modo a garantir a
replicagcdo viral. Nesse processo, além da degraddg®RbE7 pode interagir e reprimir 0s
efeitos inibitérios de p21 e p27, favorecendo diferacéo (revisado por Gheit, 2019).

A reducéo da atividade de pRb por sua vez, induaumento na expresséo de P18,
que vem sendo utilizado como marcador preditivpsenca de HPV, ja que em tumores
HPV negativos de orofaringe o gene que o trans@siéesilenciado em aproximadamente 58%
deles (Lewiset al., 2012; Saada-Bouzidt al, 2019). Entretanto, a atividade de pl6 esta
upstreama pRb, proteina alvo de7, de modo que a expressdo aumentada de pl6 nao atua

como supressor tumoral no bloqueio da transica®& Gddicionalmente, foi mostrado que uma
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das importantes atividades B& no processo tumorigénico reside na promogéao a&éasia

a anoikise crescimento livre de ancoragem. Esse fendmendugido pela associagdo com

p600/UBR4 que culminam na desestabilizacdo de PZPMd$ultando em um atraso na
diferenciacdo, que permite as ceélulas proliferaem suspensao (revisado por Basukala,
Banks, 2021).

A atividade dessas oncoproteinas é fundamental @anécio do desenvolvimento
tumoral, entretanto, as consequéncias da expreesdttutiva dessas proteinas a longo prazo
levam a um perfil genético e epigenético bastaataateristico em CCECP HPV positivo.
Nesse contexto, mutacées em tumores HPV positimerds frequentes que mutagdes em HPV
negativos) sdo o resultado da diminui¢cdo da ggnicia com relacdo a apoptose, pela auséncia
da atividade de p53, somado a superexpresao denaznodificadoras do DNA como
APOBECs. APOBECs pertencem a uma familia de cdglieaminases capazes de
promoverem a troca de citosinas em uracil em RmasDNA, e que fazem parte da resposta
imune inata contra infecgdes virais. Entretantocasos em que a infecgdo ndo é eliminada, a
acdo permanente dessas enzimas acabam por cauagdéesuno DNA. Adicionalmente, tem
sido sugerido que algumas APOBECSs, que nao inibenfeatividade do HPV (APOBEC
A3B), podem ser induzidas por HPV de alto riscoogiénico. Um alvo bastante caracteristico
de mutacdes por acdo de APOBECs é o gdRECA presente em 56% dos tumores HPV
positivos (revisado por Rivet al, 2021).

1.6 AlteracBes genéticas no processo de tumorigeaesn CCECP

Céancer surge de um acumulo de alteracdes genéticapigenéticas em genes
relacionados com uma variedade de vias de sindbzgge resultam em ativagdo ou inativacao
de genes chaves em processos de proliferacdo,vadmea, reparo do DNA e apoptose.
Entretanto, em CCECP, uma caracteristica que dacde® que ha uma predominancia em
alteracdes genéticas e moleculares em genes suges$smorais com relagdo a oncogenes,
indicando que estes apresentam um papel criticeesdfpos tumorais (Leemans; Snijders;
Brakenhoff, 2018; Johnsaet al, 2020).

O processo inicial € marcado por mutacoesT&H3 (cromossomo 17p) e perdas na
regido cromossomica 9p (onde se localiza o GDIEN2A que codifica p16 e pl4 — ARF). O
papel de pl16 é inibir a progressao do ciclo celearG1/S se ligando ao complexo ciclina D-
CDKA4/6 inativando-o enquanto p14 inibe a degraddedub3 sob elevado estimulo mitogénico

(revisado por Leemans; Snijders; Brakenhoff, 20&8isado por Johnson et al., 2020).
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Mutacbes emTP53 ocorre na maioria das vezes por mutacées do mEsense
(substituicdo de um aminoécido) combinada com paléleca (perda de um alelo quando o
outro ja esta inativo) e estdo presentes em 84@CtCP HPV negativo. Embora as funcdes
celulares de p53 sejam multiplas, deve-se destaratucado de p21 (outra proteina inibidora
dos complexos ciclina-CDK) que bloqueia o cicloutal e a sintese de DNA. Combinado a
iIsso observa-se uma amplificacéo do ge@&D1na regido 13 do braco longo do cromossomo
11 que codifica a ciclina D1 e resulta na replicagao programada do DNA (ultrapassando o
ponto de checagem G1>S) (revisado floou; Liu; Myers, 2016; Gillisoet al, 2019).

O papel do HPV na contraparte viral € exatamemb@smo e, embora sejam atribuidas
fungBes diversas as pleiotropicas oncoproteinastlER destacam-se as respectivas inativagdes
de p53 e pRb. Adicionalmente, a proteina viral aBfbém considerada uma oncoproteina,
participa na estabilizacdo e estimulo permanenEGHeR (Hoppe-Seylat al, 2018.; Gillison
et al., 2019). Entretanto, o sistema bioldgico mmneom suas complexidades e redundancias
exige insultos cooperativos para que a doenca tabedsca. Nesse contexto, conforme se
acumulam alteracdes pela exposicdo continua acs@genos, observam-se mutacdes de
genes que sdo caracteristicos para cada fatabgtiol(Leemanst al, 2018).

As principais alteracbes em CCECP HPV negativas $p1 acumulam ao longo do
estabelecimento tumoral incluem amplificagdo emdegdo cromossomo 7, que codifica
EGFR (15%); amplificacdo 11922 que codifica YAP#&|egdo de importantes supressores
tumorais comdNSD1e NOTCH 1(15%), relacionados respectivamente com hipongéilalo
DNA e promocéo da diferenciacg0ombinado a isso, também se verifica a perda dgatun
de PTEN, um regulador negativo da via de PI3K-AKT (Vokegyrawal; Seiwert, 2015;
revisado por Leemaret al, 2018).

Em CCECP HPV positivos, € bem evidenciada a ammatifio em 20gl1, que codifica
E2F1 e parece ser imprescindivel para a manutatheduoliferacdo nesses tipos tumorais.
Além disso, a delecdo efRAF3 relacionado com a imunidade antiviral e regulagégativa
da via de NFRe¢B, aparece em 20% dos casos de CCECP HPV posiMgacdes induzidas
pela acdo de APOBECs (C>T e C>G no contexto 5’-T*@W\s&o bastante caracteristicas de
CCECP HPV positivos, principalmente no oncogei€3CAque se apresenta mutado em 56%
desses tumores. Entretanto, essa via parece santeamportante para CCECP, ja que tumores
HPV negativos também apresentam uma frequéncid%eedn alteracdes desse mesmo gene
(revisado por Rivat al, 2021).

A disponibilidade de um modelo de progressao kiigica, que relaciona caracteristicas

moleculares com o0s estagios da progressdo tummaelpQ de cancerizacdo), € de suma



28

importancia para o entendimento das principaisagifees genéticas, epigenéticas e estruturais
no desenvolvimento de CCECP. No entanto, é impeksgikopor um Unico modelo de
progressao neoplasica linear para a complexiddusterogeneidade apresentados por esses
tipos tumorais. Dessa forma, os diversos estudosdacfes cromossomais no processo de
tumorigénese de CCECP revelam que multiplas afiesagenéticas podem ser requeridas para
a completa transformacé&o. Adicionalmente, a cataatgio mais profunda nesse perfil de
mutacfes e assinaturas moleculares de acordo ctatoroetiolégico esta constantemente

crescendo, e tem grande contribuicdo de bancoadtesdmicos como o TCGA.

1.7.Stratifin

Stratifin, também conhecida como 14-368 € uma proteina acidica de 248
aminoacidos, peso molecular de ~28kD e membrordédiéade proteinas 14-3-3. Em humanos,
sete diferentes genes codificam para as isofopmnas, n, o, T € sendo que &tratifin é a que
mais tém sido relacionada ao processo tumorigéecdre as demais. Estas proteinas estao
envolvidas em diversas vias de sinalizacéo, regalag progressao do ciclo celular, trafego
intracelular e apoptose através da interacdo diatasuas proteinas alvo (Hermeketeal.,
2003; Liet al.,2009).

S&o proteinas diméricas em que cada monémero éstorge %-hélices antiparalelas
em forma de U, sendo que as quatrbélices aminoterminais determinam a dimerizacao,
formando uma plataforma, para que as cinbeélices carboxiterminais tenham uma orientacao
retangular. Esses dimeros criam um largo canahinteegativamente carregado, que é bastante
conservado entre as diferentes isoformas, enquantesiduos variaveis estédo localizados na
superficie da proteina, conferindo a especificiddaenteracdo. Dessa forma, cada dimero
apresenta dois sitios principais de ligacdo aalos (figura 3 b., c. e .d., apontados pelas setas
azuis) (Aitken, 2006).

Enquanto a maioria dessas proteinas sdo capaZesntir heterodimerosstratifin
forma apenas homodimeros devido a presenca deiossédtrategicamente posicionados, e a
isso também atribuida sua especificidade (figue)3Verdoodtet al., 2006; revisado por
Aljabal; Yap, 2020).
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Figura 3 - Estrutura do dimero &ratifin em todos os seus angulos: a. Representacdo edaéita
subunidades do dimero em ciano e mostarda conspsaté/os residuos de aminoécidos responsaveis
pela homodimerizacéo; b. Representacdo em fitandedices de cada dimero (H1-H9) com suas
respectivas por¢coes N-terminal e C-terminal (C echi)n as setas triangulares azuis apontando para os
sitios de interacdo com os ligantes entre as Iséiae 5. c.d.e. Representacdo em 3D da superécie d
Stratifin, com os residuos amarelos representando os amdnsaconservados entre as diferentes
isoformas da familia de proteinas 14-3-3, residiinga claro e escuro representando os residuos
variavies dos respectivos mondmeros (adaptadojdbakl Yap, 2020).

Sua atividade esta na interacdo direta com divgnsdsinas celulares, que se tornam
alvo apos fosforilacéo de residuos de serinasitrtasrem motivos especificos. Os trés motivos
canodnicos R(S/X)XpSXP, RXXXpSXP e pS/pT-=XCOOH (onde pS representa a fosfoserina
ou fosfotreonina e X representa qualquer aminoddaam identificados para interacdo com
proteinas 14-3-3. Recentemente, foi demonstrada dosforilacdo de residuos especificos de
algumas isoformas de 14-3-3 também apresenta omrégjulatorio, evitando a interacdo com
seus alvos através dos motivos candnicos (Benzeigdr, 2005; Coblitzet al, 2005; Aitken
et al.,2006).

A essas proteinas sdo sugeridas trés formas misaie interacio com seus alvos:
Clamping, que esta relacionada a sua capacidade de estnhikrtas conformacdes das
proteinas alvo (atribuida a sua rigidez intrinsed&sking,que esta relacionada a capacidade
de ocultar fisicamente motivos estruturais espaasfievitando interagées e interrompendo vias
de sinalizacdo; e&caffolding que esta relacionada ao favorecimento de intesagitre
diferentes proteinas tanto por fornecer uma platad@ara o recrutamento, quanto por ancora-
las em localizagBes celulares especificas. Entbivadifin ndo tenha uma atividade enzimatica
intrinseca, a ligacdo direta com enzimas alvo podéerar a conformagdo das mesmas,

resultando na modulacao de suas atividades (Stnéh,2011).
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Até hoje, mais de 100 proteinas ja foram iderttfics como alvos dgtratifin, sendo
muitas delas implicadas em processos de diferéamiagganizacéo do citoesqueleto, adeséo,
sinalizacdo mitogénica, regulacéo do ciclo celalapoptose (Benzinget al.,2005; Smithet
al., 2011; revisado por Aljabal; Yap, 2020). Diferenete das outras isoform&iratifin € a
Gnica que mostrou ser induzida por p53 e BRCAL dposs ao DNA, de modo que a ela séo
atribuidas propriedades anti-tumorigénicas. (Heimnueét al., 1997; Aprelikoveet al., 2001,

Li et al.,2009). Sua atividade como supressor tumoral telm aribuida principalmente por
promover a parada do ciclo celular em G2/M, seqaedb o complexo CDK1/ciclina B no
citoplasma e, dessa forma, prevenindo a catasmifgica apds dano ao DNA. (Chanal.,
1999; Yanget al.,2003; revisado por Aljabal; Yap, 2020).

EnquantdStratifin € induzida por p53, observa-se feadbackpositivo sobre o mesmo,
no qual ela estabiliza fisicamente os tetramergsh@e aumentando sua afinidade pelo DNA e
potencializando sua atividade transcricional. Aléisso, Stratifin promove a inativacdo de
MDM2 que, ao contrario, facilitaria a exportacaclear de p53 levando a sua degradacao
proteassémica (Lee; Lozano, 2006; Yanal, 2003).

A regulacdo da expressao @&ratifin € controlada por metilacdo em ilhas CpG
localizadas dentro da porcdo 5’ do seu Unico éga@sse tem sido o principal mecanismo de
silenciamento reportado em alguns tipos tumoraiguge raramente foram observadas mutacoes
nesse gene (Fergusenal.,2000; Lianget al.,2008).

Em queratinécitos humanos, sua expressao € indazicente a diferenciacédo e €
necessaria para a saida do compartimento bagahssao que a perda dessa expressao permite
escapar da senescéncia e assumir um fenétipo dalirecao celular, sem a necessidade da
expressao exdgena de oncogenes ou oncovirus (bediatal.,2000; Gascet al.,2002).

Se, por um laddstratifin quando silenciada parece atuar como uma proteprassora
de tumor em alguns tipos neoplasicos, ela tambémsido reportada como um oncogene
guando superexpressa. Esse papel oncogénico tenretationado principalmente com a
resisténcia as abordagens genotoxicas, como rad@gdante e quimioterapicos indutores de
danos ao DNA (Samuet al.,2001; Liet al.,2009). O mecanismo de resisténcia foi atribuido
a capacidade de sequestrar, no citoplasma, fgtobespoptdticos como BAD, BAX e c-Abl.
Os dois primeiros atuariam na mitocondria, enquanitiimo no ndcleo (Samuet al, 2001;
Subramaniaet al, 2001; Iralde-Lorentet al, 2020).

Stratifin também tem sido sugerida participar dos procedsasvasdo e metastase, ja
gue ao ser secretada, atua como um fator estinsud@ntolagenase derivado de queratindcitos.

Dessa forma, é capaz de induzir a expresséo déopretizinase de matriz-1 (MMP1) a partir
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de fibroblastos associados a tumores, conferingistémcia ao tratamento (Neupane; Korc,
2008; Ghaffaret al.,2010; Johansscet al, 2012).

Em suma, parece que a atividadeStiatifin como oncoproteina ou supressor tumoral
depende do tipo de neoplasia examinada. Muitoslestja fizeram a associacao Satifin
como supressor tumoral em cancer de mama, de @36fggo e nasofaringeo, ao passo que
outros mostram exatamente o contrario, como emecade ovario, pulmdo e pancreas
(Fergusoret al, 2000; Temesgeret al, 2001; Yanget al, 2006; Reret al, 2010; Kimet al,
2018; Huet al, 2019; Robiret al, 2020) . Em CCECP, poucas publicacbes fazem @iaggo
de Stratifin com o processo tumorigénico, de modo que exp&sse gene pode ser de grande
contribuicdo para o entendimento do seu papel sesges tumoraisPor conta dessas
caracteristicas, fica bastante evidente o potedei8tratifin como alvo terapéutico, de modo
que desde os anos 2000 varios grupos tém buscatidadores de interacdes proteina-proteina
(PPIs) parsstratifin. Moduladores positivos ou estabilizadores, pamsotes em quétratifin
atue como uma proteinas supressora tumoral, ouladmies inibidores, para tumores em que

ela atue como uma oncoproteina (Lodygin; HermekA06; revisado por Aljabal; Yap, 2020).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar a expresséo e a atuacastidgifin em linhagens celulares de cancer escamoso de

cabeca e pescoco

2.2. Objetivos Especificos

Caracterizar a expressao 8gatifin na base de dados TCGA e correlacionar a exprekesao

Stratifin com caracteristicas clinico patologicas;

Caracterizar molecularmente a expressagtdatifin em um painel de linhagens celulares de
CCECP atraves de ensaios de Western Blot e PCRitatigo em tempo real (RT-gPCR);

Gerar modelos celulares coBitratifin nocauteada ou superexpressa atraves do sistema
CRISPR/Cas9;

Caracterizar a atividade &tratifin na proliferacao celular;
Verificar a viabilidade celular apdés administracde quimioterapicos e caracterizar a
populacdo das células em cada etapa do ciclo celplss irradiacdo do modelos celulares

gerados.

Verificar a capacidade de formacédo de colonias ebstgato solido (em subconfluéncia) e

semissolidogoft-agay).
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3. METODOLOGIA

3.1. Cultura de Células

O painel para a caracterizacdo moleculasatifin consta de trés linhagens derivadas
carcinoma de células escamosas de cabeca e pefdP€i:SCC78; UPCI:SCC143 e
UPCI:SCC154), além de uma linhagem de queratin®citmais imortalizados nao
transformados (OKF-hTERT-1), adquiridas de doal core facilitiesda Universidade de
Pittsburgh (UPCI:SCCs) e Harvard (OKF-hTERT-1). dainalmente, foram utilizadas as
linhagens MCF-7 (ATCC® HTB-22™), derivada de caotia mamario e MD-MBA 435S
(ATCC® HTB-129™), derivada de melanoma metastatige foram utilizadas como
controles positivo e negativos para expressastaifin, respectivamente. Estas duas ultimas
foram gentilmente cedidas pela Prof® Mari Cleydga§ar (Nucel-FMUSP).

As linhagens celulares de CCECP UPCI:SCCs foraftivadas emDulbecco’s
Modified Eagle’s Medium — high gluco@MEM) - suplementado com 1% de Glutamax, 10%
de soro fetal bovino, 100 pg/mL de estreptomicid®@ pug/mL de penicilina. A linhagem de
queratindcitos orais imortalizados OKF-hTERT-1daltivada em KSFM suplementada com
Cloreto de Caélcio, extrato de pituitaria bovina @HF(para 500mL foi utilizado 1,1 mL de
extrato de pituitaria bovina, 15 mL de C}GA0mM e 2,5l de EGF recombinante humana)
além de 100 pg/mL de estreptomicina e 100 pg/mpeshécilina. As duas linhagens controle
foram cultivadas em meio RPMI suplementado com ti@%oro fetal bovino, 100 pug/mL de
estreptomicina e 100 pg/mL de penicilina.

Todas as culturas celulares foram mantidas enfasstom condi¢gdes padronizadas de
5% CQ a 37°C.

3.2. Extracao de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi isolado através da aplicacdo dirde 1mL de TRIzol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) por po¢co com 70- 80% de conftiegcelular (placa de 35mm), seguido
de raspagem e coleta em tubos de 1,7 mL adiciordel@)OuL de Cloroférmio. Os tubos
foram homogeneizados por 15 segundos (vortex)ivases por 5 minutos e centrifugados a
14000 rpm/ 15 minutos a 4°C. O sobrenadante (fgsesa) foi transferido para outro tubo,
adicionado de 500uL de isopropanol, homogeneizadoedicionado a -80°C por um periodo

minimo de 16 horas. Ap0Os esse periodo, o tubodirdugado a 14000 rpm/ 15 minutos a



34

4°C, o sobrenadante removido e 0 RNA precipitadada trés vezes com etanol gelado 75%
(preparado com agua tratada com DEPC) atravesndiéfegaces a 14000 rpm/ 15 minutos e
4°C. O sobrenadante foi descartado, os tubos ficamaertidos para eliminar o excesso de
etanol e 0 RNA ressuspendido em @0de aguaRNase freeAs amostras de RNA foram
quantificadas e sua pureza, com relacao a pratetoaenpostos organicos, atestada pela razdes
260/280nm e 260/230nm. As medidas foram realizad&spectrofotometro NanoDrop2000®
(Thermo ScientificWilmington, DE, USA), sua integridade verificagla TapeStation2100®
(Agilent Technologies IncSanta Clara, CA, USA) e inferida ériN (RNA integrity numb@r

Dois microgramas de RNA total de cada amostraridratados corRNase-free DNAse
Set®(Qiagen, Venlo, NL) e submetido a transcri¢do resveitilizando SuperScript™ Vilo™
(Life TechnologiesCarlsbad, USA) de acordo com as instrucdes do&éates.

A fim de verificar possivel contaminacdo com DNAngmico, antes da etapa de
transcricdo reversa, todas as amostras foram sidamei reagcdo de PCR com o gene da
tubulina que gera um produto de 241 pb  (iniciadoref&  5'-
TCAACACCTTCTTCAGTGAAACGR-3' e R5-AGTGCCAGTGCGAACTCATC-3). As
reacdes foram realizadas em um volume final e 2Bntendo uma concentracao final de 1x
TaqGold PCR Buff@® (Applied Biosystemslexas, USA), 20eM de cada dNTP, 2mM de
MgCl,, 1U deAmpliTagGoldDNA polimerase Applied Biosystemdexas, USA) e 100 nM
de cada iniciador no termocicladeeneAmp® PCR System 97@®plied Biosystemg exas,
USA). Cada ciclo incluiu 1 minuto de desnaturac®6 4, 30 segundos de anelamento a 60°C
e 30 segundos para o alongamento a 72°C. O primielm foi precedido por 5 minutos de
desnaturacdo e ativagdo da enzima a 95°C e o Ultioho estendido por 7 minutos de
alongamento a 72°C. Foram incluidos dois contnobesitivos contendo uma massa deg@

0,75ng de DNA gendmico e um controle negativo.

3.2.1. Desenho dos iniciadorepiimers) e padronizacdo deRT-gPCR

O par deprimers para Stratifin foi desenhado utilizando o NCBrimer blast

(http://www.ncbi.nlm.nig.gov/tools/primer-blakt/e analisado com a ferramentnline

OligoAnalyzer -IDT (https://www.idtdna.com/calc/analyjerOs primers foram desenhados

dentro da regido codificadora do Unico exon do deErs®ado em sua sequéncia de referéncia
no NCBI (RefSegNM_006142.3Homo sapienstratifin (SFN), mRNA.



35

Primer Forward — Stratifin 5- AAGACCACTTTCGACGAGGC-3

Primer Reverse — Stratifin 5- CTCTTCCCCGGCGTTGT3

A padronizacéo dos ensaios de qPCR foi realizada diferentes concentracdes de
primerssendo que a menor concentragao a atingir o ni&rfor selecionada. A especificidade
da reacéao foi aferida através da curvanddtinge da verificagcdo do tamanho dos fragmentos
amplificados através de eletroforese em gel deoagar

As reacdes de gPCR foram realizadas com a ufilzap reagente SYBR Green®
(Applied BiosystemsFoster City, California, USA) em uma plataformaeqcontém um
termociclador acoplado a um sistema otico paraa@d e captacdo da fluorescéncrd00
Real-Time PCR SystefApplied Biosystemg-oster City, California, USA). Todas as reacdes
foram realizadas em triplicata utilizando 2uL da\@Ddiluido 1:200 em um volume total de
12pL de reagédo. Cada reacdo consta de 1x SYBR &1@&grl), 300 nM -concentracéo final-
de cadarimer, 2uL do cDNA e HO gsp 12uL. O protocolo para amplificagéo foi iesalo
por um ciclo inicial de 95°C para ativac&o da peliase por 2 minutos seguido de 40 ciclos de

95°C por 15 segundos e entédo 60°C por 60 segundos.

3.2.2. Ensaios de eficiéncia,0Q & LOD

Para verificar a eficiéncia da reacao, foi real&zama curva padrdo elaborada com
DNA gendmico (oriundo da linhagem OKF-hTERT-1) einigdes seriadas que abrangem 3
logs de magnitude do gene alvo. O numero de cdafagene alvo pode ser diretamente
calculado utilizando DNA gendmico humano assuminge cada célula dipléide (dois
genomas por célula) apresenta duas copias do gegaestao e que um genoma completo tem
massa aproximada de 3,3 pg. Dessa forma, 1ug ded@Ndmico contém aproximadamente
3,03 x 16 cépias do gene alvo.

Todas as amostras foram testadas em triplicataresnltados sdo as médias de dois
ensaios repetidos de uma unica réplica biologit&mAle verificar a eficiéncia da reacao, esse
ensaio permite determinar os limites de detect&d(— Limit Of Detectione quantificacédo
(LOQ — Limit Of Quantificatiohp
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3.2.3. Selec¢do dos genes normalizadores e analiaeegpressao génica

Para a normalizacdo dos ensaios de gRT-PCR fati@anados genes cuja expressao
foi a mais estavel, entre as diferentes linhagehdares, utilizando o mesniaput de cDNA.
O nivel de expressao de 8 gen€APDH, ACTB, HMBS, TUBA, RPLO, RPL27, TBP
HPRTY foi avaliado nas 6 linhagens celulares, seleclosa@s que ndo variaram mais do que
1,5Ct entre as amostras e que tiveram eficiéncias dedetrama amplitude média ndo maior
do que 5%.

A quantificac@o relativa da expressao Steatifin foi feita utilizando o método de
comparacao d€t ou44Ct. Esse método se baseia na reducdo dos valo@ts dia amostra
controle em relacdo as amostras de interesse. @sevade todas as amostras foram

normalizados por um gene endogeno de referénciarcoe mencionado acima.

3.3. Extracao e quantificacdo de proteinas

A extracdo de proteinas, a partir dos extratadarels, foi realizada com o uso de um
tampéao de extracdo contendo 150mM de NaCl, 50mNWrideHCI pH 7,5, 0,21mM de EDTA
e 0,5% de NP40. Esse tampao foi adicionado dadmibs de protease e fosfatase no momento
da extrac&o. Foi utilizado 0,5 mL do preparado g@aont inibidores) por placa de 200mm com
85-90% de confluéncia e apds raspagem completateriaigoi acondicionado em tubos de
1,7 mL, mantidos no gelo por 20 minutos. Apds ess®do, 0os espécimes foram centrifugados
a 12000 rpm/ 20 minutos a 4°C, o sobrenadante faaie para um novo tubo que foi
armazenado a -80°C.

A guantificacdo foi realizada através do métoddBdadford baseado na ligacdo do
corante Coomassie as moléculas de proteina emgéasdicidas seguida da leitura da absorcéo
a 595nm. Para isso, foi preparada uma solucéo%ed2®io-Rad Protein Assay Dye Reagent
Concentrate ®(Bio-Rad Laboratories Inc California, USA) em &gua MilliQ, que foi
distribuida em uma placa de fundo reto e 96 pogosum volume final de 200L por poco.
Uma curva padréo contendo 7 diferentes concensat®@roteinas (de Oyg/ulL, 1,0 ug/ul,
2,0ug/uL, 3,0pug/uL, 4 ug/uL, 5 pg/ul e 6,0ug/ul) foi elaborada utilizando albumina de soro
bovina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA. c&0048-46-8) 2 uL de cada padréao e das
amostras foram aplicados em triplicata e a leitlgabsorbancia realizada no leitor de placa
iMark™ (Bio-Rad Laboratories IncCalifornia, USA). Os valores meédios das absoria&mtas

triplicatas da curva foram utilizados para estai®leima equacgéo de reta possibilitando a
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interpolacdo dos valores médios obtidos a partrataostras e dessa forma inferimos suas

respectivas concentracoes.

3.3.1. Western Blot

Para a determinacdo das proteinas de interesgeg %®s extratos proteicos foram
fracionados por eletroforese em condi¢cdes desmaag@m gel de poliacrilamida a 15% com
SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) seguido de transf@geépara membrana de PVDF. Apods a
transferéncia, foi realizado um bloqueio da memdreom PBS-T 0,05% pH 7,4 (2mM de
KH2PQyw, 137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 10mM de N&#Q; e 0,05% de Tween-20)
contendo 5% de leite em p6 desnatado por uma BEoraseguida, as membranas foram
incubadas com os anticorpos primarios diluidos@notcéo de PBS-T (descrita acima) e 1% de
leite em p6 desnatado a 4°C por um periodo de d&hen constante agitagdo. Os anticorpos
primarios utilizados foram: an8tratifin (Abcam, cat n°ab14123) diluido 1:1000, &aAPDH
(Sigma-Aldrich, cat n° G9545) diluido 1:5000.

Apo6s incubacédo com os anticorpos primarios, segelictom 3 lavagens consecutivas
de 15 minutos utilizando PBS-T 0,05%. A incubagdm ® anticorpo secundario anti-mouse
(GE Healthcare Buchinghamshire, UK) foi realizada na diluicdo 8000 em solugéo de
PBS-T e 1% de leite em p6 desnatado por um pededb hora em temperatura ambiente e
constante agitacao.

As membranas foram analisadas por quimioluminesgémo aparelhdmageQuant
LAS® (GE HealthcargeBuchinghamshire, UK), utilizando os reagentedeteccaddmersham
ECL Western Blotting Detection Reag@BE HealthcargBuchinghamshire, UK). A expressao
da Stratifin e do gene normalizador GAPDH nos diferentes edratelulares foram
quantificados por densitometria utilizando o proggdmageJ(Rasband, W.S., ImageJ, U.S.
National Institutes of Health, Bethesda, Marylad8A) e plotados n&GraphPad Prisnd para
Windows GraphPad software, La Jolla, California, UpA

3.4. Sistema CRISPR/Cas9 para nocaute e ativacaangs

O sistem&RISPR/Cas@ uma ferramenta de edicdo génica baseado nerfgismune
adaptativo” bacteriano, que possibilita a modifi@agle uma regido gendmica de maneira
bastante precisa. Entretanto, a abordagem escadlleida levar em consideragcdes variaveis

individuais, dentre elas, o modelo celular. Desalénétio da aplicagdo em modelos animais, o
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namero de publicacbes cresceu vertiginosamente a#o ngque s&do oferecidas inUmeras
abordagens e estratégias. Porém, quando se tersfam modelo celular e todas suas
peculiaridades, as possibilidades séao restritapia@sse modelo permite. Algumas linhagens
sdo bastante refratarias a sistemas de transfecg¢Bansducdo como foi observado nesse
projeto. A estratégia para nocaute que foi utiizadsse trabalho tem como objetivo promover
uma quebra de dupla fita dentro da regido codificado gene, de modo a promoveriadel.

O indel, caracterizado por inser¢cdes ou delecdes na sequém DNA é resultado da juncéo
de extremidades ndo homoélogasr{-homologous end joing - NHE® sistema de reparo de
guebra de dupla fita de DNA que ocorre mais fretpraante na célula. Por conta desse sistema
ndo ser guiado por homologia, ele é sujeito a ereoforma dendels e estes sdo 0s eventos
chaves para o funcionamento do sistema CRISPRd&Raln 2013).

Do ponto de vista informacional, indel altera o quadro de leitura abertORF
transformando a sequéncia de DNA modificada emsegaéncia aleatéria. Dessa forma, uma
sequéncia aleatéria acaba por gerar um produtcadan(sem atividade biol6gica) ou, mais
frequentemente, um codon de terminacao prequeen@ture termination codon — PT.dsso
possibilita ainda a degradacao prematura do tramsoediada por uma mutacdo sem sentido
(Nonsense-mediated mRNA decay — NMie é favorecido por um sistema celular de
vigilancia capaz de reconhed®f Cs(Supeket al.,2020).

O sistema CRISPR adaptado para células eucasatmasta de um Unico vetor com
uma regido para clonagem do oligonucleotideo (ca@agaéncia alvo), que precede a regiao
invariavel e que compde o sgRNA. Essa regido édadgipor uma sequéncia promotora U6
gue utiliza a RNA polimerase Il (geralmente utiliia pela célula para transcrever genes de
RNAs transportadores, fracdo 5S ribossomal e olRNAS pequenos) para a produgédo desse
pequeno transcrito. Adicionalmente, esse vetorsgmta uma regido que codifica a Cas9
(endonuclease efetora) e 0 gene que confere megssi@ Puromicina, ambos com a expressao
controlada por um promotor sintético forte, prededior um elemento intensificador precoce
do citomegalovirus (figura 4 a.). ApOs transfeccdoyetor € dirigido ao nucleo onde é
submetido a transcricdo pelas RNAs polimerasesacehu

O produto transcrito a partir do promotor U6 peamete no nucleo, ao passo que o
transcrito Unico que codifica a Cas9 e o gene kede € transportado para o citoplasma. No
citoplasma o transcrito Unico é traduzido no ribass e sofre autoclivagem por conta do
elemento T2A, separando-se da regido que codifitaramicina N-acetiltransferase - PAC

(enzima que gera resisténcia a puromicina).
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Sitio de clonagem
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Figura 4 - Sistema CRISPR/Cas9 para nocaute géaiddetor pX459 com as regides codificadoras
para osgRNAcom a posicéo de insercdo glaideindicada pelo triangulo preto, que indica o sikso
clonagem, Cas9 e gene de resisténcia para pur@ninapeados na longa seta circular roxa seguida da
pequena seta verde clara; b. Posi¢des dos oligfs&8OTTOM com seus nucleotideos acessorios
no sitio de clonagem; c. Cas9 — endonuclease afetarsua forma ativa, isso é, complexada com o
SgRNA e o seu alvo no DNA gendmico.

No citoplasma, o transcrito Unico é traduzido i@ssomo e sofre autoclivagem por
conta do elemento T2A, separando a Cas9 da enzimacqdifica a Puromicina N-
acetiltransferase - PAC (enzima que gera resigtéog@uromicina). Por conter um sinal de
localizacdo nuclearNLS em sua porcdo C-terminal, a Cas9 € importada panacleo
enquanto que a PAC permanece no citoplasma. NeaIlCas9 ao se associaseaffoldde
RNA formado pelo sgRNA se liga fortemente a eleseesvento promove uma alteragao
conformacional que possibilita varrer o DNA gndomer busca do seu alvo precedido pela
sequénci®&AM (Protospacer Adjacent MojifSua atividade endonucleasica € mediada por dois
motivos (RuvC e HNH) que se autoinibem na ausé&h@iBNA alvo. Ao encontrar o alvo, ha
a formacao de um duplex DNA-RNA e a Cas9 fica emnfsuma ativa, promovendo entédo a
quebra de dupla fita 3 nucleotideos antes da se@RAM (figura 4 c.) (Jinelet al., 2014,
revisado por Jiang e Doudna, 2017).

A partir desse evento a quebra de dupla fita dé\BNra reparada por um dos dois
mecanismos de reparo do DNA: Junc¢do de extremidaiiehomologas (citado acima) ou
reparo dirigido por homologia. O primeiro pode seorem todas as etapas do ciclo celular

enquanto que o segundo s6 ocorre nas fases S & @i jprecisa da cromatide irma como
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molde, além de um repertdrio de proteinas que sa@Esas apenas em fases especificas do
ciclo celular (Mjelleet al.,2015).

3.4.1. Desenho do sgRNA para nocaute génico

O primeiro passo para 0 nocaute génico basead@€RISPR € o estudo da regido
gendmica. Entretanto, o geBENpossui um Unico éxon sem nenhuma anotacao catbfiaa
anti-senso ou mesmo sobreposicdo a algum elementeguilacdo conhecido. Dessa forma
foram desenhados daisiidesno inicio daCDS(coding sequengalo gene, com o objetivo de
promover umindel (insertion ou deletion) o mais préximo possivel do inicio da tradugéo. O
objetivo dessa estratégia de nocaute € a geracdmaeroteina truncada néao funcional ou,
preferencialmente, ustop codorprecoce. Esseagiidessédo utilizados individualmente e estéo
na mesma regido, porém um na orientacdo sensoudr® ra orientacdo anti-senso. Para o

design foi utilizada uma ferramentanline http://crispor.tefor.netcapaz de geraguides

baseado em um algoritmo que prevé possoféiergets Osguidesselecionados apresentavam
>4 mismatchescom pelo menos dois sendo dentro da sequéseiad“(1-12 nucleotideos
upstreama sequénciBAM), o que reduz consideravelmente a clivagem dasiyeisofftargets
pela Cas9 conforme Zherg al., 2017. Para a correta clonagem nos vetores, niddest
acessorios (em vermelho no quadro abaixo) sdooadidos nas extremidades 5 e 3’ dos

respectivos oligonucleotideos (figura 4 b.).

SgRNA Stratifin | - TOP 5'- CACCGAGAGCAGGCCGAACGCTATG -3

SgRNA Stratifin | - BOTTOM 5'- AAACCATAGCGTTCGGCCTGCTCT -3

SgRNA Stratifin Il - TOP 5'- CACCGAGCAGGTTTCGCTCTTCGC -3

SgRNA Stratifin Il - BOTTOM 5'- AAACGCGAAGAGCGAAACCTGCTC -3

Stratifin, cuja localizagdo cromossdmica é 1p36, constardénico éxon de 1308 pb,
dos quais 747 pb codificam a proteina de 248 amidog. O gene consta de regides 5’UTR e
3'UTR, que contém elementos responsaveis pelaikdtale do transcrito. De acordo com
essas caracteristicas, se buscou o desentguteEspara nocaute o mais proximo possivel do

inicio dacoding sequence (CDS)(figura 5).
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...GGGCCTGGCCACCCAGCCAAAAGGCAGGLCAA. .
sgRNA — SFN | act

..LCTCTGGGGLCTGGCCACCCAGCCAAAAGGCAGGL. ..
sgRNA — SFN Il act
5-UTR 3’-UTR

Chr1 (36pll)

TSS

. AGCTGGCAGAGCAGGCCGAACGCTATGAGGACAT. ..

sgRNA—SFN [

Figura 5- Posicdo gendmica do gesteatifin e as posicdes dagRNAs Representagdo espacial da
Stratifin dentro dolocus 1p36 com os doisgRNAspara a ativacdo génica a esquerda da TSS,
representados como setas cinzgRNA -SFN | & SFN Il agtAcima das setas, sdo observadas as
sequéncias alvo precedidas pela sequéshi em vermelho. Ao lado direito d&5S pode se observar

0 gene representado pelo retangulo verde claro apmespectivas regides 5 eUIR e a regido
codificante da proteina em azul. Na parte infef@imagem, observa-sesgRNAefetivo para o nocaute
representado pela seta cinza. Dentro da caixangaese a sequéncia alvo dgRNAprecedida pela
sequénci&@AM (em vermelho). Espera-se que a quebra de dupladirra 3 nucleotideopstreanda
sequéncid@AM.

3.4.2. Desenho do sgRNA para ativacéo génica (SAMIED)

Para a ativacao génica, sgRNAsforam posicionados entre as posi¢coes -20 e -100
relativas ao sitio de inicio da transcricdoapscription Start Site TSS que se mostrou mais
eficiente na promocéo da transcricdo segundo Kamemmt al., 2015 (figura 5). De forma
bastante simplificada, o sistema de ativacdo gémasaado em CRISPR também conhecido
como Mediador de Ativacdo Sinérgica (SAMSynergistic Activation Mediatpré uma
ferramenta que utiliza uma Cas9 modificada, a tgral sua atividade nucleasica inativada,
enguanto mantém sua capacidade de ser dirigidaupaaasequéncia de DNA guiada pelo
sgRNA Dessa forma, a Cas9 defectiva (dCas9) se toragounteina ligadora de DNA guiada
por um RNA. A partir dessa dCa9 foram fusionaddsasiestruturas que atuam como fatores
de transcricdo sintéticos “engenheirados”, e temmoc@bjetivo recrutar a maquinaria de
transcricdo génica para um determinbmuse modular a expressao do gene desejado (figura
6) (Konermanret al.,2015).
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a b.
Componentes do sistema Sistema de ativacao
CRISPR - SAM complexado com 0 DNA
T )
dCas9 )
Y sgRNA
(/‘ o ol
VP64 mC)
¢
MS2 2
p65
HSF1

Figura 6 - Sistema de ativacdo SAM-Cas@@as9fusionada a proteina VP&gRNAcom"scaffold"
modificado com unstem-loop2e umtetraloop (aptameros de RNA) e as proteinas fusionadas MS2,
p65 e HSF1 que atuam como complexos capazes dearearmaquinaria de transcri¢cao celular. b. O
complexo dCas9_VP64-sgRNA-MS2_p65 HSF1 ligadasha Blvo através da hibridizacdo do RNA
guia — porcao em azul (Konnermetnal, 2015).

O sistema consta de 3 vetores lentivirais, os gdei®m ser introduzidos em cada
linhagem celular e selecionadas por 3 diferentéibiéticos. O primeiro vetor traz a dCas9
fusionada a uma molécula de VP64 (um ativador ¢ramienal composto por 4 copias em
tandemda proteina VP16, oriunda do virus herpes sim@dgn como fator de selecéo o gene
de resisténcia a Blasticidina (figura 7 a.). O selguvetor traz a molécula MS2 (proteina de
revestimento de um bacteri6fago de RNA), fusionadaubunidade p65 do complexo
transcricional NF«xB e ainda o HSF1 (dominio de ativacao do fator proéeina do choque
térmico humana) e tem como fator de selecéo o denesisténcia a Higromicina (figura 7 b.).
O terceiro vetor traz sgRNAque é onde inserimos a sequéncia que ira detarminausda
ativacdo génica e tem como fator de sele¢cédo odenesisténcia a Zeocina (figura 7 c.).

Para odesignfoi utilizada a mesma ferramentaline https://crispor.tefor.ne¢ semelhante

estratégia para evitafftargets

SgRNA — Stratifin | act - TOP 5'- CACCGTGGCCACCCAGCCAAAAGGC -3

SgRNA — Stratifin | act - BOTTOM 5- AAACGCCTTTTGGCTGGGTGGCCE -3’
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SgRNA — Stratifin Il act - TOP 5'- CACCGGCCTGGCCACCCAGCCAAAZ
SgRNA — Stratifin Il act - BOTTOM 5’- AAACTTTGGCTGGGTGGCCAGGCE3

L — ) WV enhanc L Jp
P CMV Promat, i

H oy
> 5,0
\é‘“@ "e:b
¥ U, By
o ) %‘Jﬁ@
&y y
: 2%
§lx

Q’[]

Blog,
2
o
Prs
X
Sk

Bis~
j210wosd Opag

lentl dCAS-VP64_Blast
L

lenti MS2-PES-HSF1_Hygro
4,085 bp 1173 be

r
we
s ()Ai0d HOQ Svap
Svdo
¥ uouyu| o133
ayouioi D133
—

A

““\e\!"
\ oo

<k

2
2

%‘[
3,
|

B,
£

L
]

)
e &
)
\v

/O

By
»;

¥
&

won "
SY40 promote,

lentl sgRNA(MS2)_reo backbone
97 bp

Figura 7 - Vetores para o sistema de ativacdo gérmseadas em CRISPR: a. Vetor que codifica a
dCas9+VP64 (representado pela seta circular rayaidse do gene de resisténcia para blasticidina); b.
Vetor que codifica os fatores do sistema sinérdieativacao génica MS2, p65 e HSF1 (representado
pelas trés setas roxas em tandem, seguido pelagersisténcia a higromicina); c. Vetor que codifi

0 sgRNAcom as modificacdestem loope tetraloopcom o sitio de clonagem dmidedestacado pelo
triangulo preto (fonte das imagens através dos laddgene em 3.4.3).
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4.3. Clonagem dos sgRNAs nos vetores do sistema GRR/Cas9

Para utilizacédo do sistema CRISPR de nocaute géautiizou-se o vetor para o sistema
de transfeccdo plasmidial pX459 gentilmente ceqlido Feng Zhang (Addgene plasmid #
62988 ;http://n2t.net/addgene:62988RRID:Addgene_62988). Para o sistema de ativacéo
génica CRISPR SAM-Cas9, utilizou-se os plasmidaogém cedidos gentilmente por Feng
Zhang: lenti dCas-VP64_Blast (Addgene plasmid #2614http://n2t.net/addgene:61425
RRID:Addgene_61425), lenti MS2-P65-HSF1_Hygro Adugeplasmid # 61426 ;
http://n2t.net/addgene:61426RRID:Addgene_ 61426 ) e lenti SQRNA(MS2) Zeo limmie
(Addgene plasmid # 61427 http://n2t.net/addgene:61427RRID:Addgene_61427) — os

altimos trés para o sistema lentiviral, conformead acima.

Os oligonucleotideos liofilizados foram reconsgttis na concentracdo de 100uM e
1pL de cada par foi submetidos a reacéo de foafdd (extremidades 5’) utilizando 1uL da
enzima T4 polinucleotideo quinase (PNRydgmega CorporationMadison, Wisconsin, EUA
), 1 uL do Buffer da enzima T4 ligase em uma redigéd de 10uL. As condi¢ces da reacao
de fosforilagdo foram de 37°C por 30 minutos, w&téo da enzima a 95°C por 5 minutos,
seguido de ummampdownpara 25°C, com taxa de 5°C por minuto para o arexi&amentre
TOP-BOTTOM Apés esse processo, faz-se necesséria uma dildigd@00x conforme
protocolo de Raet al.,2013.

Para a insercado dgsiidesnos vetores foram utilizados 100 ng do vetor emstfio
(pX459 para o sistema de nocaute por transfect@atiesgRNA(MS2)_ Zedoackbonepara o
sistema de ativacao por transducgédo), 2uL dos régpeoligos anelados e diluidos, 2 puL de
Tango Buffer 10X, 1uL de Ditiotreitol (DTT — 10mM)p L de ATP (10mM), 0,5 pL de enzima
de restricao do tipo 1IS (BsmBI para o sistemaiV@al - para ativacdo génica - ou Bbsl para
o sistema de transfeccdo), 0,5uL da enzima T4 digesomega Corporation Madison,
Wisconsin, EUA ) em uma reacao final de 20u L. Asdigdes para a reagOes foram otimizadas
em 24 ciclos de 37°C por 5 minutos seguidos de ZI5IC5 minutos com um ciclo final de
37°C por 7 minutos.

Foram utilizados 5uL dessa reacéo para transfdsfal de bactérias competentes por
eletroporacéo, seguido de recuperacao em 1 mL ae3@C sob agitacdo a 37°C por 1 hora.
Em seguida, foram plagueados 50uL do produto ewaplde LB agar com 100ug/mL de
ampicilina (Sambrookt al, 1989).

Apos incubacéo a 37°@vernight 5 coldnias foram selecionadas e submetidas a uma

reacdo de PCR utilizando ysmnimer da regido promotora U6 do plasmidio coimwvard (5'-
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GACTATCATATGCTTACCGT-3) e o oligo complementabdttorn) de cadaguide, como
primer reverse As reacdes foram realizadas em um volume finaR8l¢ contendo uma
concentracao final de TkaqGold PCR Buff@® (Applied Biosystem3exas, USA), 25M de
cada dNTP, 2,5mM de Mgg& 11U deAmpliTagGoldDNA polimerase Applied Biosystems
Texas, USA) e 300nM de cada iniciador no termodmiaGeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystem3Jexas, USA). Cada ciclo incluiu 30 segundos égmdtiracéo a 95°C, 30
segundos de anelamentomlimer Fa 49°C, 30 segundos de anelamentpriimer Ra 60°C

e 30 segundos para o alongamento a 72°C. O primmielmfoi precedido por 10 minutos para
a ruptura da célula bacteriana e desnaturacdo@&5°ultimo ciclo estendido por 7 minutos
de alongamento a 72°C. Foi incluido como contragativo o DNA plasmideal antes do
processo de restricdo e ligacdo. Essa reacdo geftagmento de 103 pares de bases para os
plasmideos em queguidefoi corretamente clonado que deve ser observadeinde agarose
1,5% em TBE 1x por transiluminagao ultravioleBD(Bioscience, Oxford, UK Uma das
colonias positivas para cada um dos vetores clanfmiselecionada, inoculada em 2 mL de
LB com 100pg/mL de ampicilina, incubada a 37°C egjitacdo por um periodo de 16 horas.
Apoés esse periodo, uma aliquota de 500 pL foi aaidcla de 500 puL de glicerol 100% e
armazenada a -80°C (estoque) e o remanescente tgldéViniprep para purificacdo dos
plasmidios recombinantes (Sambr@blal., 1989).

3.4.4. Producao e quantificacdo de lentivirus para sistema CRISPR de ativacao génica

A producgdo de lentivirus foi realizada em cellt#sK293T (ATCC CLR 3216™),
utilizando o reagentilission™ Lentiviral Pack MiXSigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA)
gue consta de um conjunto de vetores acessoriagpaontagem da particula viral. As células
HEK 293T foram cultivadas e@ulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high gluc¢o®EM)

- suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10thpgle estreptomicina e 100 pg/mL de
penicilina em incubadora com 5% €@ 37°C. Brevemente, as células foram semeadas em
placas de 6 pocos na densidade decElulas por crhum dia antes da transfecgdo. Para a
transfeccéo foi utilizado 8 do reagente Mission,ufj de cada vetor, & do reagente de
transfeccdo Fugene®HDP{omega CorporationMadison, Wisconsin, EUA) em 150 de
Opti-MEM™ (Thermo ScientificWilmington, DE, USA), seguidos de homogeneizaégida

em tubos de poliestireno. Passados 15 minutosdufwrdoi cuidadosamente gotejado em cada

poco na superficie do meio para evitar que asaxheé desprendessem da placa. Foram feitas
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coletas do sobrenadante com imediata filtragemng$ilcom porosidade de 45 um) em 24, 48 e
72 horas, e os lentivirus acondicionados a -80°C.

3.4.4.1. Titulacédo de Lentivirus e determinacédo delOl

A titulacdo viral foi inferida utilizando gPCR etempo real, baseado em DNA
gendmico de células 3T3 (ATCC CLR-1658), transdagidom trés diluicdes diferentes de
cada uma das aliquotas de lentivirus coletadosa Gaddos vetores utilizados na producao de
lentivirus contém um gene de selecdo para o quahfadesenhados primers especificos
(Blasticidina, Higromicina e Zeocina). Dessa forrhaseado na massa de cada vetor foram
elaboradas curvas padrio de 10%cbpias de modo que fosse possivel, através dadtaeso
linear e uma equacao de reta, estabelecer o nierato de copias virais pela massa de DNA
genomico. Considerou-se a massa do genoma dipgeiskeis musculusle 5,97 pg (5,97x10
129) que é o equivalente a 2x(~2,8 Gbp) x 1,096*%40(Genome Reference Consortium Mouse
Build 39 - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000001835 consultado em

30/10/2021). Como gene endogeno controle parput do DNA gendmico e elaboracédo da
curva padréo foi utilizado o ge@ar9, que contém 1 copia por genoma.

Primer Forward — Car9 5'- ACGAACAGTTGCTGTCCCAT -3

Primer Reverse — Car9 5- CAGAGCCAGTTCACCCTCAG -3

Primer Forward - Blasticidina 5- TCGGAAATGAGAACAGGGGC -3’
Primer Reverse - Blasticidina 5-TCCCAGGATGCAGATCGAGA -3’

Primer Forward - Higromicina 5- ATGCTCCGCATTGGTCTTGA -3

Primer Reverse - Higromicina 5- ATTTGTGTACGCCCGACAGT -3

Primer Forward — Zeocina 5'- CAAGTTGACCAGTGCCGTTC -3

Primer Reverse — Zeocina 5-TGATGAACAGGGTCACGTCG -3

As células NIH-3T3 foram cultivadas em RPMI - sipéentado com 10% de soro fetal
bovino, 100 pg/mL de estreptomicina e 100 pg/mbpel@cilina em incubadora com 5% CO2

a 37°C. Brevemente, as células foram semeadasamasple 12 pocos na densidade de 5x10
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células por po¢o um dia antes da transduc¢do. Nsegjainte da semeadura, células de 3 pogos
foram tripsinizadas e contadas com hemocitbmesodemais pocos foram adicionados de
meio fresco contendo 8pg.mlde polibreno. As células foram transduzidas pelada de
aliquotas de 1pL, 10uL e 100uL dos lentivirus astopgor poco seguidas de leve agitacao
circular para homogeneizacdo. Apos 24 horas, o feietirado, adicionado de 200 pL de
meio sem soro contendo 10 U.rhtde DNase | e incubado por 15 minutos a 37°C. Ajsés
periodo a DNase foi removida, 1mL de meio /pocadposto e as células incubadas por mais
48 horas. Passado esse periodo as células foratadad, o DNA foi extraido conforme
3.4.8.1. e uma massa de 100 ng de cada concenfagdtdizada para os ensaios de PCR
quantitativo em tempo real em triplicata (protocattaptado de Kutnet al.,2009).

Cada reacao consta de 1x SYBR Green® (6uL), 300aaMcentracédo final- de cada
primer , 2uL de DNA (50 ng.ut) e HO qgsp 12uL. O protocolo para amplificagéo foi
realizado por um ciclo inicial de 95°C para ativada polimerase por 2 minutos seguido de 40
ciclos de 95°C por 15 segundos e entdo 60°C paef§lndos realizado na platafori#&00
Real-Time PCR Systef@pplied Biosystems-oster City, California, USA).

3.4.5. Curva de morte para Puromicina, BlasticidinaHigromicina e Zeocina

Em placas de 12 pocos foram plaqueados 4 pogodbthcélulas de cada linhagem
de modo que apds 24 horas tivéssemos ~ 60% deuéonfa para cada uma delas. Cada
linhagem foi entdo desafiada com 4 diferentes ddsesada um dos antibidticos, de acordo
com o range indicado pelo fabricante. Desse moduossivel estabelecer as doses suficientes
para selecionar as UPCI:SCCs: 2,5ug/mL de Purami@i,5ug/mL de Blasticidina por 4 dias,
250 pg/mL de Higromicina por 4 dias e 250 ug/mlZdecina por 5 dias.

3.4.6. Transducéo Celular para o Sistema de ativaggyénica

As células das diferentes linhagens foram trariddazle maneira sequencial utilizando
um MOI de 0,3 com 8ug.mtde Polibreno por 48 horas seguido de um periodeldgio dos
respectivos antibioticos. As transducdes foramizadhs em placas de 6 pogos com 2,8x10
células/poco para SCC78 e SCC154;%c#llas por poco para SCC143 que foram plaqueadas
24 horas antes da incubacdo com os lentivirus. oEant Konermaneet al., 2015, sugiram a
transducdo com os 3 lentivirus simultaneamentsena®jeto as transducdes foram realizadas

individualmente. Para as duas primeiras transdufgi@sn utilizados os lentivirus para os
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vetores lenti dCas-VP64 Blast (#61425), lenti M&XPSF1_Hygro (#61426), que
estabelecem a dCas9 e os fatores acessorios @tipar o lenti SgRNA(MS2)_Zeo backbone
(#61427) com os sgRNAs pasératifin, ou apenas o vetor vazio.

Passado o ultimo processo de selecapoa de cada linhagem foi expandido para
extracdo de RNA e proteinas, de forma a confirmammento na expressédo génica em nivel
transcricional e proteico.

A abordagem de transducado para o nocaute génicorisiderada e utilizada no inicio
do projeto, entretanto resolvemos evitar essatégteapara reduzir o risco déftargetsja que
nesse processo ocorreria a expressao permaneivedesejavel de uma endonuclease (Cas9)
na célula. Adicionalmente, evitamos a mutagéneserdéional, ocasionada pela integracdo do
lentivirus no genoma celular e quaisquer possbaisequéncias indesejaveis ocasionadas por

esse processo (Moiaet al.,2012).

3.4.7. Transfeccao Celular para nocaute génico eagho clonal

Uma caracteristica bastante marcante para agénkaSCC78 e SCC154, € o quanto
elas sdo refratarias ao processo de transfeccdo retagdo a SCC143 (facilmente
transfectavel). Dessa forma, foram utilizados difdes reagentes e protocolos incluindo
métodos baseados em polibreno (Dollad al.,, 1992) e os reagentes convencionais
Lipofectamina®3000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USAjpofectamina®LTX (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) e Fugene®HBrpomega CorporationMadison, Wisconsin, EUA). Dessa
forma, para a linhagem celular SCC154, o UnicoaeEgque se obteve sucesso Nesso processo
foi a Lipofectamina®LTX, enquanto que para SCC78@&C143 esse mesmo reagente foi
extremamente toxico. Por outro lado, a utilizac@d-dgene®HD na proporc¢édo 1:3 (massa de
vetor:reagente) possibilitou a transfeccao de SGLC38C143.

Para SCC154, 2,5xi@¢élulas/pogo foram semeadas em placa de 6 poapse48
horas foram submetidas ao processo de transfddg@das variaveis que afeta positivamente
0 processo de transfeccdo é sua realizacdo naxXpeaencial de crescimento celular ja que a
entrada do plasmideo no ndcleo ocorre preferenergknapods divisdo celular. O preparo do
reagente constou de 2 tubos de poliestireno cadlacqmn 150uL de Opti-MEM®. Em um
deles foi adicionado 9uL de Lipofectamina®LTX e owotro 3,5ug do vetor + 3,5uL do
reagentd’LUS Foi entédo adicionado o contetdo de um tubo npuricubado por 5 minutos
em temperatura ambiente e gotejado cuidadosamentaéa um dos poc¢os ja com 0 meio

recém trocado. A selecdo com Puromicina foi inigiagdos 48 horas da transfecgéo.
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Para SCC78 e SCC143 foram semeadas®2x1@ células/pogo respectivamente em
placas de 6 pocos e (também) transfectadas apgr$oalp de 48 horas. O preparo do reagente
foi realizado em um Unico tubo de poliestireno d&AuL de Opti-MEM®, adicionado de 1,5
png do vetor + 4,5uL do Fugene®HD, homogeneizadmoeibado por 15 minutos em
temperatura ambiente. Apds esse periodo, foi adido mais 650uL de Opti-MEM®,
novamente homogeneizado e aplicado diretamente ssbcélulas sem meio. Apds 4 horas,
foi adicionado mais 1,2 mL do meio de cultivo eagiadas mais 44 horas antes da adicdo do
agente de selecao.

Esse processo de otimizag&o dos protocolos pargque uma pequena fragao de cada
uma das linhagens fossem selecionadas, entretamts modificagdes no protocolo foram
necessarias, ja que as linhagens em questdo necest@ uma confluéncia minima para
expansao. Dessa maneira, a obtencdo e expans@todes foi possivel utilizando 50% de
meio condicionado e um adicional de 10% de sora favino (totalizando 20% de soro).
Mesmo com essas modificacdes, foi necessario uindmede aproximadamente 60 dias para
qgue os clones expandissem na placa seguido donisota com anéis de clonagem. Para tal
procedimento, as placas contendo os clones expmntbidam lavadas com PBS 2x, seguidas
de incubacé&o por um minuto cd@ell dissociation buffer enzyme-frégibco). Apds a retirada
do tampdo, os anéis de clonagem previamente audolcda foram lubrificados em suas
extremidades com silicone industrial (também aat@do) e posicionados sobre cada colénia
de células de modo a isolar do restante da platankio adicionado ~20 pL de tripsina-EDTA
0,25% (Gibco) dentro dos anéis de modo que colmissenpletamente cada colonia. Passados
~7-10 minutos, adicionou-se 200 uL de meio devlém cada um dos anéis de modo que
fosse possivel homogeneizar as células com anagsiajudado com o processo de pipetagem
up-down remover todas as células que foram entéo, tnadasepara placas de 48 pocos.

A partir do isolamento dos clones, as células @uancavam 70% dos pocos eram
transferidas para placas maiores até ter uma rdassalulas suficiente para extracdo de DNA,
RNA e proteinas e, dessa forma, confirmar em gulames houve a edi¢do génica.

3.4.8. Caracterizacdo do nocaute e ativacao génica

A caracterizagdo do nocaute &dratifin foi verificada através dé&Vestern Blot
(conforme em 3.3.1.), sendo que os clones que pé&sentaram nenhum sinal para sua
expressao foram validados por sequenciamento @bssalO objetivo dessa etapa é o de

verificar como ocorreu a edicdo génica em nivelbgeno, jA que o0s processos de
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recombinacao apos quebra de dupla fita de DNA&dddmicos. Eventualmente pode haver a
delec&o ou insercdo de multiplos de trés nuclenssidevando a adi¢cdo ou eliminacdo de alguns
poucos aminoacidos de modo a ndo ser mais recalahpelos anticorpos monoclonais anti-
Stratifin, porém manter algum de seus motivos funcionaisStéatifin foram atribuidas
interacdes com inimeras proteinas celulares deafqura é crucial confirmar que ndo haja uma
proteina parcial/truncada sendo expressa (Benzatger,2005).

Para a caracterizacao da ativacdo génica, foralmados ensaios de PCR quantitativo
em tempo real, conforme 3.2.1W&estern Blotconforme 3.3.1. Para a abordagem de ativacéo
génica, ndo se faz necessaria a selecdo de cjarpse ndo ha modificacdo na sequéncia do
DNA gendmico.

3.4.8.1. Extracdo de DNA e precipitacdo em etanol

As amostras de DNA de cada clone e seus confjadss3 linhagens celulares) foram
obtidas através da metodologia de Fenol-Cloroférf&ambrooket al., 1989). Cada poco da
placa de 6 pocos e com 85-90% de confluéncia tiveaa células tripsinizadas epellet
acrescentado de 200uL de tampéao de digestdo (5CenMistHCI pH 7,5; 1mM de EDTA,
0,5% de Triton X-10) e 200uL de Tampéao de Proteinds(200pug/mL de Proteinase K
liofilizada solubilizada em TE (10mM de Tris-HCImM de EDTA)). As amostras foram
incubadas por 24 horas a 55°C em banho seco cotac@gi *Apos 24 horas foram
acrescentadas de 50uL de Tampédo de Proteinase daswode ceélulas remanescentes em
suspensao.

Ao término da digestéo foi adicionado igual volud@esolucdo de Fenol: Cloroférmio:
Alcool Isoamilico, na proporcéo 25:24:1 em cadatelagitado vigorosamente (vortex) por 1
minuto. Foram entdo submetidas a centrifugacad p®00 rpm/ 15 minutos em temperatura
ambiente e o0 sobrenadante de cada amostra foidralaspara um tubo limpo. A esses novos
tubos foram adicionados 10% do volume de uma soldedacetato de sddio 3M e 2,5 vezes
do volume de etanol 100% gelado (<0°C). As amoditasam precipitando por um periodo
minimo de 12 horas a -20°C. Ap0s esse periodo asteas foram centrifugadas a 12.000 rpm/
15 minutos a 4°C para favorecer a formacapelet O etanol foi removido por inverséo e o
pellet resultante foi submetido & mais duas centrifugagds mesmas condi¢des, s6 que agora
com etanol 70% gelado, com o objetivo de eliminacetato de sodio e possiveis reagentes
utilizados nas etapas anteriores. ApO0s a segungmde, o etanol foi cuidadosamente

removido e os tubos foram invertidos por 15 minytasa que o etanol remanescente pudesse
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evaporar. O DNA foi ressuspendido em 50 puL de éaguelease-freecom posterior
quantificacdo em ng/puL e pureza atestadas peld&&sa260nm/280nm e 260nm/230nm no
espectrofotdmetro NanoDrop2000&hermo ScientificWilmington, DE, USA).

3.4.8.2. Amplificacdo, clonagem e sequenciamento D&IA

A PCR para amplificacdo da regido alvo do noca&tratifin foi padronizada e
otimizada com a enzima GoTaq® Flexi DNA Polymer@&®mega CorporationMadison,
Wisconsin, EUA), com reagentes nas seguintes ctmagdes finaisGoTaq® Flexi DNA
Polymeras€U, GoTaq® Flexi Reaction Buffer 1200 uM de cada dNTP, 0,7 uM de MgClI
e 1 uM de cadarimer. Osprimersforam desenhados flanqueando a regido em queeees
ter havido a edicéo génica. Para isso foi utilizadeamente @rimer blaste OligoAnalyzer

IDT conforme citado em 3.2.1.

Primer Forward — Stratifin sequencings’- GATGATTCACCCCCACATCC -3’

Primer Reverse — Stratifin sequencing’- CGATCTCGTAGTGGAAGACGG -3

O protocolo de amplificacéao foi realizado com ugiccinicial de 95°C para ativacao
da polimerase por 5 minutos, seguido de 35 cicl@% por 30 segundos, 57°C por 30
segundos, finalizando com um ciclo de extensao8d€ Por 45 segundos, ao final da reacéo
foi realizado um ciclo de 68°C por 7 minutos de madyarantir a atividade da polimerase em
deixar um nucleotideo de adenm&erhangpara a etapa de clonagem.

Para a corrida eletroforética em gel de agara3qyll dos produtos de PCR foram
adicionados a 2 pL de tampé&o de amostra. Foi mdpdr00 ml de tampao Tris/Borato/EDTA
-1x TBE- com 1% agarose, adicionado de 0,5%=diRed®(Biotium Ing Califérnia, EUA).

A partir da eletroforese dos produtos da reacdQR em gel de agarose, fragmentos contendo
as bandas doampliconsa serem sequenciados e purificados foram excidosnao gel
utilizando bisturis descartaveis com auxilio de domde de luz ultravioleta.

Para a purificacdo das bandas, foi utilizado oRetiaPrep™ DNA Clean-Up and
Concentration Systen{Promega Corporation Madison, Wisconsin, EUA), conforme
orientacédo do fabricante.

A clonagem do fragmento no vetor, para posteremusenciamento de cada alelo
editado, foi realizada com o kit TOPO® TA Clonind@t (Thermo ScientificWilmington,
DE, USA). O protocolo foi realizado com 4 pL degutos de PCR purificado, 1 pL de solugéo
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salina e 1 pL do vetor TOPO®. A reacao foi homogeata e incubada por 5 minutos a
temperatura ambiente, e entdo diluidas com maid. Ik agua. A partir desse total, 4 pL dessa
reacao foi adicionada a 50uL de bactérias compestem submetida a eletroporacdo. As
bactérias entdo foram recuperadas em meio SOC lparala 37°C sob agitacédo e plaqueadas
em meio seletivo com antibiotico. Apds incubag&@ernight(16 horas), foram selecionadas 10
col6nias de cada uma das amostras, de modo a quatera dois alelos génicos. A partir desses
clones, procede-se novamente com um PCR de caldifimando 0 mesmo par daimers
seguido de purificacdo com Exosap-ITThérmo Scientificwilmington, DE, USA) conforme
orientacao do fabricante.

As amostras foram preparadas para o sequénciarSamiger utilizando BigDye™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit e submetidasequenciador ABI 3730Thermo
Scientific Wilmington, DE, USA). O resultado do sequenciatodni analisado no software

SnapGenéinsightful Sciencegisponivel em snapgene.com).

3.5. Andlisein silico

Com o avancgo das tecnologias 6micas, disponibidice bancos de dados publicos e
ferramentas de bioinformatica mais intuitivas, teitlo possivel explorar inUmeras vias e
processos bioldgicos. Com a escassez de publicgg@esnvolvansttratifin com CCECP e
HPV, a utilizacdo desses bancos de dados trouxefarmacdes que enriqueceram mais ainda
0 projeto.

A primeira e mais ampla abordagem teve como aljetbmparar a expressao em nivel
transcricional d&tratifine seu padrao de metilacdo entre o tecido norm@heral, e para isso
foi utilizada a plataformBlalcanque é ferramenta de bioinformatica de busca rapidautiliza
bancos de dados dmicos entre eles 0 TCGA (Charedileastet al.,2017).

Apbs a abordagem inicial, e de modo a exploras erétieriosamente o perfil @tratifin
em amostras de CCECP, foi utilizada a plataformeRiytal que permite a aquisicdo dos
dados brutos da expressao génica e caracterislica®-patologicas (Ceranet al.,2012). A
partir do total de 530 amostras disponiveis, 7deleam excluidas por ndo apresentarem dados
de expressao dstratifin, resultando em 523 amostras. Calculou-se entaxprassdo média
da Stratifin, e estabeleceu-se uhmresholdde + 2, baseado emiscore o que possibilitou a
elaboracdo de uma tabela de contingéncia, a gs@tias-se a expressao génica em funcéo das
caracteristicas clinico-patolégicas, assim combl gler mutacéo de alguns genes relacionados

com o processo tumorigénico especificos para CCEB@f.a andlise estatistica foi utilizado a
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ferramentasraphPad Prisnb para WindowsGraphPad software, La Jolla, California, UpA
e considerado um valor p inferior & 0,05 como s$icgnicia estatistica.

3.6. Ensaio de proliferacéo (cinética de crescimenijt

As linhagens celulares SCC78, SCC143 e SCC154tase seus respectivos clones
nocauteados pafstratifin, assim como os transduzidos com vetores de ativg@aioa foram
semeados em placas de 24 pocos. A padronizacda parsidade de cada uma das linhagens
foi realizada a partir das células parentais seaseanh 4 densidades diferentes (fx2810,
3x10* e 4x10) de modo que a célula alcancasse a confluéngigim em 9 dias. Isso porque
as linhagens de CCECP utilizadas nesse projetaitermanejo bastante peculiar, jA que em
baixa densidade nao proliferam e em uma densidader rproliferam muito rapidamente.
Dessa forma, os ensaios de proliferacdo foramzeslls algumas vezes para que fossem
confirmadas as tendéncias de proliferacao parauadadas linhagens. A proliferagéo celular
foi verificada a cada 48 horas em triplicata couso do hemocitometro. Cada experimento foi
realizado no minimo trés vezes, os dados das camgdgram transferidos para uma planilha e
analisados n&raphPad Prismb para WindowsGraphPad software, La Jolla, California,
USA.

3.7. Ensaio de viabilidade celular com administragiide agentes genotéxicos

O reagente Alamar Blue®& iermo ScientificWilmington, DE, USA) foi desenvolvido
para medir quantitativamente a proliferacdo cel@apode ser usado para estabelecer a
citotoxicidade relativa entre diferentes condicdemo administracdo de quimioterapicos e
acao de radiacao ionizante. Por ser atoxico, padadsninistrado diretamente na cultura celular
e seu indicador de crescimento colorimétrico/ flmétrico € baseado na deteccao da atividade
metabdlica. Especificamente, o sistema é um indicdd processos de oxidacdo-reducao que
tanto fluoresce quanto muda de cor em respostdugde quimica do meio de crescimento
resultante da atividade metabdlica celular.

Essa atividade metabdlica resulta na reducéo qaida Alamar Blue que muda de cor
de azul/ndo fluorescente (forma oxidada) para aveamelha/bastante fluorescente (forma
reduzida). Duas variaveis que afetam grandemerdgspasta ao Alamar Blue sdo o tempo de
incubacdo e o numero de células plaqueadas e éssoser determinado para cada linhagem

celular utilizada. Dessa forma, para cada linhagstular foram plaqueadas diferentes
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densidades, seguidas de incubacdo com meio deccatticionado de 10% de Alamar Blue e
a fluorescéncia verificada a cada 1 hora durahi@®&s. Dessa forma, para uma dada linhagem
celular, qualquer tempo de incubacéo selecionade ceresponder de forma linear dentro de
uma faixa de densidades celulares que seja propaic reducéo do Alamar Blue (verificado
por fluorescéncia). Digno de nota, para uma dadesidade celular determinada, o tempo
maximo de incubacéo pode ser determinado comaeovalb maximo que as células controle
sejam capazes de transformar o indicador em soeforidada (azul) para a forma totalmente
reduzida (vermelha). A deteccéo de fluorescénaia der realizada com uma excitacdo de 530-
560 nm e 590 nm de emissao. Dessa forma, para wadadas linhagens foi feito o
plagueamento com 5 diferentes densidades celutaresum intervalo entre 5xi@ 2,5x10
células/poco em placa de 96 pocos em octoplicaparir desse plagueamento, a fluorescéncia
foi detectada a partir de 1 hora até 8 horas eads<dplotados de modo que foi possivel
determinar o numero de células e o tempo de inéubadequado para proceder com 0s
experimentos seguintes. A partir da determinac8eedeparametros, foi possivel determinar a
citotoxicidade de dois quimioterapicos que saazailos para o tratamento de neoplasias
disponiveis no laboratorio (Cisplatina e Doxorriurteg.

As linhagens celulares SCC78, SCC143 e SCC15stase seus respectivos clones
nocauteados pafstratifin assim como os transduzidos com vetores de ativg@aica foram
semeados em placas de 96 pocos. Além dos paramigass acima com relacdo a densidade
celular e tempo de acéo do reagente, a padronipatd@ densidade de cada uma das linhagens
levou em consideracdo que os agentes genotoxic@snsadministrados 24 horas apés a
semeadura e deveriam permanecer mais 72 horasse@laancasse a confluéncia. Dessa
forma, foram semeadas“€:lulas por poco para SCC78 e SCC143 e 1/5%dk SCC154 e
mantidas em estufa com 5% de GCB7°C.

Os parametros para determinacdo do IC 50 dos ou@rapicos foram baseados na
variacdo da sensibilidade verificada para 40 liehagcelulares de CCECP disponivel em
(http://cancerrxgene.oygDessa forma, a faixa para doxorrubicina foi d¥.25 a 4,29 uM e

para cisplatina foi de 4,22 a 491 uM. As célutearin plaqueadas de acordo com os parametros
citados acima e desafiadas com diferentes dosesqdsioterapicos. As doses para
doxorrubicina foi de 7 uM para SCC78, 8 uM para @B e 5 uM SCC154 enquanto para
cisplatina foi de 0,4 uM para SCC78, 0,2 uM par&€ 543 e 0,07 uM para SCC154.

A viabilidade celular foi determinada apos 72 Baram a completa aspiracédo do meio
contendo os farmacos e substituicdo por 100 pLeale de cultivo contendo 10% do reagente

Alamar Blue® Thermo ScientificWilmington, DE, USA). O tempo para leitura dagadoi
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de 120-180 minutos a partir da administragcdo dageami@, conforme padronizagdo do
experimento e a leitura realizada no equipamé&ituMax® Discover Microplate Reader
(Promega, Madison, USA). Os dados de fluorescéncsan transferidos para uma planilha e
analisados n&@raphPad Prismb para WindowsGraphPad software, La Jolla, California,
USA.

3.8. Crescimento em suspenséo de agarose (livreasteoragem)

Foram confeccionadas placas de 24 pocos revestaasagarose er®MEM High
Glucosecom 10% de soro fetal bovino, com o objetivo d#ficar a capacidade de proliferacao
em substrato semissolido. Para a confeccdo da, gtaem utilizadas duas concentracfes de
agarose (1,2% e 0,6%) preparadas em agua bidestlamutoclavadas. Paralelamente foi
preparado o meio de cultivo e seus suplementosacdobro de concentracdo de modo que
apos o resfriamento da agarose 1,2% até ~45°Cpegeeé adicionado gerando um substrato
de agarose 0,6% em meio de cultivo. Cada pocoata @ adicionado de 450 uL de substrato
e apds a completa polimerizacgéo é adicionado dei L@k meio contendo 1@élulas de cada
uma das linhagens celulares com seus respectivasites/ativacdo génica. Apos 40 minutos
uma nova camada de agarose 0,6% em meio concenérapgeparada e adicionada
cuidadosamente sobre as células resultando em ammada levemente viscosa de 0,3%. Por
fim, apos 24 horas € adicionado 500 pL de meiodpwe ser trocado a cada 72 horas com
auxilio de uma ponteira fina encaixada na pontpipeta pasteur. As placas foram mantidas
em incubadoras a 5% CO2 e 37° por periodos d@Q8lias e os registros feitos periodicamente
e fotografadas em microscopio Primo Vert (Zeissa,J®E).

3.9. Andlise de ciclo celular apés irradiacao

A andlise do ciclo celular tem como objetivo aselia distribuicdo das células nas
diferentes fases do ciclo celular apés a irradiagd@m diferentes condi¢cdes (células néo
modificadas, nocautes e com superexpressastragifin). O conteido de DNA gendmico é
inferido através do intercalante de DNA iodeto depfdio que € excitado a um comprimento
de onda de 488 nm e, desta forma, podemos classificcélulas em GO/G1, S ou G2. Além
disso, podemos verificar um conteido de DNA infedaa2n que € considerado sub-GO e é

frequente quando se verifica apoptose/morte celdssim, um contetddo 2n corresponde a
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populacdo de células em G0/G1, um conteudo enteedPrcorresponde a populacao de células
na fase S (sintese de DNA) e um contetdo 4n quespanmde a populagcéo de células em G2.

3.9.1. Determinacao da dose de radiacao

Em placas de 6 pogos, 2,5%1&lulas de cada uma das trés linhagens pareatais f
semeadas e apos 24 horas submetidas a irradiavagoses de 2, 3, 4 e 5 Grays no irradiador
bioldgico RS2000Rad SourceBuford, GA, USA). Apos 24 horas da irradiacadocéhilas
foram tripsinizadas e 1,5 x 46¢lulas de cada uma das linhagens foram semeadpkaeas
de 96 pocgos em octoplicata. Para cada uma dagénbka célula parental ndo irradiada também
foi semeada como controle. Ensaios de viabilidade&dos em Alamar Blue foram realizados

48 e 72 horas apos o plagueamento conforme desani®.7.

3.9.2. Irradiacgédo e preparacgdo das células para oinetria de fluxo

Uma vez determinadas essas doses,3zdllilas de cada uma das linhagens e seus
respectivos nocautes/ativacao génica foram semeaziaboras submetidos a irradiacao apos.
Imediatamente apos a irradiagéo o meio foi troeadecorridas mais 24 horas, as células foram
tripsinizadas, 10% das células reservadas paraaicecionogénico e o restante foi lavado com
PBS gelado, fixadas gentilmente com leve agitag@etanol 70% e armazenadas a -20°C.

Antes de submeter as células a citometria, o efanoemovido apés centrifugacéo
(4000 rpm por 10 minutos a 4°C), as células forassuspensas em 1 mL de PBS gelado e,
apos outra centrifugacao (1500 rpm por 10 minud#$a seguida do descarte do sobrenadante,
foram incubadas por 30 minutos (protegido da Inz)2€0 pL do mix contendo 1 mg/mL de
RNase A &101-01 {Transgen Biotech Co., Beijing, Chin&0 pug/mL do intercalante de DNA
iodeto de propideo (PItermo ScientificWilmington, DE, USA) e 0,1% de Triton™-X100
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA).

As células foram submetidas ao citdmetro FACSCHBD Biosciences, San Jose,
CA, USA), analisadas no programa FlowJo™ v10.8d4$tar, USA) e os graficos elaborados

no GraphPad Prisnb para WindowsGraphPad software, La Jolla, California, URA
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3.10. Ensaio clonogénico

A dependéncia de contato entre as células, quedes trocas de moléculas capazes de
estimular o crescimento de forma autocrina/paraggnntrinseca a uma linhagem celular e um
excelente parametro para avaliar a sobrevivénda determinada abordagem. Nesse projeto,
0 objetivo de ensaios clonogénicos séo verificeml@evivéncia celular apos irradiagdo assim
como o papel d&tratifin apds seu nocaute ou superexpressao.

No ensaio clonogénico, as células sdo semeadasdie a serem capazes de proliferar
com a minima necessidade de contato com outrasséNesse contexto, a maior dificuldade
com relacdo as linhagens CCECP € que elas séo dagiemdentes de uma densidade minima
de células. Isso refletiu inclusive na obtencaaldees das células nocaute p&teatifin que,
além de necessitarem de um meio condicionado cé&md&dsoro fetal bovino, levaram um
tempo bastante longo para atingirem um nimero noiniencélulas para o estabelecimento da
cultura.

O ensaio clonogénico foi realizado em placas ged@s e padronizados de forma a
garantir uma subconfluéncia adequada para as tegsedinhagens. Como mencionado
anteriormente, as linhagens de CCECP utilizadasengjeto sdo bastante dependentes de
uma densidade minima de células. Dessa forma, ta pas linhagens parentais, foram
semeadas diferentes quantidades de células de angei@r coldnias maiores que 50 células
em 20 dias. O nimero minimo de células observao qgada linhagem celular foi 4para
SCC78, 3x1®para SCC143 e 1,5x4para SCC154.

As células parentais, seus respectivos nocautegperexpressao detratifin foram
semeadas em triplicata apds 24 horas a partirai#iacdo assim como 0s seus controles ndo
irradiados. O meio de cultivo foi trocado a cad#ie® por 21 dias. Apos esse periodo, 0 meio
foi retirado, as células lavadas com PBS por deass; fixadas com formaldeido 37% por 5
minutos, seguido de nova lavagem com PBS e incolaga solugéo de cristal violeta (1% de
formaldeido, 1% de metanol, 0,05% de cristal viokain PBS 1x) por 15 minutos no escuro.
ApoOs a incubacéo, prosseguiu-se com mais duasdasagpnsecutivas com PBS e as placas
foram secas por inversdo. Todas as etapas dessesgooforam realizadas em temperatura
ambiente. Ao término da secagem, as colbnias coms d& 50 células sdo contadas e
fotografadas para documentacgéo. A eficiéncia dgquglamento foi determinada pela razao

entre o numero de coldnias obtidas e o0 niumerold&asélaqueadas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. A base de dados do TCGA mostra a expressao aemeada deStratifin em CCECP

com relacdo ao tecido normal

A primeira andlise foi verificar se a expressadsttatifin no tecido tumoral era maior
com relacdo ao tecido normal, ja que essa foi é@tée inicial do projeto. Entéo, utilizando a
base de dados diCGAatraves da ferramenta UALCAN, foi possivel vedfigue os niveis
de expressao d8tratifin sGo maiores no tecido tumoral quando comparadte@do nao
transformado (figura 8 a.). Adicionalmente, atrag@perfil de metilagdo na regido promotora
do gene, € possivel inferir que o controle da esgé@ génica possivelmente ocorre por meio
de metilagcdo, um evento epigenético relacionado aaegulacdo negativa da expressao da
Stratifin j& sugerido na literatura (figura 8 b.) (Fergusaral., 2000; Suzukiet al., 2001,
Lodygin; Hermeking, 2005).
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Figura 8 -Expressdo em nivel transcricional déstratifin (SFN) e perfil de metilacdo da regido
promotora do gene:a. Comparacdo da expressdo em transcritos pdiomdéSFNentre tecido normal
(n=44) e tecido tumoral (n=520) com significAncssaéistica p=0,013; b. Perfil de metilacéo leeta
valueda regido promotora d&FN,inferindo um possivel papel da metilacdo no cdatda expresséo
génica com significancia estatistica p=0,0000044fi@ps gerados na ferramenta UALCAN, disponivel
em http://ualcan.path.uab.ed@handrasheckar et al., 2017

A partir do download dos dados de 523 amostras riaiside pacientes, foi possivel a
elaboracdo de uma tabela de contingéncia queoakneai expressao &ratifin (a partir de um
thresholdde + 2, baseado eAiscorg com caracteristicas clinico-patoldgicas (tabgla 1



Tabela 1- Caracteristicas clinico-patolégicas de paciedéesancer de cabeca e pescoco do banco de

dados TCGA, Firehose Legacy.
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Parameters Low p-value
n % n %
Sex
Female 52 19,9 85 32,6
Male 209 80,1 176 67,4 0,001
Age
<=50 46 17,6 49 18,8
>50 215 824 212 g2 0733
Race Category
American Indian and Alaska Nati 1 0,4 1 0,4
Asian 2 0,8 9 3,5
Black or African America 28 11,1 20 7,¢ 0,089
White 222 87,7 224 88,2
Ethnicity Category
Hispanic or Latin 9 3,8 16 6,5 0,176
Not hispanic or Latin 229 96,2 230 93,5
Daily Alcohol (doses)
0 24 23,1 34 29,8
1-3 30 28,8 34 20 0430
>=3 50 48,1 46 40,4
Smoking History
Non Smoker 32 15,5 42 22,6
Reformed Smoker 97 46,9 82 44,1 e
Smoker 78 37,7 62 33,3
Tumor Size*
TO 0 0,0 1 0,4
Tl 20 9,1 28 11,6
T2 68 31,1 69 28,6 0,738
T3 50 22,8 49 20,3
T4 81 37,0 94 39,0
Lymph Node*
NO 71 35,5 105 47,3
N1 32 16,0 35 15,8 0,014
N2 90 45,0 81 36,5
N3 7 3,5 1 0,5
Metastasis*
MO 82 98,8 106 100,0 0,439
M1 1 1,2 0 0,0
Stage
Stage | 8 3,8 19 8,1
Stage I 34 16,0 37 15,7 0,256
Stage Il 37 17,5 44 18,7
Stage IV 133 62,7 135 57,4



Neoplasm Histologic Grade
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Gl 13 54 50 19,3
G2 135 56,0 170 65,6 1,40E-11
G3 86 35,7 39 15,1
G4 7 29 0 0,0
Primary Tumor Site
Alveolar Ridge 3 1,1 15 5,7
Base of tongue 20 7.7 7 2,7
Buccal Mucosa 9 3,4 13 5,0
Floor of mouth 33 12,6 30 11,5
Hard Palate 0 0,0 7 2,7 2 30E-12
Hypopharynx 6 2,3 4 15
Larynx 79 30,3 37 14,2
Lip 1 0,4 2 0,8
Oral Cavity 24 9,2 49 18,8
Oral Tongue 44 16,9 86 33,0
Oropharynx 6 2,3 3 11
Tonsil 36 13,8 8 3,1
HPV status ish
Negative 28 59,6 37 94,9 0,000116
Positive 19 40,4 2 51
HPV status p16
Negative 35 51,5 38 86,4 0,000204
Positive 33 48,5 6 13,6
Primary Tumor Site
OTHER 199 45,0 243 55,0 <0,0001
BOT/O/T 62 77,5 18 22,5

High or low expression was classified accordingEN median value. Xor Fisher's exact test was
applied as appropriated. T: Tumor size, N: LympkdendM: Metastasis, NHG: Neoplasm Histologic
Grade, ishin situ hybridization, HPV:Human papillomavirus, BOT: Base os tongue, O: Osoix,

T: Tongue

A partir dessa tabela foi possivel verificar asidxgis com significancia estatistica.

Conforme observado na figura 9 (a. e b.), a expeedgStratifin € maior em CCECP HPV

negativos com relacdo a sua contraparte. O padr&amiessao datratifin em tumores HPV

positivos é refletido na distribuicdo por sitionpéirio do tumor, onde é verificada uma menor

expressdo em localiza¢des anatbmicas relacionadasogigénese por HPV, que se evidencia

ainda mais quando agrupamos todos esses tumaesa(fl c. e d.).
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Figura 9 - Perfil de expresséo 8eratifin (SFN)em razéo datatusde HPV e distribuicdo por sitio
primario do tumor: a. Expressdo 8BNem razao do status de HPV, inferido por p16, ofldewa-se

que CCECP HPV negativo tem maior expressao do @GP HPV positivo ; b. Expressao &N
baseada no status de HPV inferido por hibridizag&tu, corroborando os achados de que a expressao
deSFNé menor em CCECP HPV positivo com relacdo ao CCHEY negativo; c. Expresséao 8&N

em razdo do sitio primario do tumor; d. Express@&&MEN no sitio primério do tumor, agrupado em
localizacBes anatbmicas mais acometidas por HPVI (BBase da lingua, O: Orofaringe. T:Tonsilas)
versus todas as outras localizagBes anatdémicas.

Uma importante alteragdo genética frequentemerdentrada em CCECP ocorre em
CDKN2A (gene que codifica pl6), que normalmente estanciddo em tumores HPV
negativos, enquanto superexpressos em tumores HBNivps. Isso é refletido quando
observamos uma expressao maioBttatifin quando ha alteracdo em pl6 (mais frequente em
CCECP HPV negativo) com relagdo a contraparte eenpj6 esta integro (figura 10 b.).
Embora tumores HPV positivos tenham uma expresasiaite aumentada de p$arfogate
markerde positividade para HPV), normalmente ndo ha gdistaessa regido gendmica nesses
tipos tumorais. Esse dado inclusive contradiz wahatho que sugere que o silenciamento de
Stratifin,em um conjunto de cancer oral, € consequénciasnaia de expressao@BKN2A

e negatividade para HPV (Gaseioal, 2002). O mesmo pode ser observado para mutagdo em
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TP53 que esta frequentemente mutado em tumores HP&tinmeg e inalterado em tumores
HPV positivos (figura 10 a.). Digno de nota, naekserva diferengas na expressagulatifin
relacionada com mutacdo énK3CA, que costuma ter uma frequéncia de alteracoekasa®i

tanto em CCECP HPV positivos quanto negativos.
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Figura 10 Perfil de expressao détratifin em razdo de mutacdo ermP53 CDKN2A e PIK3CA: a.
Expressao d&tratifin € menor em tumores sem alteracaoléB3 b. Expressao dstratifin € menor
em tumores sem alteragdo @DKN2A c. Expresséo dstratifin com relacdo a mutacéo éK3CA
ndo mostra significancia estatistica.

Outra variavel que apresentou significancia esieaisfoi com relacdo ao sexo,
mostrando uma expressao maioiStiatifin em pacientes do sexo feminino, reforcando que a
maior parte desses tumores nao tem a infeccédo Pdrddmo fator etiologico (figura 11 a.). E
por ultimo, a expressao &ratifin por grau histologico, onde se verifica uma reduga@olual
da expressado quanto maior o grau tumoral. Isso gedeanterpretado como uma maior
capacidade de disseminacao ja Gutifin esta relacionado com processos de diferenciacao

celular, isso é, quanto mé&ssratifin, mais diferenciado o tumor (figura 11 b.).



63

)
&

p<0.0001
<0.0001
P p<0.0001
2 < 47 R 2o 5] p<00001 2<0.05
| [
8 ﬂ 2 _8_ g 0 ns
¢ N -
N o~ o™
£3 0 == s
— O R -
55, 2o F ===
o 9 -2 o
53 L 83 2 i
5 © (o] o o)
z o4 z D2
e S 0 L 2 .54 o
m '6 ] T T L) L] )
Male (385) Female (137) ) 2 AN AN
N & &V Q™
R > » o
2 < &
& S &
© I ’

Figura 11 - Expressao de Stratifin por sexo e grawral: a. Expressdo menor$teatifin em pacientes
do sexo feminino; b. A expressao $keatifin diminui quanto maior o grau tumoral.

4.2. Stratifin esta expressa nas diferentes linhagens celulare@ o estudo de CCECP

A primeira etapa da caracterizacdo molecular daressdo deStratifin em nivel
transcricional foi a verificacdo da pureza do RN#Aerida pelas razées de densidade oOpticas
260/280 e 260/230 (nm) geradas peEnodrop2000®além da qualidade inferida pelo RIN
> 7 doTapeStation2100@(figura 12 a. e b.).

a. b.
70
Linhagem Celular Quantificacio 260/280 260/230 Qualidade RNA 65 -
60
OKF-TERT1 905 ng/ulL 2,09 2,04 RIN: 8,40 g
SCC 78 1200 ng/pL 2,10 2,08 RIN: 9,10 SRl [ ————
45 -
SCC 143 517 ng/ulL 2,07 1,91 RIN: 8,60 0. ———
SCC 154 246 ng/ul 2,14 1,82 RIN: 7 ;2 —|
MDA-MB435S | 1167 ng/uL 2,10 2,07 RIN: 8,30 5.
MCF7 459 ng/ul 2,10 1,90 RIN: 8,30 Mo Il i i b
Lio S@‘f&*iéﬁc.‘:cc‘ ':__\%"‘b.,,&‘
~ 0"3 : §"

Figura 12 - Pureza e qualidade do RNA: a. Tabdtézimnando as diferentes linhagens celulares com
suas respectivas quantificagfes, razbes de demsidptica 260/280 e 260/230 através do
Nanodrop2000®; qualidade do RNA inferida pelo Tape@2100® através do RINRNA integrity
numbe}; b. Eletroferograma gerado pelo TapeStation2190@® se baseia em eletroforese capilar e
verifica de forma bastante precisa a qualidade Né R&o somente pela razdo das subunidades
ribossomais 28S e 18S mas pela amostra como umPada RT-gPCR séo considerados adequados
valores de RIN> 7 com relacéo a robustez e reprodutibilidade do®sl segundo Pazzagli et al., 2013.

A padronizacado dos experimentos incluiu espeddide dogprimers,inferido atraves

do pico Unico na curva deeltingseguida de eletroforese em gel de agarose dostpsoda
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RT-gPCR, que apresenta também uma banda Unicaeifespna altura de 132 pares de bases,
o tamanho previsto damplicon(figura 13 a. e b.). Adicionalmente, foi elaborastaa curva
padréo para verificar a eficiéncia da reacao ellegsan(s) gene(s) de referéncia (figura 13 c. e
d.) conforme mencionado e&2.3 O ponto de maior massa da curva padrao conténmd.00
de DNA, ou seja, aproximadamente 30 000 coépiaStdatifin. Dessa forma foi possivel
determinar uma eficiéncia de ~102% e um coeficieleteorrelacdo proximo de 1. Além da
padronizacao utilizando primers p&#tatifin, foram realizadas curvas para os demais genes
de referéncia (dados ndo mostrados).
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Figura 13- Padronizacao dos ensaios de RT-qgPCRcpeaiaterizacao datratifin: a. Curva de Melting

da amplificagdo com 200nm de primers p&teatifin mostra um pico Unico e especifico; b. Corrida
eletroforética com diferentes massas de DNA exdard&l OKF-hTERT1, para verificar especificidade

de amplificacéo inferida pela banda Unica de 13Zpbmplificacdo da curva padréo construida com
as seis maiores massas de DNA indicadas em b—~BQIR5 ng); e d. Calculos de eficiéncia basedos
no coeficiente de correlacéo e slope para ampgiicaleStratifin.



65

A elaboragcédo da curva padréo, com diluicbes Imés de DNA permitiu ainda a
determinacao de dois parametros importantes pamasnguantitativos: os limites de deteccéo
(LOD) e quantificacaol(OQ). O primeiro se refere a menor concentracdo de @éro que
permite a deteccdo em 50% das amostras, enquantosggundo se refere a menor quantidade
gue permite determinar a quantidade do alvo coméaatue reprodutibilidade. Como resultado
foi observado que a sensibilidade do método peraaipgar o sinal de 1 Unica cépia do gene
(limite de deteccdo) e um minimo de 30 copias amgrra o limite de quantificacao.

A partir da padronizacdo com os respectivos ctegygualidade do RNA verificada e
gene de referéncia selecionado, foi possivel earifh expressao @ratifin no painel proposto
para o projeto. Nenhuma analise estatistica fdizeata para esta etapa ja que nesse momento
o papel daStratifin nessas linhagens celulares é desconhecido (fibtira). A partir dos
extratos celulares também foi possivel verificarpressdo em nivel proteico que corrobora os
dados de expressao em nivel transcricional (Fitdia e b.). Embora tenham sido encontrados
3 genes de referéncia adequados, os quais ter@dnef@s parecidas e variagéo entr€tsdas
diferentes linhagens néao variando mais do queolgeéne enddégen@APDH foi selecionado.

O painel celular proposto para este projeto copl@ras caracteristicas moleculares
mais frequentemente encontradas em CCECP (Tabdla®)tacdo enfP53 a mais frequente
entre elas, esta presente na linhagem SCC78 qbénarpresenta uma amplificacdoocus
1113 conforme ja caracterizado por Whiteal.,2007. Essa linhagem é proveniente de uma
lesé@o recorrente de um paciente de 60 anos de idadexo masculino, branco, com histérico
familiar de cancer, etilista, porém nao refere @ des tabaco. A leséo foi classificada com grau
histoldgico 2, estadiamento T2NO, negativa para lRWiunda do assoalho da boca. Embora
trabalhos recentes que utilizaram dados de sequmanto de Ultima geracdo apontem uma
frequéncia de 75-85% de mutacdo €ERb3em CCECP HPV negativos (revisado ghwou;

Liu; Myers, 2016), foi incluido nesse estudo, atcaparteT P53WTrepresentada pela linhagem
SCC143. A linhagem SCC78, que foi utilizada pardiapanning (Phage Displa), € a
linhagem que apresenta 0os maiores niveiStdaifin tanto em nivel transcricional quanto em
nivel proteico.

A linhagem SCC143 também oriunda de assoalho da texorrente, proveniente de
uma paciente do sexo feminino, branca, 76 anoagisia, sem historico familiar de cancer
nem consumo de bebidas alcodlicas. A lesédo foisifleada com grau histolégico 3,
estadiamento T4N2, HPV negativa e sem amplificagdocus11g13 (Whiteet al.,2007).
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Figura 14 Caracterizacdo Molecular Satifin das linhagens celulares OKF-hTERT (queratindcitos
orais ndo transformados e imortalizados), SCC78 E@& TP53mut, ampl 11913, HPV-),
SCC143(TP53WT, HPV-), SCC154 (TP53WT, HPV+), MDA-NESS (controle negativo) e MCF7
(controle positivo): a.Western Blot (imagem repr¢ativa) utilizando 50ug de proteinaGAPDH
como gene de referéncia; b. Expresséo relativ&tdaifin das linhagens tumorais com relacdo a
linhagem OKF-hTERT em nivel proteico; c. Expressfativa deStratifindas linhagens tumorais com
relacdo a linhagem OKF-hTERT em nivel transcridigmkNA).

Tabela 2 - Principais caracteristicas clinicas koutares do painel de células CCECP:

Linhagem Status Ampl. Status Estadiamento Alcool/Tabaco Histdrico
TP53 11913 HPV Familiar
SCC78 Mutadc present negativc T2NC Alcool Sim
SCC143 WT ausent negative T4ANZ Tabagist N&c

SCC154 WT ausent positivc TAN2 Alcool/Tabac N&c
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Uma importante caracteristica molecular desses tipmorais e um dos escopos das
analises desse projeto € a positividade para o elRyéssa forma, a linhagem SCC154 foi
incluida. SCC154 é proveniente de um paciente xlo s@sculino, 54 anos de idade, branco,
sem histérico familiar de cancer, porém tabagistdilesta. A lesdo primaria de lingua foi
classificada histologicamente como grau 3, estash&on TAN2, HPV positivo e sem
amplificacéo no locus 11q13 (Whig¢al.,2007). Digno de nota, podemos ressaltar a difareng
de expressao entre a linhagem HPV positiva SCCab¥uuma expressdo menor 8eatifin
com relacdo a linhagem HPV negativa SCC78, corevitr os dados da analisesilico
(figuras 14 a.b.ec.;9a.eb.)

Como a expressao @&ratifin em CCECP pouco havia sido reportada na literagura
nao havia nenhuma experiéncia prévia sobre esse rgemosso grupo de pesquisa, foram
incluidas as linhagens celulares MDA-MB435S (métast de melanoma) e MCF7
(carcinoma mamario) como controles negativo e posiespectivamente, conforme Ferguson
et al.,2000. Embora a expressaoSteatifinem MCF7 é bastante baixa quando comparado ao
modelo de CCECP, foi um importante parametro jaadgiens trabalhos trazem esse gene como
supressor tumoral (geralmente baixa expresséo) euénms como um oncogene (geralmente
alta expressao) (Li; Liu; Zhang009) (figura 14 a., b. e c). Essas linhagensratenforam Uteis
principalmente com relacdo ao controle negativomdelo que ndo serdo mais utilizadas no
decorrer desse projeto.

A linhagem OKF-hTERT1 é uma linhagem de queraiins orais ndo transformados,
imortalizados pohTERTe foi utilizada no processo de clarificacdo ddidiibca de fagos (etapa
anterior a esse projeto conforme descrito na inggéd). Embora essa linhagem também
expresseStratifin, ndo é possivel determinar a compartimentalizaghialar, expressdo na
superficie celular junto as moléculas de MHC ourawariavel que tenha favorecido a
especificidade do bacteriofago a célula tumorabletnmento da célula néo transformada.
Nesse projeto, porém, sera utilizada apenas peasaaterizacdo molecular da expresséo de
Stratifin.

4.3. Caracterizacao dos nocautes paratratifin

Uma vez constatado que todas as linhagens cawdapressarbtratifin e, de modo a
explorar funcionalmente sua atividade nas linhagen€ CECP, seguimos com a modulacéo
da sua expressao através do nocaute génico (sli@liotinacdo da célula) e ativacdo génica

(aumento da sua expressao). Conforme descritdhdeiminente em 3.4.1., deigRNAdoram
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utilizados para o nocaute 8¢ratifin, entretanto apenas um deles foi efetivo paraenghb de
clones nocauteados. Embora os algoritmos de predigé edicdo génica tenham sido
melhorados, ainda ndo € possivel determinar comigdi@ o desfecho de cada evento.

Conforme detalhado em 3.4.7. os extratos celulem@sn submetidos a ensaios de
Western Blopara verificar quais clones tinham sido possivel@meditados e a expressao de
Stratifin abolida (figura 15 a.). Os clones que nao aprasamt expressao dgtratifin foram
sequénciados para verificacdo da resolucdo dewaddos alelos em nivel gendmico. Dois
clones de nocaute de cada uma das linhagens eslditaam selecionados para o seguimento
dos ensaios funcionais (figura 15 a. e f.).

Modificagdes pelo sistema CRISPR devem ser beattaizadas de modo a explorar
a possibilidade defftargets quando houver. Conforme descrito na metodolagia, houve
necessidade de testar possivaiargets pelo nimero denismatchesentre oguide e um
possivelofftarget Além disso outras isoformas da familia $faatifin ndo compartilham a
mesma sequéncia gendmica ou mesmo proximidadeagéhictilizacdo de estratégias de
transfeccédo, que normalmente sdo processos tmaosjttambém reduz a possibilidade de
offtargets.Entretanto, decidimos explorar dois clones de niecpara cada uma das linhagens
celulares, isso porque mesmo dentro de uma mesheagkm celular, podem existir diferencas
fenotipicas entre as células que poderiam favoeestabelecimento do nocaute.

De acordo com os resultados de sequenciamente, ggdbservar que nos clones de
nocaute escolhidos, a maior parte da resoluca@letss gerou unstop codorprecoce com
delecdo de apenas alguns nucleotideos. Observambem que a eficiéncia do nocaute foi
proporcional a cinética de crescimento das linhagarulares de modo que dos 10 clones
obtidos para SCC78, que tem uma cinética maiolSgL@154, mas inferior a SCC143, apenas
5 deles tiveram &tratifin nocauteada. De 8 clones da SCC154, observou-seanite apenas
em 3 ao passo que todos os 10 clones da SCCl4&af@mam nocaute &ratifin (dados néao
mostrados). Para cada clone nocauteado foram adatz10 sequenciamentos de modo a
contemplar com redundancia os dois aleloStatifin.
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Figura 15 Caracterizacado e validagdo do nocaute@ém.Western Blot realizado com dois clonesaftac
uma das linhagens e seus respectivos controlesivpssib. Eletroferograma representando parte da
sequéncia obtida por meio de sequenciamento dgmértos inseridos no vetor pCR™4-TOPO® a partir
do primerupstreama regiao alvo da Cas9. Acima do eletroferogramaa seta vermelha indica o local
previsto para a quebra de dupla fita pela Cas9aldatregido dguide(em cinza), e que precede a sequéncia
PAM (abaixo do traco preto); c. Sequéncia genbrdeaegido representada em b. com 0s respectivos
aminoécidos para cada cédon; d. Eletroferogranta@septativo de um dos clones nocauteados mosteando
delecéo de dois nucleotideos indicado pelos par@sgquéncia genémica; e. Sequéncia gendmic&tapn
Cddongerado pela delecdo de dois nucleotideos; f. Rg&olde cada um dos alelos de cada um dos clones
selecionados para caracterizacédo. Os retanguleseriam ostop codorgerados pelosdelse que levam

a parada precoce da traducadttatifin, no alelo 1 da SCC78 KO Il observa-se a insergamnal sequéncia
nucleotidica aleatoridownstreana regido alvo dguide no alelo 2 da SCC143 KO |, a resolugéo levou a
perda da regido genémica que contempla o codomicle da traducao e a regiao em vermelha faz parte
regido 5-UTR do gene da Stratifin. Destaca-sest@ngulo azul o primeiro cédon de iniciacdo apédigdo
génica que est@pstreamem apenas 8 cdédons até um cddon de terminacgéo.
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4.4. Ativacao deStratifin pelo sistema CRISPR/Cas9 (SAM/Cas9)

Para essa etapa ndo ha necessidade de selecdme® A que o sistema promove o
aumento da expressao do genegnol de células selecionadas por cada um dos antibéotic
Para a selecao foram determinadas as doses depamtBlasticidina, Higromicina e Zeocina
em cada uma das linhagens celulares (SCC78, SGC3@8 154), conforme descrito em 3.4.5.
e apos selecédo foram extraidos RNA e proteinayvadicar se houve o aumento da expressao

atraves de ensaios BI-qPCRe Western Bloffigura 16).
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Figura 16 -Expressédo deStratifin em nivel transcricional e proteico éntes e apoésiahcao pelo
sistema SAM-Cas9:a. Expressdo génica em nivel transcricional (RTR)P@as linhagem SCC78,
SCC143 e SCC154 com o vetor vazio na barra da efj@eecom sgRNAparaStratifin a direita; b.
Western Blot corroborando o resultado da RT-gPCRtrando o aumento da expressdo em nivel
proteico nas respectivas linhagens (exceto na SICC78

Conforme observado nos ensaios de RT-gPCR, \&es#&co aumento da expressao em
nivel transcricional em ~65% para SCC143 e ~300 $&€C154, porém nédo sao observados
0S mesmos aumentos para SCC78. Ao invés dissceparetavido uma reducdo da expressao
tanto em nivel transcricional quanto em nivel pootdfigura 16 a. e b. SCC78). Embora os
aumentos para as duas primeiras linhagens naontesida tdo robustos, devemos considerar
gue a hipotese principal desse projeto é que gieeMim aumento constitutivo na expressao de

Stratifin nessas linhagens. Uma possivel explicacdo padugdo na expressado para SCC78
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seria que a ligacdo do complesAM-Cas9na regido promotora do gene deslocaria por
interferéncia estérica os fatores de transcric@idgenos resultando em uma competicdo com

os fatores de transcricao sintéticos.

4.5. AStratifin parece conter a proliferacéo celular em duas lintgens de CCECP

A partir dos testes realizados durante a padroa@averificou-se a densidade celular
Otima para andlise de proliferacdo das trés linfmmgelulares. Dessa forma, foram semeadas
3x10* células por poco para SCC78! para SCC143 e 4xipara SCC154 dois dias antes do
inicio da contagem e cultivadas em estufa com 5%@ea 37°C.

a SCC78 b. SCC143
6 SCC143 VD
0 - -
8 1x10 = sccrsve & 1%10° SCC143 SFN |
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Figura 17 - Curvas de proliferacédo celular de SCCGXBC143 e SCC154: a. Perfil de proliferacéo
celular de SCC78 ndo mostrando diferenca entréooges de nocaute com a linhagem parental; b. A
linhagem SCC143 superexpressasii@tifin mostra uma reducgéo clara na taxa de proliferaQéo c
relacdo a célula parental e os clones de nocawdelithagem SCC154 apresenta uma reducéo na taxa
de proliferacédo na linhagem parental e na linhagem superexpressao &tratifin, ao passo que os
clones de nocaute ndo reduziram a taxa proliferativ

Diferentemente do observado em SCC78, SCC143 ssg8tatifin de modo bastante
parecido com o epitélio ndo transformado (confoverdficado na figura 14), entretanto o seu
principal indutorTP53 ndo estd mutado nesta linhagem celular. Isso pedema possivel
explicacdo de que a superexpressastdatifin reduziu a proliferacdo nessa linhagem celular

(figura 17 b.). Embora a sinalizag&o celular dapsso de proliferacao envolva diferentes vias,
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uma das principais vias relacionadas com a pamad&hkh celular e/ou apoptose € mediada por
p53. Nesse processo, p53 inditratifin que em um feedback positivo o estabiliza atraeés d
degradacéo proteassdmica de Mdmz2. Adicionalmeméifin € capaz de interagir diretamente
com tetrameros de p53 aumentando sua afinidadstpms cognatos de ligacdo ao DNA (Yang
et al., 2003). Isso culminaria na inducéo de potentesdailes dos complexos ciclina-CDK
como p21 além da inducdo de proteinas antiprolif@s como BTG2 (Bensoet al., 2019;
Mao et al.,2018). Mesmo que a superexpressastiatifin observado em SCC143 SFN | ndo
tenha sido tdo expressivo, algumas proteinas samexite controladas de modo que sua
expressdo aumentada, mas ndo sua expressado basgprsavel por uma grande mudanca
fenotipica.

Considerando qu8tratifin ja foi descrita como uma proteina supressora tahemn
outros modelos de cancer, sua expressao regulailivamente deveria resultar em algum
desfecho favoravel no ambito de algum dos seuepsos regulatérios. Uma vez dhteatifin
aparece como uma proteina chave em diversas \lidares, mesmo que a hipotese principal
desse projeto proponha que ela atue predominanteroemo uma proteina oncogénica, nao
se pode esperar que ela tenha um impacto comantagb@éos 0s processos em que esta
envolvida.

Um fenémeno parecido foi observado na linhagem832€om a diferenca que a célula
ndo modificada por CRISPR, utilizada como cont(wlg), também apresentou uma reducao
na proliferacdo celular associada com morte cekNatente, jA que ha uma diminuigcdo no
namero total de células no décimo dia de contadigrr@ 17 c.). Nesse casBtratifin parece
exercer um papel no controle da proliferacdo, nmalt@lguma caracteristica antitumorigénica
nesse processo. Embora a degradacéo de pEbpler HPV16 reduza significativamente seus
niveis, a expressao &ratifininduzida por outra via (BRCA1, por exemplo), adigar a p53
poderia deslocar a interacdo c&6B-E6AP promovendo uma estabilidade parcial capaz de
exercer uma atividade antiproliferativa. Digno agan a linhagem SCC154 tem uma cinética
de crescimento bastante lenta quando comparadenasidde, além disso, exige uma alta
dependéncia de uma densidade minima para que imajgroliferacdo adequada. Por outro
lado, quando chega a confluéncia, as células comagaerder sua aderéncia a placa de forma
irreversivel.

A capacidade proliferativa inferida através devaarde crescimento € um parametro
bastante valioso quando se estuda vias de sin@tizag contexto neoplasico. A inibicdo por
contato € um importante mecanismo anticancer quesa@do no processo tumorigénico. Em

células normais, a parada do crescimento € megiadaima sinalizacdo de proteinas de
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membrana que promovem a parada do ciclo celulaBgratravés da expressao e acumulo de
p27, que por sua vez inibe o complexo ciclina BDKE (Leontievaet al.,2014, Mendonsat

al., 2018). Entretanto, o processo inicial da inibip&o contato requer a integridade das vias
apoptoticas e de promocao da senescéncia mediadapgimente por p53 e pl6, e que
normalmente encontram-se defectivas em CCECP (®atal.,1997, Seluanogt al.,2009).

De acordo com as curvas de crescimento obsenadasois dos modelos celulares
estudados, a expressao/superexpress&irdefin parece conter a proliferacdo ao passo que
nao se observa uma reducéo da taxa de proliferexsgi@spectivos nocautes das trés linhagens
celulares (figura 17 a. b. e c.). Dessa for8teatifin ndo parece exercer um papel de promocao
da proliferacdo no modelo celular deste projetogmpe vale lembrar que essas linhagens
celulares séo de tumores ja estabelecidos e Haterafnecessariamente o papel dessa proteina
no inicio do estabelecimento tumoral.

Além disso, uma via indireta no controle da solv@wia e proliferacdo mediado por
Stratifin, ocorre através da inativacdo de AKT que, quaridado, promove a proliferacao
principalmente através da inibicdo da degradacaciclma D e inibicdo da expressao e
importacdo nuclear de p27 (Liang; Slingerlan, 2004ng et al., 2006; Maet al, 2021).
Adicionalmente, Linget al.,2010 reportaram que a delecadtiatifinaumentou a capacidade
proliferativa em células epiteliais mamarias.

No caso da linhagem SCC78 que tem uma mutacaldP&8 ndo se observa nenhuma
alteracédo na taxa de proliferacdo entre o vetaowans dois clones de nocaute p&taatifin
(figura 17a). Considerando a complexidade conhedafamecanismos que regulam o ciclo
celular e a regulacao positiva na proliferacaodgefor consecutivas adaptacdes impostas pelo
processo tumorigénico, SCC78 apresenta uma anagiftc em 11g13 que contém o locus
génico daCCND1 e codifica a ciclina D. Por sua vez, o estimulcedeada permanente no
ciclo celular causado pela superexpressao da&ibliam conjunto com a atividade alterada de
p53 parece sobrepor qualquer contra regulacao tapos outra via.

No estabelecimento das curvas de proliferacdagdeopizacéo levou em consideragéo
a peculiaridade de cada uma dessas linhagensreslgtam relacéo as condicdes minimas para
que fossem observados o0s estagios caracteristcoardas de proliferacdo. Dessa forma, a
densidade celular foi determinada pela observagdmionero de células plaqueadas que

chegassem a confluéncia em 9 dias.
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4.6. Stratifin promove resisténcia a agentes genotoxicos em lifggas com alteragbes em
TP53seja por mutacao ou degradagao promovida por HR-HPV
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Figura 18 Viabilidade celular apos administracéo de Cisplatia e Doxorrubicina: A. Reducéo da
viabilidade observada em SCC78 nocauteadas PBaifin tanto para cisplatina quanto pra
doxorrubicina; B. Redugéo da viabilidade para SCQidcauteada pa&tratifin apenas para cisplatina

e aumento da viabilidade da linhagem com expreas@wntada dStratifin; C. Leve reducdo (sem
significancia estatistica) da viabilidade observaala SCC143 tanto das linhagens nocauteadas quanto
com o aumento de expressdo Rfeatifin para ambos os quimiotergpicos (**#p,0005; ns= sem
significancia).
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Apos determinacgéo do $e(dose requerida para inibir 50% do cresciment@2h) de
cada um dos farmacos, foi possivel confirmar urdag&o na viabilidade a pelo menos um dos
quimioterapicos utilizados nas linhagens SCC78 €182 nocauteadas pa®&ratifin. Em
SCC78, cuja expressao 8aatifin é bastante elevada com relacdo as demais linhdganse
uma reducdo em mais de 60% da viabilidade quandsid®Eramos a administracdo de
cisplatina (18 a. histogramas da esquerda).

A Cisplatina € um dos principais quimioterapictiBaados no tratamento de CCECP,
seu mecanismo de acdo é baseado na habilidade fdesseo em formar adutos de DNA
através de purinas que leva ao recrutamento @esdiv vias de reparo de DNA resultando em
apoptose (revisado por Gosh, 2019). Dessa formpapel d&Stratifinem SCC78 parece atuar
como um fator de resisténcia a apoptose. Isso pexdainda mais bem ilustrado em SCC154,
gue embora tenha uma expressadtiatifin menor do que a linhagem SCC78, houve uma
reducdo parecida na viabilidade. AdicionalmenteC8& com a expressao aumentada de
Stratifin mostrou um aumento expressivo na viabilidade agdsnistracédo do farmaco (figura
18 c., histogramas da esquerda).

Com relacéo a SCC143, nao foi observado um aungeniabilidade por nenhum dos
dois farmacos utlilizados, entretanto, parece tea tendéncia em sua reducao de viabilidade
tanto nas células expressa@tmtifin quanto nos respectivos clones nocauteados. Dassa fo
podemos concluir que na linhagem que p53 encoates sua forma selvagemS#atifin
parece exercer um papel menos importante na nesigt@&o tratamento com quimioterapicos.

E bastante evidenciado na literatura tratifin tem sido relacionada com o processo
tumorigénico, seja como supressora tumoral, sejeoancogene. Nesse projeto, a hipotese é
gue se ela possa ter um papel predominantemenbg&mico ja que apresenta uma expressao
aumentada nesse conjunto tumoral com relacdo aeliepndo transformado, conforme
observado em dados do TCGA e corroborado na limh&@C78.

Uma varidvel favoravel no tratamento de CCECP, fpiereportadain vitro,
demonstrada na pratica clinica e corroborada meegao é que a expressao reduzida de ciclina
D se relaciona com a melhora da resposta a cisaléYip et al., 2006, revisado por Johnson
et al, 2020). Isto explicaria em parte a tendéncia dag&o da viabilidade dos nocautes de
SCC143 e uma possivel adjuvancia nas linhagens $@€CCC154, j4 que a expressao de
CCND1(que codifica a ciclina D) foi reduzida signifitamente nos clones nocauteados das
trés linhagens analisadas. Por outro lado, venfasaum aumento na expressac&C@ND1nas

respectivas linhagens superexpressatdatifin (figura 19).
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Figura 19 - Expresséo em nivel transcricional dee@CND1que codifica ciclina D1: a. Reducdo em
nivel transcricional do ge@CND1nos dois clones de nocaute em SCC78; b. : a. Rederp nivel
transcricional do gen€CND1 nos dois clones de nocaute em SCC143 e aumentdgpiassdo na
linhagem superexpressando; c. Reducdo em niveictiaional do gen€CND1 nos dois clones de
nocaute em SCC154 e aumento da expressdo nasscélyberexpressandstratifin. (Imagem
representativa da expressdo média de trés expeosiedependentes).

Enquanto a cisplatina é um farmaco amplamentzadid no tratamento de tumores
solidos, a doxorrubicina € utilizada no tratames¢otumores de tecidos moles, sarcomas e
leucemias. Dessa forma, a doxorrubicina ndo € atanrento de primeira escolha para CCECP
de forma que a utilizacdo nesse projeto se devevasnmodalidades terapéuticas que tem
doxorrubicina como uma alternativa para CCECP reabtes e metastaticos (Jonhson-Arbor;
Dubey, 2017). Além disso, a reducédo da toxiciddmeovada nas novas formas de apresentacao
desse farmaco sao bastante surpreendentes (Daetiai, 2017). Dessa forma, e pela
disponibilidade desse farmaco em nosso laborataridpxorrubicina foi utilizada como um
segundo mecanismo de agente genotdxico. O printipeanismo de acdo da doxorrubicina é
a inibicdo da Topoisomerase Il que resulta na bikilade da sintese de DNA e RNA, causando
danos irreversiveis no DNA que levam a apoptoseh&mn-Arbor; Dubey, 2017).

A resposta a administracdo de doxorrubicina em 78CiGi menos pronunciada que
com a cisplatina, com uma reducdo média da viafdem ~30% nas células nocauteadas
paraStratifin (figura 19 a., histogramas da direita), ao passoegn SCC143 essa redugéao foi
de apenas ~15% (figura 19 b., histogramas da alrditigno de nota, essa reducado sutil da

viabilidade observada nas células SCC143 com aessfo aumentada ou nocauteada para
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Stratifin foi parecida. N&o foi observada reducdo na viddile das células SCC154 apds
administracdo da doxorrubicina (figura 19 c., lgsaonas a direita).

A partir desse resultado, podemos inferir queasebshagens celulares (com excec¢ao
a SCC78, que teve uma reducdo um pouco mais ek@pses danos causados por
doxorrubicina contemplam outras vias ndo relaciasad Stratifin, de modo que sua
participacdo nesse processo foi mais discreta quemmparado a cisplatina.

De acordo com a literatura, em outros modelos taimgue apresentam uma expressao
aumentada dé&tratifin, sua atividade na resisténcia ao tratamento e imgnostico esta
baseado na sinalizacdo p6s dano no DNA. Nessegsm&¢ratifin além de promover a parada
no ciclo celular, se ligaria a fatores pro-apoptigisequestrando-os e, dessa forma, inibindo a
suas atividades. Temesgesh al., 2001 descreveu pela primeira vez sua atividade ant
apoptdtica em um modelo de cancer de colon sersidahos no DNA que quando passou a
expressaftratifin, induzida por um adenovirus, recuperou um fendtgsistente. A isso foi
atribuido o sequestro de BAX, presente de formanddmte no citoplasma e ausente na
mitocondria quando se expresso8teatifin, ao passo que o padrao contrario foi observado na
auséncia de sua expressdo. De forma parecidaedoitado no mesmo ano, a capacidade de
interacdo e sequestro no citoplasma Piwatifin de outra proteina pré-apoptotica da familia
Bcl-2, BAD (Subramaniaret al., 2001). Além desse mecanismo, tem sido propostoaque
auséncia d&tratifin p6s dano no DNA levaria a um fenbmeno chamadat#sitofe mitética
que levaria a célula impreterivelmente a apopt@®iiet al., 1999; revisado por Let al.,
2009).

Nesse contexto, observa-se uma crescente busceguuladores da atividade de
Stratifin como adjuvante na terapia combinada. Por um lagkga-se um modulador positivo
(estabilizador), em processos @iteatifin atuaria como uma proteina supressora tumorat, e po
outro lado, um inibidor de interacdes com seussalem processos que ela atuaria como uma
oncoproteina. IniUmeras abordagens tem sido explsraesse sentido com um destaque para o
Phage-Displaygue além de apresentar alta especificidade e baxkzidade, tem um custo

relativamente baixo ( Stevessal.,2017; revisado por Aljabal; Yap, 2020).

4.7. O nocaute destratifin sensibilizou mais a linhagem com p53 mutado

A primeira etapa desse ensaio foi verificar a dodseradiacdo adequada para que

pudéssemos inferir o papel da Stratifin na radimsbdidade. Dessa forma, as doses que
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reduziram em 30% a 40% a viabilidade para SCC78@154 foi de 3 Gy, enquanto para
SCC143 foi de 4 Gy.
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Figura 20 — Distribuicdo da populacéo de célulastases do ciclo celular, inferido pelo conteddo
DNA genbmico corado com iodeto de propidio, antapds irradiacdo ionizante: a. Distribuicao das
populacdes de células em G0/G1, S e G2 na linh&e8v8 (SCC784, SCC78 KO | e SCC78 KO

Il) e seus respectivos nocautes airatifin antes e apds irradiacdo (SCCT88Gy, SCC78 KO | 3Gy

e SCC78 KO Il 3Gy); b. . Distribuicdo das popula;die células em GO/G1, S e G2 na linhagem
SCC143 e seus respectivos superexpressdo/nocamdnatifin antes (SCC143V, SCC143 SFN |,
SCC143 KO | e SCC143 KO lI) e ap6s irradiacdo (S43VI 4 Gy, SCC143 SFN | 4Gy, SCC143
KO | 4Gy e SCC143 KO Il 4Gy); c . Distribuicdo daspulacdes de células em GO/G1, S e G2 na
linhagem SCC78 e seus respectivos superexpressaatas par&tratifinantes (SCC154 M, SCC154
SFN I, SCC154 KO | e SCC154 KO Il) e apés irradin(@CC154V] 3 Gy, SCC154 SFN | 3Gy,
SCC154 KO | 3Gy e SCC154 KO 1l 3Gy).
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Quando observamos a linhagem SCC78, verificamesagulinhagens nocaute para
Stratifin- SCC78 KO I/ KO Il - apresentam uma populacdocomae células em GO/G1 quando
comparados a linhagem ndo modificada -SCCIZB {67/70,6% vs 39,9%). A proporcéo das
populacdes entre as linhagens nocaute irradiaBasC78 KO | 3Gy/ KO Il 3Gy com relagao
a linhagem n&do modificada também irradiada — SCZ783Gy - é mantida (68,4/68,1% vs
35,9%). Entretanto, verificamos um discreto aumelat@opulacdo em S, quando se compara
a linhagem ndo modificada apoés a irradiagcdo — SQETBGyY - com relacdo a célula ndo
modificada sem irradiar —- SCC78NV- (figura 20 a.). Esse aumento na populacametldas
nafase S (15,4% vs 16,5%) sem um aumento em G638 38%) e uma discreta diminuicédo
na populacdo GO/G1 (35,9% vs 38,9%) entre a céhdms modificadas irradiadas vs néo
modificadas e n&o irradiadas sugerem a a¢&irdéifin na parada do ciclo celular em G2. Isso
vem acompanhado do fato de que mesmo apés a ekpatdccélula a radiacdo ionizante,
parece nao ter havido um aumento da populacéo @1Gpos 24 horas.

Quando comparamos os clones nocaute irradiadé€78 KO | 3Gy/ KO 1l 3Gy - vs
nocautes nao irradiados - SCC78 KO I/ KO Il - vedifnos um conteudo GO/G1 sem alteracéo
(67/70,6% vs 68,4/68,1%) enquanto observa-se udug@® acentuada na populagéo na fase S
dos nocautes irradiados vs nocautes nao irrad{@de'6,5% vs 14,9/15%). De forma contraria
do que se observa nas linhagens ndo modificadasywdacdo G2 aumenta apds a irradiacao
nos nocautes irradiados vs nocautes nao irradig@fp3/20,7% vs 15,3/15,4%). Nesse caso,
apos dano no DNA, na auséncia Seatifin, ndo h4 uma parada no ciclo celular em G2
confirmando dessa forma que sua atividade de biogne G2 apds dano no DNA é preservada
nessa linhagem celular (figura 20 a.).

Com relacao a linhagem SCC143, é possivel verifice reducdo da populacdo G0/G1
entre as células ndo modificadas - SCC143] V vs as respectivas células
superexpressando/nocauteadas paratifin— SCC143 SFN I/ KO I/ KO 1{59,1% vs 53% vs
55,1/53,4%). Entretanto, quando comparamos asaséhdio modificadas antes e apés a
irradiacdo — SCC143 ¥/ SCC143 Y1 4Gy — verificamos um aumento da populacdo GO/G1
(59,1% vs 65,4%), possivelmente por uma atividaelgpsB na parada do ciclo celular apos
dano no DNA. Esse fendmeno, contudo, é perdidodpuaomparamos as populagdes GO/G1
de células ndo modificadas irradiadas -SCC143 ¥Gy- com a populacdo de células
superexpressandsiratifin também irradiadas -SCC143 SFN | 4Gy- (65,4% vs%3,%Jma
mudanca de perfil bastante significativa tambénbseovada com relagdo as populagbes de

células na fase S entre células ndo modificadasliadas -SCC143 [V 4Gy- e células
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superexpressandsiratifin também irradiadas -SCC143 SFN | 4Gy- (7,4% vs 23,(ffura
20 b.).

No caso da linhagem SCC143, os nocautes &ratifin tiveram resultados
contraditorios sendo que se observa o aumento gaggdo GO/G1 em SCC143 KO | 4Gy
com relagdo a sua contraparte ndo irradiada — SEGD4I (61,3% vs 55,1%) que ndo €
observada nas células nocauteadas irradiadas -SCK®41l 4 Gy com relacdo a sua
contraparte nao irradiada -SCC143 KO II- (51,3%58%4%) (figura 20 b.). Dessa forma
podemos inferir que &tratifin parece influenciar a resposta a irradiacdo apema®pulacéo
de células ndo modificadas, sendo que a ausénaarnanto da sua expressao nao parece ter
um impacto positivo. Uma possibilidade seria aizagho de novos experimentos com doses
extras de irradiacdo ou mesmo intervalos maiores pacoleta e fixacdo das células apos
irradiacdo. Embora a maioria dos protocolos recal®enque a fixacdo das células deve ser
realizada apos 24 horas da irradiacdo, a difereageinética de proliferacdo é um fator que
deve ser considerado.

Por altimo, e mais intrigante, foi o resultado etvado para SCC154 que teve uma
resposta a irradiacao bastante inesperada. Quaraborgara as células nao modificadas antes
e apos a irradiacdo -SCC1B4SCC1540 3Gy-, observa-se uma reducdo da populacdo das
células em GO/G1 (63% vs 56,1%), uma reducao tangoerd (15,6% vs 7,4%) e um aumento
expressivo em G2 (19,8% vc 33,8%). Esse padraopétide entre as demais células
modificadas (com superexpressao ou nocaute) pooémacmanutencdo do contetdo GO/G1
(figura 20 c.). Parece haver uma reducdo da popolagn S, porém a entrada em G2 parece
gue esta mantida. Dessa form&teatifin ndo parece exercer um papel da nesse processo apos
24 horas da irradiacao. Infelizmente esse expetorfenrealizado apenas uma vez de modo
que ensaios adicionais devem ser realizados pesafamacéo desses achados. Entretanto,
além das variaveis experimentais que podem intenfiessas observacdes, como o intervalo de
tempo apos irradiacdo para a fixacdo de célulag der considerado que essa linhagem
tumoral pode j& ter uma radioresisténcia intrinsésae dado é corroborado no proprio trabalho
gue descreveu essa linhagem pela primeira veanqstra através de curvas de sobrevida, uma
pior evolucédo clinica dos pacientes que originacamaterial para o estabelecimento dessas
linhagens (Whiteet al, 2007).

Espera-se que CCECP HPV positivos tenham maieossehsibilidade com relagéo
aos CCECP HPV negativos e essa é uma das princgzéies pelas quais acredita-se que eles
tenham um melhor prognéstico. Entretanto, uma iasidiades em segregar tumores em HPV

positivos e HPV negativos para o de-escalonameatwaiamento € que dentro dessas duas
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categorias, possam existir subcategorias que mflam na resposta. A linhagem SCC154 por
exemplo, € uma linhagem que representa tumores ptiRitivos, porém € oriunda de um
paciente tabagista e etilista. De acordo com edse jodemos considerar que a exposicao a
carcindgenos do tabaco, pioram a resposta ao gatarpossivelmente pela reducédo de miR-
127-3p que resulta em um aumento da expresséao BR E&nantharamaaet al, 2016; House

et al, 2018). Além disso, a hipbxia causada pelo tabdacante o tratamento pode interferir

na resposta a radioterapia (Lasseal, 2019)

4.8. Na auséncidtratifin a eficiéncia de plaqueamento em substrato solidgpéejudicada

Stratifin parece ter um papel fundamental na adesao celarodo que a viabilidade
das células nocaute nesse tipo de experimentanfoeduzidas drasticamente. A eficiéncia
pode ser calculada apenas para as células queatarasn coldnias com mais de 50 células.
Desse modo, observou-se que a eficiéncia de platprega para SCC78 com relagdo aos seus
nocautes KO | e KO Il reduziu de 2,72% para resypatiente 0,39% e 0,26%. Com relacdo a
sua contraparte irradiada, houve uma reducéo dib{2J2% vs 1,6%)(figura 21 a. e b.). Nao
foram observadas colénias com mais de 50 célul@sgsanocautes irradiados (figura 21 a. e
b.). Nesse caso, ndo podemos inferir que a irradiggye algum impacto na viabilidade porque
a reducdo no numero de col6nias inviabiliza azaijfo dessas células como controle. Dessa
forma, ndo é possivel utilizar esse experimenta parroborar os dados de analise do ciclo
celular para essa linhagem celular. Uma alternatiesse desfecho é a realizacdo de novos
experimentos com irradiacdo em uma densidade cddakiante maior de células, de modo a
equiparar a eficiéncia de plagueamento com asaséh#o modificadas.

Com relacdo a SCC143R53WT), a eficiéncia de plagueamento foi de 2,43% para a
células ndo modificadas (SCC148lYenquanto que para as células com superexpresséao d
Stratifin (SCC143 SFN 1) essa eficiéncia foi de 1,46%. Qlmese que a expressdo aumentada
de Stratifin reduz a capacidade clonogénica em 40% nessa énmhétgura 21 c. e d.). Nao
foram observadas col6nias com mais de 50 célulasiocautes nem na contraparte irradiada
para essas linhagens. A superexpresséo da SCCd #gcessariamente deveria apresentar um
resultado oposto da contraparte nocauteada (figlira. e d.). Embora sejam necessarios
experimentos adicionais para uma possivel explcdedse resultado, a regulagéo estrita de
certas proteinas justificaria o fato de que a meaatessa expressao tanto positiva quanto

negativa resultaria em um desfecho desfavoravel gagelula.
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Figura 21— Eficiéncia de plaqueamento em baixa densidadearedultes e apos irradiacdo: a. Imagem
representativa do padréo de proliferacdo celulabaixa densidade para SCC78 antes e apoés irradiacéo
(SCC78\V1/3Gy, SCC78 KO I/13Gy e SCC78 KO 11/3Gy); b. Histagras comparando o nimero de coldnias
viaveis ap0Os nocaute génico e relacionando essi@veis apods irradiacéo celular; c. Padréo déferatdo
celular para SCC143 antes e ap6s irradiacéo (SCC1A4RY, SCC143 SFN 1/4Gy, SCC143 KO 1/4Gy); d.
Histogramas comparando o nimero de colbnias viégEis superexpressao e nocaute génico. Nao houve
formacgéo de colbnias apos irradiacdo para SCC1Rageio de proliferacdo celular para SCC154 antes e
apos irradiacdo (SCC1538WV3Gy, SCC154 SFN 1/3Gy, SCC1543 KO 1/3Gy); d. Higaamas comparando

0 numero de colbnias vidveis apos superexpresaéoaite génico. Ndo houve formacédo de colbnias para
0s nocautes de SCC154 (*#,005; ****p<0,0005).
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Ao contrario do que foi observado para SCC B4tifin parece promover a viabilidade
em SCC154 quando superexpressa. A eficiéncia degdanento foi de ~0,33% para as células
nao modificadas (SCC1540) e ~ 0,69% para as células superexpressatrdtifin (SCC 154
SFN I). Com relacdo as células irradiadas, a efité@&de plagueamento foi de ~0,06% para
SCC154 V1 3Gy e ~0,24% para SCC154 SFN | 3Gy (figura 21 £).eConclui-se que a
viabilidade dobrou para as células sem irradiaragluplicou para as células irradiadas. Dessa
forma, Stratifin parece ter um efeito bastante importante na resigténcia nessa linhagem
tumoral, que de certa forma € corroborado com deglée ciclo celular (figura20c.e 21l e. e
f.). Assim como para SCC143, as imagens do segouockute de SCC154 foi omitido por ser
similar ao primeiro.

Nesse ensaio se espera uma correlacao linearentrmero de células semeadas e 0
namero de coldnias observadas, entretanto, amdiei®o plagueamento para essas linhagens
é bastante baixa mesmo em maior confluéncia. Al&sodoutra dificuldade se baseia na
contagem do numero de coldnias ja que o padracedeimento é muito heterogéneo.

No processo de sobrevivéncia celul8tratifin parece ter alguma influéncia na
organizacdo e dinamica do citoesqueleto, sinalzagéogénica, adesao e motilidade celular
ja que a relagdo dela nessas vias ja foi previardedgcrita (Benzingest al., 2005, revisado
por Li et al, 2009). Quando se observa a maioria dos trabajhesapontam para essas
atividades, notamos uma redundéancia com outrasrieat de 14-3-3 que poderiam substituir
Stratifin, quando ausente. Entretanto, de acordo com osa@ssi observadoStratifin parecia
ter um papel Unico no processo de adesao celdansdinhagens de CCECP.

No tecido normal, a funcdo das caderinas depemdeiite da interface entre os
desmossomos na adesao intercelular com as plaesfiljue servem como uma plataforma que
liga as caderinas desmossomais as desmoplaqustas.[@or sua vez atuam na ancoragem dos
filamentos de queratina. Nesse contexto, difergpiesofilinas atuam de forma a permitirem
uma adesdo mais estrita ou mais flexivel que eesaltmodulacéo tecidual (Rietscletral.,
2018).

Em processos em que ha remodelacéo teciduakizaggio ou durante a diferenciacao
celular, a fosforilagdo da placa desmossomal pasrcessencial para sua dindmica. A reducao
da adesdo e ancoragem celular observadas paraagemd&tratifin pode ser inferido através
de uma ruptura da adesdo desmossomal que ocavéstita diminuicdo da estabilizacdo da
placofilina-3. A placofilina-3 é estabilizada exsivamente pel&tratifin e a sua auséncia tem
sido atribuido um aumento da motilidade celularrpducéo da capacidade de adesao (Roberts
et al.,2013; Rietscheet al.,2018).
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A baixa eficiéncia de plagueamento, associadalacéo da viabilidade nos nocautes
de Stratifin para SCC154 (assim como SCC78 e SCC143), justifera parte a dificuldade na

obtencéo de clones durante a execucéo da edicaagém CRISPR.

4.9. Apenas a linhagem conTP53" mostrou a habilidade de proliferacdo livre de

ancoragem

Um parametro de oncogenicidade proposto parapespeo foi o de crescimento livre
de ancoragem em substrato semissélido (soft-agage ensaio também conhecido como,
tumorigénesean vitro, verifica a capacidade de determinada célula manfaroliferacéo e
evadir danoikis

Um desafio dessa metodologia, segundo étiral, 2007, € que a maior parte das
linhagens CCECP nao sdo capazes de crescer ergsofde modo que so6 foi possivel a
realizacdo desse experimento com SCC78. As linlsa§€c143 e SCC154 ndo cresceram em
soft-agarem nenhuma das condicdes de densidade celulatadds (Liret al.,2007).

A linhagem SCC78, derivada de um carcinoma de Hssda boca, € oriunda de um
tumor ndo metastéatico de estadiamento Il (T2NOuiseég a AJCC American Joint Comitee
on Cancey, tem registro como sendo um tumor recidivantefawone descrito anteriormente.
Foram realizados 2 ensaios eawft-Agarem quadruplicada técnica, apds padronizacdo da
densidade celular. Cada ensaio foi realizado carélada ndo modificada e dois clones de
nocaute paréStratifin aqui denominados como SCC78 KO | e SCC78 KO Imega
caracterizado anteriormente. Como resultado, faenkado a auséncia de formacéo de
esferoides em ambos os clones nocauteados taasifin com relacdo as células nao
modificadas no mesmo periodo observado (15 digsoi$ossivel a verificacdo de poucos e
pequenos esferoides nos clones nocauteados apd€sigie cultivo (figura 22 d. e f.).

Nesse projeto, a linhagem SCC78 representa muéagd®53 que € a alteragdo mais comum
em CCECP (~84%). Embora mutagfes diferentes nessepggyomovam fendtipos diferentes,

o desfecho no processo tumorigénico sera redaividade de p53 como fator de transcricao
de seus alvos, que sdo genes supressores tunm®eggs.na manutencdo da estabilidade
gendmica, resposta a danos no DNA, senescénciapoptose. No caso da SCC78, a
substituicdo de aminoacido positivamente carregadginina) por um aminoacido neutro

(glicina) no cédon 158, que € um dominio de ligag@a o DNA, foi reportado como um ganho

de funcao (Kongpt al., 2020) A especificidade do fator de transcricdo peltestognatos é

fortemente alterada com substituic6es desse tgumando um impacto no repertério de genes
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induzidos por ele. Mutacd@sissenseonstituem mais de 70% das alteracdes reportadse n
gene e podem reduzirfeedbacknegativo de Mdm2, mantendo altas taxas de p53meuten

célula.

a.
b.
c.

Figura 22 Ensaio desoft-agarcom a linhagem SCC78 vetor vazio e dois clones aote para
Stratifin: a. Esferoides observados apés 15 dias de plagueama linhagem SCC78 ndo modificada
ao lado esquerdo e apds 30 dias ao lado direitBubéncia de formacao de esferoides nas células
SCC78 KO | (nocaute | pa&tratifin) em qualquer campo do microscépio apos 15 digtadgieamento

ao lado esquerdo e poucos esferoides e de tanmastante reduzidos observados apés 30 dias na
mesma linhagem apos 30 dias.; c. As células SCEY8 Kue representam o clone Il para o0 hocaute
deStratifin apresentam o mesmo padréo observado em b. (Imaggeasentativas de dois experimentos
individuais).
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O ganho de funcdo em mutp3%S gera um papel oncogénico ainda ndo tdo bem
caracterizado. Entretanto a essa mutacdo tem siaidas um crescimento mais agressivo
em xenotumores e crescimento livre de ancoragerarvdido inclusive nesse experimento
(Konget al, 2020).

Uma vez que temos uma forma mutante de p53 conogamfuncao &tratifin como
um reconhecido estabilizador de p53, é adequadarisggeStratifin atue como um oncogene
e um novo alvo molecular.

Entretanto, ensaios complementaiasvivo deverdo ser realizados de modo a
corroborar esses achados, e os mecanismos exasssdeas de sinalizagdo corretamente
elucidadas. Adicionalmente, pela habilidade quetigeps selecionados p&hage Display
apresentam em modular a atividade dos seus Igaiteiros ensaios fenotipicos utilizando

esse peptideo determinardo sua capacidade de acipyé@nto a abordagens convencionais.
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5. Conclusodes

« A analise in silico com a base de dados do TCGAtmosIma expressdo aumentada
deStratifin CCECP com relacéo ao tecido ndo transformadopreessao aumentada de
Stratifin foi maior em pacientes do sexo feminino, e tem oaneelagéo positiva com
negatividade pra HPV, mutacdo &@DKN2AeTP53 Por outro lado, foi correlacionada
negativamente com sitio primario de CCECP, quesaptam maior probabilidade de
ter HPV como fator etiolégico. Adicionalmente, foerificado uma diminuicédo

significante deStratifin, quanto maior o grau histolégico.

« O painel de linhagens celulares que representamCPCHilizadas nesse projeto
expressangtratifin tanto em nivel transcricional, quanto em nivekgiom, com uma
expressdo bastante aumentada em SCOMS53 mut), quando comparada a
gueratindcitos orais nao transformados e as linla@CC143P53WT e SCC154
(HPV positiva eTP53W).

« O estabelecimento de nocautes &iratifin foi realizado com éxito nas trés linhagens
de CCECP, e a superexpressao de gene foi posparesaem SCC143 e SCC154.

« Stratifin parece conter a proliferacdo celular na linhag&g 354 tanto nas células
parentais quanto nas células que superexpressanegantretanto nao se observa uma
reducdo da proliferacdo nos clones nocauteados. I€lagédo a SCC 143, apenas o
aumento da expressao 8uatifin parece conter a proliferacdo, ndo havendo alteraca
na cinética proliferativa entre a linhagem pareatat clones de nocaute. Os nocautes
deStratifinpara a linhagem SCC78 nao apresentou alteracdnéteca de crescimento

com relacdo as células parentais.

« A viabilidade celular, ap6s administracdo dos qaterapicos cisplatina e
doxorrubicina foi reduzida, nos nocautes para SCON& houve significancia
estatistica em reducdo da viabilidade para SCCa48 penhum dos dois farmacos,
entretanto houve uma sutil reducdo na viabilidadem relacdo a SCC154, foi
observado um aumento significativo da viabilidagésao tratamento com cisplatina
nas ceélulas superexpressando SCC154 quando coraparadelula parental.

Adicionalmente a viabilidade foi reduzida nos ndeauNao houve aumento ou reducéo
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da viabilidade com relacdo a administracédo de dakarina para essa linhagem celular.
Os nocautes para SCC78 mostraram um aumento diéikgade apods irradiacédo
apresentando uma proporc¢ao bastante aumentadéuties @m GO/G1 apds 0 nocaute
e que foi mantido apds a irradiacdo. A verificad@s etapas do ciclo celular para
SCC143 e SCC154 foram inconclusivas e devem setides.

Houve uma reducéo substancial da capacidade de¢éorde col6nia para os nocautes
de SCC78, SCC143 e SCC154. Entretanto, em SCClg8expressand&tratifin
também foi observada uma reducéo da eficiéncialatupamento. Por outro lado,
SCC154 superexpressan8tratifin mostrou um aumento da capacidade clonogénica
pelo aumento da eficiéncia de plaqueamento, in@duapds irradiacdo. Resultados
inconclusivos para capacidade clonogénica apédiagao dos nocautes ja que a
eficiéncia de plaguemento foi muito baixa nos aaetr ndo irradiados. A capacidade
de proliferacdo em substrato semi-solido so6 fosjpy@s com a linhagem SCC78, cujos
nocautes dé&tratifin que mostrou uma habilidade bastante reduzida maafifio de

colbnia.
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