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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Priscila Guimaraes de Marcondes

O Cancer colorretal € um dos tipos tumorais mais comuns em homens e mulheres no Brasil e a
radioterapia € amplamente utilizada para tumores de reto em estagios avancados. Porém,
recorréncias locais mais agressivas e metastases pos-tratamento sao frequentes, mostrando que
a eficécia dessa terapia € desafiada pelos processos biolégicos que envolvem a invaséo local e
a disseminagdo metastatica. Em trabalho prévio de nosso Grupo relatamos que as progénies
celulares de cancer colorretal que sobrevivem a irradiacdo apresentam um fenotipo mais
agressivo caracterizado pelo elevado potencial migratorio e invasivo com caracteristicas
relacionadas a TEM Desta forma, o presente estudo teve como objetivo identificar as vias de
sinalizacdo celular que estariam dando suporte a este fen6tipo agressivo de maneira a tentar
postular potenciais alvos terapéuticos que possam ser utilizados em adjuvancia com
radioterapia. Nossos resultados mostraram que essas progénies apresentam uma maior
expressao do receptor tirosina quinase EphA4 fosforilado. A fim de mimetizar o efeito induzido
pela irradiacdo, foi utilizado um agonista deste receptor, a Doxasozina, e observamos que as
progénies controle, provenientes das células ndo irradiadas, mostraram um aumento da
fosforilacéo de EphA4, assim como dispersao celular, diminuigdo da expresséo e a alteracéo da
localizagdo subcelular de E-caderina. Além disso, através da dupla marcacdo e analise por
imunofluorescencia mostramos que nas progénies de células sobreviventes a irradiacdo, o
EphA4 fosforilado co-localiza com a E-caderina no interior das células. Ademais, 0
silenciamento de EphA4 na progénies de celulas sobreviventes a radiacdo diminuiu o alto
potencial invasivo destas progénies. Os resultados também mostram que as quinases p-AKT e
p-ERK estdo mais ativas nesta progénie e que a alta atividade de p-ERK é reduzida com o
silenciamento de EphA4. Ademais, a inibigdo farmacolégica das vias PI3K/AKT e ERK1/2 foi
capaz de diminuir o alto potencial migratério, enquanto que apenas a inibicdo da via de
PI3K/AKT, reverteu o alto potencial invasivo destas progénies. Em conjunto, nossos resultados
mostram que a irradiacdo causa um aumento da expressdo do EphA4 fosforilado na progénies
de células sobreviventes. Essa alta atividade gera uma desorganizacdo da adeséo intercelular
mediada pela E-caderina, favorecendo a disperséo celular. Além disso, indicam que o maior
potencial migratorio e invasivo observado nessas progénies é sustentado pelas vias de
sinalizacdo de ERK1/2 e PIBK/AKT, as quais podem ser responsaveis pela falha terapéutica
apos a radioterapia neste tipo de cancer
Vil



Ministério da Saude

(I Nm Instituto Nacional de Cancer

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER CO 0 rd en ag ao d e POS'g rad u ag éo

STUDY OF THE SIGNALING PATHWAYS INVOLVED IN THE AGGRESSIVE
PHENOTYPE OF THE PROGENY DERIVED FROM RADIATION SURVIVOR
COLORECTAL CANCER CELLS

ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Priscila Guimaraes de Marcondes

Colorectal cancer is one of the most common type of cancer for men and woman in Brazil
and radiotherapy is widely used for rectal tumors in advanced stages. However, after this
treatment, aggressive local recurrence and metastasis are frequent, showing that the efficacy of
this therapy is challenged by the biological process involving local invasion and metastasis. A
previous study of our Group showed that the progeny derived from irradiated colorectal cancer
cells displayed an aggressive phenotype, including high migratory and invasive potentials as
well as EMT-like features. Therefore, the aim of the present study was to analyze signaling
pathways that support the aggressive phenotype showed by these progenies in order to postulate
new therapeutic targets that could be used as an adjuvant with radiotherapy. Our results shows
that this progeny exhibit high expression levels of the phosphorylated receptor EphA4. In order
to mimic the effect induced by irradiation, we used an agonist of EphA4, the Doxazosin, and
observed that the progeny derived from non-irradiated cells showed high levels of
phosphorylated EphA4, cell dispersion as well as decreased expression and altered subcellular
localization of E-cadherin. In addition, by double stained and confocal analysis, we observed
that the progeny of radiation survivor cells showed colocalization of E-cadherin and
phosphorylated EphA4 into the cytoplasm. Moreover, EphA4 silencing in the progeny of
irradiation survivor cells reduced the high invasive potential of this progeny. Our results also
showed that AKT and ERK1/2 kinases were more active in this progeny and that the high level
of phosphorylated ERK 1/2 was reduced after silencing EphA4. Furthermore, we showed that
the pharmacological inhibition of PISBK/AKT and ERK 1/2 pathways was able to reduce the
high migratory potential, while only the inhibition of PISBK/AKT pathway reduced the high
invasive potential of the irradiation survivor progeny. Together, these results suggest that high
levels of phosphorylated EphA4 can be induced in the progeny of irradiation survivor cells.
This high activation may cause E-cadherin-mediated disorganization of the adherent junctions,
favoring cell dispersion. Moreover, our results shows that the high migratory and invasive
potentials showed by the progeny of radiation survivor cells are sustained by the PI3K/AKT
and ERK 1/2 pathways, which could be responsible for the therapeutic failure after radiotherapy
in this type of cancer.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer Colorretal

1.1.1. Epidemiologia e fatores de risco

O cancer é a primeira causa de morte nos paises desenvolvidos e a segunda nos paises em
desenvolvimento (GLOBOCAN 2012). Estudos apontam que paises em desenvolvimento,
como o Brasil, vem sofrendo uma transicdo epidemioldgica, que consiste na reducdo da
incidéncia de doencas infecto parasitarias e aumento da incidéncia de doencas crbnico
degenerativas, como o cancer. Dados epidemioldgicos mostram que a incidéncia de cancer no
mundo tem aumentado, principalmente, devido ao aumento da expectativa de vida, aumento da
capacidade de deteccdo, bem como a adocdo de um estilo de vida com habitos associados ao
cancer (BISHEHSARI, 2014). No Brasil, as estimativas para 0 ano de 2014 apontam que
ocorrerdo 576.580 casos novos casos de cancer (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

Atualmente, o cancer colorretal (CCR) configura-se mundialmente como o segundo tipo
de cancer mais incidente em mulheres e terceiro em homens, sendo a quarta causa de morte por
cancer no mundo (GLOBOCAN 2012). No Brasil, a incidéncia de CCR segue a tendéncia
mundial, apresentando-se como segundo mais incidentes entre mulheres e terceiro em homens,
estimando-se 17.530 novos casos de CCR entre as mulheres e 15.070 entre os homens em 2014
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013). A Figura 1 ilustra as taxas brutas de incidéncia e

localizacdo primaria dos tipos de cancer mais incidentes no Brasil, exceto pele ndo melanoma.

1042 | Préstata Mama feminina I 5600
w70 [ Tranquéia, Brénquio e Pulmio Cdlon e Reto NN 724 4
———P s [ Célon e Reto Colo do dtero NN 15
@ vs [ Estom Tranquéia, Brénquio e Pulmao I 075
) e i SSYOMAEO Glandula Tiredide [ 751
W ns [N Ca:ndade Oral Estomago [ 7.+
Y\’ w1¢ [ Esdfago Corpo do dtero Ml 579
i | 703 [ Laringe Ovério Il 552
{ [ s [ Bexiga Linfoma ndo-Hodgking Il 77
| / s20 [l Leucemias leucemias Il #2¢
[ sor [l Sistema Nervoso Central Sistema Nervoso Central Il <05
¥ s0¢ | Linfoma ndo-Hodgking 5 (':a\&dalde oral =
lL» 203 [l Pele Melanoma e e:sg‘f’;:: §: A%
12¢ | Linfoma de Hodgking Bexiga ll 215
115 | Glancula Tiredide Linfoma de Hodgking | 053
: Laringe | 075

Figura 1. Taxas brutas de incidéncia de cancer, segundo localizagao primaria estimadas para 2014 no Brasil
por sexo, exceto pele ndo melanoma. O cancer de Célon e Reto configura-se como o segundo tipo de cancer mais
incidente nas mulheres e o terceiro nos homens. Adaptado de (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

A sobrevida (taxa de sobrevivéncia no periodo de 5 anos apos o diagnostico) global do

paciente com CCR é em torno de 65% em paises desenvolvidos e menos de 50% em paises em



desenvolvimento, sendo o estdgio da doenca no diagndstico o fator prognostico mais
importante. Para pacientes com doenca localizada, a sobrevida pode chegar a 90%, quando a
doenca atinge os linfonodos ou adjacéncias a sobrevida é de 70%. Quando a doenca se espalha
para orgdos distantes, essa taxa cai para 12%. (DESANTIS et al., 2014). Porém, no Brasil,
somente 41% de todos os tumores colorretais sdo diagnosticados e tratados em estadio
localizado, sem envolvimento linfatico (HABR-GAMA, 2005).

O desenvolvimento do CCR, assim como de varios outros tipos de cancer, é resultado da
interacdo entre fatores genéticos e ambientais. O CCR esté associado a diversos fatores de risco,
muitos deles relacionados aos habitos de vida do individuo, como o tabagismo, o etilismo, a
obesidade, o sedentarismo e fatores ligados a alimentacdo, como um alto consumo de produtos
industrializados, alimentos embutidos e ricos em gorduras. Outros fatores de risco incluem
doencas inflamatorias do intestino como retrocolite ulcerativa e doenca de Crohn, assim como
predisposi¢cdes genéticas ao desenvolvimento de doengas cronicas do intestino como a Polipose
Adenomatosa Familiar (FAP, do inglés Familial Adenomatous Polyposis) e a Sindrome de
Lynch ou céancer colorretal hereditario ndo poliposo (HNPCC, do inglés Hereditary
Nonpolyposis Colorectal Cancer). Todos esses fatores de risco podem levar a diferentes tipos
de manifestacdo do CCR originados de forma esporadica, hereditaria ou familiar. Em
contrapartida, o consumo de vegetais, 0 uso de anti-inflamatorios ndo-hormonais, terapia de
reposicao de estrogénio e atividade fisica sdo fatores de protecdo (CHAN & GIOVANNUCCI,
2010)

1.1.2. Bases moleculares

O CCR de origem esporadica compreende 75% dos casos e é decorrente do acumulo dos efeitos
de fatores ambientais diversos ao longo da vida do individuo, uma vez que a prdpria idade é um
fator de risco para o aparecimento deste tipo de cancer, sendo assim mais prevalente em pessoas
com mais de 50 anos de idade. As formas hereditarias representam apenas 5% dos casos e sao
resultantes da ocorréncia de mutages em genes de células da linhagem germinativa, herdada
ou de novo. As sindromes herdadas séo classificadas em poliposas e ndo poliposas, dentre as
poliposas podemos destacar a FAP, que inclui a FAP cléssica (detec¢do de 100 adenomas ou
mais) e a FAP atenuada (10 a 100 adenomas) sendo responsaveis por 1% dos casos de CCR.
Tais sindromes sdo associadas a uma mutacdo germinativa do gene APC (do inglés,
Adenomatous poliposis coli). A proteina codificada por esse gene é multifuncional, sendo
crucial para a sobrevivéncia e proliferacdo controladas das células do intestino, portanto,

mutacdes em APC induzem a formacéo de pdlipos adenomatosos. (JASPERSON et al., 2010).



Estudos recentes, caracterizaram o papel de outras sindromes poliposas, como a Polipose
Associada a MYH/ MUTYH, cuja base molecular consiste em mutacgdes nos genes MUTYH ou
MYH, que codificam enzimas de mesmo nome atuantes no reparo do DNA por exciséo de bases.
(JASPERSON et al., 2010). Outra sindrome poliposa descrita € a Sindrome Poliposa Serratil,
caracterizada pela presenca de maltiplos polipos serréateis, que substituem o papel dos adenomas
como lesdes precursoras do CCR e mostram o envolvimento dos genes KRAS e BRAF
(YAMANE et al., 2014).

Em relacéo as sindromes ndo poliposas, podemos destacar a HNPCC, também conhecido
como Sindrome de Lynch. Embora os individuos acometidos por essa sindrome desenvolvam
poucos poblipos, estes apresentam um fenotipo de instabilidade em microssatélite, caracterizada
por mutacdo da linhagem germinativa em genes de reparo de pareamento incorreto do DNA
(genes do tipo MMR, do inglés Mismatch Repair), como 0 MSH2 e MLH1 (90%), MSH6 (10%)
e PMS2 (raro), o que permite uma rapida transformacao celular (RUSTGI, 2007). Os outros
20% dos casos de CCR apresentam um certo padrdo de ocorréncia familiar, sugerindo um
componente hereditario, porém, ndo se enquadram em nenhuma das sindromes bem
caracterizadas acima citadas. Sua etiologia ainda é pouco compreendida, estudos sugerem o
envolvimento de polimorfismos em genes de suscetibilidade de baixa penetrancia
(JASPERSON et al., 2010).

Independentemente do tipo de manifestacdo da doenca, 0 CCR, assim como muitos tipos
de tumores, tem como caracteristica basica a desregulacdo da proliferacdo e da morte celular,
levando ao crescimento descontrolado e a transformacéo das células. Estas células adquirem
alteracdes e vantagens seletivas de sobrevivéncia, o que pode culminar na capacidade de se
dispersar para tecidos distantes. A maioria dos tumores humanos compartilha dois mecanismos
criticos em seu desenvolvimento: A ativacdo de protoncogenes, que Sdo genes que controlam
fisiologicamente eventos como proliferacdo e sobrevivéncia; e quando alterados, sdo chamados
de oncogenes e podem estimular esses eventos exageradamente; E a inativacao ou desregulagéo
da expressdo de genes supressores tumorais, que controlam negativamente o desenvolvimento
e o crescimento dos tumores (VOGELSTEIN & KINZLER, 2004).

No caso do CCR, seu desenvolvimento e progressdo se ddo através da acdo cumulativa
de genes de suscetibilidade herdados e fatores ambientais, e através de mecanismos celulares
variados de transformacgdo neoplésica. Esses eventos, favorecem o acumulo de mutagdes
gerando o descontrole do crescimento celular e a desorganizacdo tecidual, levando a
transformacdo neoplésica. Dentre estes mecanismos, a instabilidade genémica cumpre um
papel central na via de transformacéo celular, sendo classificada em 3 principais tipos: a) a
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instabilidade cromossdémica (CIN), b) a instabilidade de microssatélite (MIN ou MSI) e c) o
fendtipo metilador de ilhotas CpG (CIMP). Essas vias de transformacdo celular ndo se auto
excluem, uma vez que existem tumores com caracteristicas de multiplas vias (AL-SOHAILY
etal., 2012).

A CIN ¢ a principal causa de instabilidade genémica nos CCRs (65-70% dos CCR
esporédicos), e é caracterizada pelo ganho ou perda de cromossomos inteiros ou regides que
contém genes essenciais para a regulacdo de células e tecidos, sua perda entdo favorece o
processo de carcinogénese. Tais alteracdes sdo resultantes de erros no processo de segregacao
cromossémica, por exemplo (PINO & CHUNG, 2010). A MIN consiste nas frequentes
mutacdes que ocorrem em regides repetitivas do DNA, as chamadas regides de microsatélities.
Tais regibes, devido a presenca de repeti¢cbes nucleotidicas, sdo passiveis de erros durante a
replicacdo do DNA, erros estes reparados por enzimas codificadas pelos genes MMR. Sendo
assim, a MIN ¢é decorrente da incapacidade dessas enzimas de realizarem o reparo dessas
regides, seja por mutacdo ou silenciamento epigenético dos genes MMR (POULOGIANNIS et
al., 2010). A CIMP é caracterizada pela hipermetilagdo de ilhotas CpG (regides ricas em bases
nitrogenadas citosina e guanina), tais ilhotas estdo presentes em aproximadamente 60-70% das
regibes promotoras dos genes e quando estdo hipermetiladas induzem uma repressao génica.
Genes como APC, MCC e MGMT, sdo exemplos de genes hipermetilados que tem um papel
importante na carcinogénese colorretal. Além disso, A CIMP pode ser responsavel pela MIN
em tumores colorretais esporadicos, através da metilacdo dos genes de MMR, por exemplo, a

metilacdo da regido promotora do gene MLH1. (WONG et al., 2007).

Na literatura, ha controvérsia se a instabilidade genémica é causa ou consequéncia das
alteracOes de importantes genes durante a progressao tumoral. Porém, por mais que esta relagcdo
ainda ndo esteja clara, o fato é que os genes mais alterados no CCR s&o 0s supressores tumorais:
APC, TP53, SMAD2, TGFBR2; os oncogenes KRAS, PIK3CA, TCF7L2, NRAS, BRAF e
CTNNB1; e os genes relacionados ao reparo do DNA: MLH1, MSH2, MSH e PMS2 (JASS,
2007; NETWORK, 2012). Sendo assim, através do acumulo de mutacfes nos genes acima
mencionados e outras alteracbes em vias de sinalizacdo importantes se da o desenvolvimento e

progressdo do CCR.

1.1.3. Progressio: Sequencia adenoma-Carcinoma

A progressdo do CCR acontece em uma sequéncia de eventos moleculares e celulares que
ocorre a partir das primeiras alteracdes de um tecido normal até a formacdo de um tumor

maligno e, possivelmente, metastatico. Fearon & Vogelstein propuseram em 1990 um modelo
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de carcinogénese "multistep™ chamado de sequéncia adenoma-carcinoma, sendo a instabilidade
genbmica a base deste modelo. Esta sequéncia consiste numa série de eventos que comegam
com a transformacédo de um epitélio intestinal normal em adenomas (pdlipos), que sdo tumores
benignos, através do excesso de proliferacdo celular. Deste estagio, avanca para um adenoma
tardio onde ha a desorganizacao das criptas intestinais e tardiamente, pode evoluir para um
adenocarcinoma, podendo entdo se transformar em um carcinoma. O carcinoma € constituido
de células capazes de invadir e migrar pelo tecido adjacente ao tumor, podendo resultar na
formacéo de micro ou macrometastases (FEARON & VOGELSTEIN, 1990), como ilustra a
figura 2.
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Figura 2: Sequéncia Adenoma-Carcinoma. Modelo sequencial da carcinogénese colorretal proposto por Fearon
e Vogelstein. Mutac6es especificas no gene APC ocorrem durante o desenvolvimento de pdlipos e do adenoma
inicial, seguidas por mutacdes em K-Ras durante o estagio de adenoma tardio e mutagcdes em TP53 na transicdo
para o tumor maligno. Adaptado de (RAJAGOPALAN et al., 2003).

O evento genético inicial mais comum é a desregulacdo da via de sinalizacdo APC, cujo gene
encontra-se mutado em 80% dos CCRs esporadicos. A principal funcdo da proteina APC é a
manutencdo dos niveis de B-catenina intracelular, uma vez que APC faz parte do complexo que
encaminha essa proteina para degradacdo. A perda da funcdo de APC e o concomitante ganho de
funcdo extra-juncional da B-catenina confere uma vantagem de selecéo e expanséo clonal de uma
célula epitelial, podendo dar origem a uma displasia (ARENDS, 2013). Neste modelo, mutacdes
em K-RAS (do inglés, Kirsten rat sarcoma) também cumprem um papel importante, este gene €
encontrado mutado em aproximadamente 50% dos CCRs esporadicos. Tais muta¢des induzem um
aumento da proliferacdo atraves da via de sinalizagdo RAS-RAF-ERK conferindo vantagens de
crescimento a essas células (PINO; CHUNG, 2010). Atualmente, estudos apontam outros dois
modelos de progressdo do CCR, além do proposto por Fearon e Volgestein, que explicariam o fato
de 30% dos casos de CCR nao seguirem este modelo, ocorrendo através dos seguintes modelos: a)
Via alternativa e b) Via dos polipos serrateis (PANCIONE et al., 2012). A via alternativa

caracteriza-se por ter como evento inicial na progressédo a mutagéo ou silenciamento epigenético
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em genes MMR. (KIM et al., 2012) Ja a via de polipos serrateis ainda ndo esta muito bem
definida, estudos apontam um fenétipo metilador de ilhas CpG além de um papel muito
importante para mutagdes em KRAS e BRAF durante as etapas iniciais da progressdo do CCR
(YAMANE et al., 2014).

A primeira etapa do processo de progressdo do CCR consiste na transformacao do epitélio
intestinal normal em criptas aberrantes, através de uma proliferagdo desregulada em conjunto
com alteragBes citologicas. Diversas vias de sinalizacdo finamente reguladas controlam a
dindmica da homeostase deste tecido. Dentre elas, a via Wingless (WNT) cumpre um papel
fundamental na progressdo do CCR. A via WNT esta diretamente ligada a inducéo de um estado
proliferativo e, mais especificamente, a regulagdo da progressao do ciclo celular, no qual a -
catenina, uma proteina integrante das juncdes aderentes, cumpre um papel central nesta via.
Grande parte dos tumores colorretais sdo iniciados por mutagcfes que ativam a via de sinalizacao
WNT (BJERKNES; CHENG, 1999).

Miofibroblastos sub-epiteliais localizados logo abaixo da base da cripta (Nicho de células
tronco) secretam glicoproteinas que atuam como ligantes da via WNT. Na auséncia destes
ligantes, a via WNT esta inibida e a f-catenina citoplasmatica € encaminhada para a degradagéo
através do complexo composto pelas proteinas GSK3p (do inglés, glycogen synthase kinase 3),
Axina, APC e CKI (do inglés, casein kinase 1). Porém, quando as glicoproteinas WNT sollveis
se associam aos receptores Fz (Frizzled) e LRP5/6 (do inglés, Low-density lipoprotein receptor-
related protein 5 e 6) das células epiteliais, ocorre a ativacdo da via WNT e desencadeia-se uma
cascata de sinalizacdo e dissociacdo do complexo fosfodestrutivo da B-catenina, inibindo sua
via proteossoma. Assim, essa proteina é acumulada no citoplasma, podendo translocar-se ao
nucleo e associar-se com o fator transcricional TCF/LEF (do inglés, T-cell Factor - lymphoid
enhancer fator), induzindo a transcri¢do de genes como ciclina D1, TCF1 e metaloproteinase 7
(MMP7), mesmo na auséncia de ligante, e que séo relacionados com a proliferacdo celular,
evasdo da apoptose e invasividade celular (CLEVERS; NUSSE, 2012).
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Figura 3: Via candnica Wnt. A figura ilustra a via Wnt inativa (painel esquerdo) na auséncia de estimulo. Os
niveis de B-catenina citoplasmatica sdo mantidos através do complexo formado por APC/CKI/GSK3/axina. A
GSK3p fosforila B-catenina que é entdo ubiquitinada pela BTrCP e degradada por proteassoma. A ativacao da via
Whnt na presenca de ligantes ou mutagdes ativadoras (painel direito) induz a associagdo do complexo junto ao
receptor LRP fosforilado. Desta forma, ndo ha a ubiquitinizagdo da B-catenina, a qual se acumula no citoplasma
podendo se translocar ao nicleo onde se associa a fatores transcricionais e induz a expressao de genes alvos da via
Whnt. Adaptado de (INESTROSA; VARELA-NALLAR, 2013).

O acumulo nuclear da B-catenina é observado nas células da base das criptas e esse
acumulo diminui gradativamente conforme as células se aproximam do topo da cripta
(NIESSEN; GOTTARDI, 2008). Alteragdes nos componentes desta via, como em APC e S-
catenina sdo consideradas um evento inicial para formacdo de pdlipos, por favorecer a
proliferacdo celular. Além disso, € importante ressaltar que a -catenina possui uma importante
funcdo estrutural através da associacdo E-caderina-B-catenina que promove a adesdo
intercelular através das juncGes aderentes. Em tumores epiteliais primarios, como no CCR, a
saida da B-catenina das juncGes aderentes pode ocasionar a perda dos contatos mediados por E-
caderina, principal proteina das jungdes aderentes, permitindo o destacamento celular e a
invaséo de tecidos, culminando na sua disseminacéo para sitios distantes (metastase) (THIERY;
SLEEMAN, 2006). Neste contexto, a perda da E-caderina assim como a ativacao da via WNT,
dentre outros eventos, contribui para a perda de caracteristicas epiteliais e a aquisicdo de um
fenotipo mesenquimal. Em conjunto, estes eventos morfogenéticos sdo atualmente conhecidos

como transicao epitelio-mesenquimal (TEM), fenbmeno que ocorre durante as primeiras etapas
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da cascata metastatica, sendo de fundamental importancia e muito discutida na progressado do
CCR.

1.2. Transicdo Epitélio-Mesenquimal

A maioria dos tumores humanos € de origem epitelial e 90% das causas de mortalidade por
cancer sdo atribuidas a metastase, e ndo ao tumor primario do qual tais lesdes malignas sdo
provenientes (GUPTA; MASSAGUE, 2006). Similar a outros tipos de cancer, o carcinoma
colorretal apresenta uma certa preferéncia de 6rgdo para formacao de metéastase, sendo o figado
envolvido em 70% dos casos de metastases provenientes de CCR. O segundo 6rgéo alvo de
metastase do CCR € o pulmao, sendo responsavel por 20 a 30% de todos as metastases distantes
derivadas deste tipo de cancer (SCHLUTER et al., 2006). A habilidade de metastizacdo esta
associada a diversos aspectos, tais como: capacidade da célula de se destacar da massa tumoral
primaria, romper a membrana basal, migrar e invadir tecidos adjacentes; intravasar e sobreviver
na corrente sanguinea ou linfatica, extravasar e, finalmente, colonizar outros 6rgdos. Neste
contexto a TEM é de suma importancia durante das etapas iniciais do processo metastatico
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A TEM ocorre de maneira fisiologica, no desenvolvimento embrionario e durante o
reparo tecidual, mas pode também ocorrer durante processos patolégicos, como a fibrose de
tecidos e na progressdo tumoral (THIERY et al., 2009). A TEM é um programa morfogenético
na qual células epiteliais perdem seus marcadores, como E-caderina, ZO-1 e claudinas e
adquirem caracteristicas mesenguimais, como aumento da expressdo de N-caderina, vimentina,
fibronectina e aquisicdo de um fenotipo relacionado a migragéo e invasao, como mostra a figura
5.
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Figura 4: Eventos envolvidos na Transicdo Epitélio-Mesenquimal. As células epiteliais perdem
progressivamente a polaridade e seus marcadores epiteliais e ocorre um ganho de marcadores mesenquimais. Essas
caracteristicas sdo acompanhadas de um aumento na capacidade migratéria/invasiva. Adaptado de (DOUGLAS et
al., 2010).

Além das alteracdes ocorridas na polaridade e na adesdo celular, outras mudancas
complexas na arquitetura e fisiologia da célula ocorrem concomitantemente. As células em
TEM sofrem drasticas alteracbes no citoesqueleto de actina, essas alteragdes incluem a
aquisicdo de um fendtipo mesenquimal com a formacdo de extensdes de membrana que sdo

essenciais para a migracdo celular, como o lamelipédio e filopodio.

O tipo de migracdo celular mais associado com células em processo de TEM € o
mesenquimal, no qual as células isoladas sdo alongadas (formato fibroblastico) e o processo
invasivo requer altos niveis de adesdo célula- matriz e proteélise. Porém, independente de TEM,
as células tumorais podem migrar de outras maneiras para progredir no processo metastéatico.
Outros tipos de migracédo celular incluem a migracdo ameboide (também de células isoladas) e
a migragdo coletiva (na qual as células tumorais mantém as jungdes celulares). Os diferentes
tipos de migracdo coexistem no mesmo tumor e, inclusive, sdo capazes de realizar uma
interconversdo entre eles dependendo do estimulo do microambiente (FRIEDL; WOLF, 2010).
Neste contexto, é importante ressaltar o papel das pequenas GTPases Rho, principais proteinas
reguladoras do citoesqueleto. As GTPases Rho tém a capacidade de clivar guanosina trifosfato
(GTP), e ciclam entre um estado ativo ligado em GTP e um inativo ligado em guanosina difosfato
(GDP) e, juntamente com outras proteinas, regulam a polimerizacéo do citoesqueleto de actina
(LEVE; MORGADO-DIAZ, 2012).

Da mesma forma que a TEM, o processo de transicdo mesénquimo-epitelial (MET, do

inglés Mesenchymal-Epithelial Transition), inverso a EMT, é essencial no desenvolvimento
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embrionario normal e existem evidencias de que este processo ocorra durante a instalacdo da
metastase, permitindo que as células que sofreram EMT e realizaram intravasamento e
extravasamento, possam aderir e proliferar nos sitios secundarios de metastases
(GUNASINGHE et al., 2012). Existe toda uma mecanistica que controla os eventos que
configuram o desenvolvimento da TEM, sendo regulado através de diversas vias de sinalizacdo
e de diferentes formas: Por controle transcricional, através da expressdo de fatores de
transcricdo como Snail (Snail), Snai2 (Slug), Twistl e Zeb, por mecanismos néo transcricionais
(pequenos RNAs nao codificantes e splicing alternativo) e controles traducionais e pos

traducionais, os quais afetam a estabilidade e localizacdo proteica.

1.3. Vias de sinalizacao celular envolvidas na transicéo epitélio-
mesenquimal

Durante o processo de TEM ha o envolvimento de diversas vias de sinalizacdo, dentre elas
podemos citar a importancia das vias de Wnt e TGF-f3 . Essas vias convergem na ativagéo de
fatores de transcricdo como Snail, Slug e Twist, que promovem, dentre outras acdes, a repressao
transcricional de E-caderina (LINDSAY et al., 2012). Além disso, as vias de NOTCH e
Hedghog, cujo papel na embrigogénese é bastante conhecido, também foram recentemente
associadas a TEM através do aumento da atividade de Snail e de caracteristicas mesenquimais
(TIMMERMAN, et al., 2004; LOURO, et al., 2002). Diversos estudos apontam que proteinas
e fatores secretados pelo microambiente tumoral, como a citocina IL-6 por exemplo, tém uma
acdo importante sobre as células do fronte invasivo da massa tumoral, podendo induzir essas
células a entrar no processo de TEM (THIERRY et al., 2009; COLOMIERE et al., 2009).

Ademais, vias de sinalizacdo classicamente relacionadas a proliferacdo e sobrevivéncia
foram recentemente associadas a TEM em CCR, como € o caso das vias de PISBK/AKT e MAPK
(do inglés, mitogen-activated protein kinase) (SIPOS; GALAMB, 2012). A via das MAPK tem
um papel central no estado proliferativo da célula tumoral, sendo a via canénica composta por
4 “cascatas”, que sao classificadas de acordo com o membro da familia de MAPK presente ao
final da cascata de fosforilacdo, sdo elas: ERK 1 e 2 (extracellular signal-related Kinases), INK
1, 2 e 3 (c-JUN N-terminal kinase), p-38-.MAPK e ERKS5. Fatores de crescimento sdo
considerados os principais reguladores da via de ERK 1 e 2, e 0 estresse celular € o principal
indutor das vias JNK e p38-MAPK, enquanto que estes dois fatores iniciadores sao capazes de
ativar a cascata de ERK5. Essas cascatas de sinaliza¢éo, no nucleo, ativam fatores de transcricdo
como c-Jun c-Fos e c-Myc que promovem a transcricdo de genes que regulam o ciclo celular,
modulando assim, a proliferagéo e a sobrevivéncia celular (PRITCHARD; HAYWARD, 2013).
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A via de PI3K/AKT inicia-se pela ativacdo da subunidade catalitica de PI3K, a qual
recruta proteinas que ativam AKT. As principais fun¢es de AKT sdo estimular a sobrevivéncia
e a proliferacdo celular, isto acontece de diferentes maneiras, por exemplo, a AKT inibe a
GSK3-B, 0 que impede a degradacdo de ciclina D1, regulando positivamente o ciclo celular
(DIEHL et al., 1998). As vias de PI3BK/AKT e MAPK sdo classicamente associadas a
proliferacdo e sobrevivéncia, portanto, estdo intimamente ligadas ao processo de resisténcia a
tratamentos. No entanto, estudos apontam que estas vias quando desreguladas e no
microambiente podem se interconectar com vias que regulam o processo de transicao epitélio-
mesenquimal, migracdo e invasdo celulares, eventos de extrema importancia durante a
progressdo do CCR (ALEXANDER; FRIEDL, 2012).

Desta forma, os mecanismos que sustentam tanto a proliferacdo e sobrevivéncia quanto a
invasividade, possuem varios elementos em comum e se complementam. Por exemplo, uma
vez ativada, ERK 1 e 2 facilitam o processo de TEM através do aumento da expressao de fatores
de transcricdo repressores da E-caderina e de reguladores da migracéo e invasdo celular, como
as RHO GTPases, (LAMOUILLE et al., 2014). Além disso, a via de Ras pode regular
integrinas, induzir a expressdo do oncogene MET e também a expressdo/atividade de MMPs,
proteinas que degradam matriz extracelular e possuem um papel crucial no processo de invaséo
celular (CAMPBELL; CHANNING, 2004). E importante citar também que via de PI3K/AKT
é capaz de induz a ativacdo da via Wnt, e que, além disso, foi descrito que a via das MAPK
pode levar a fosforilacdo o receptor LRP6, também ativando a via de WNT, a qual é bem
associada ao processo de TEM. Ademais, estudos mostram o envolvimento de AKT na
regulacdo da TEM em CCR, sendo responsavel por alteracbes como downregulacdo de E-
caderina e aumento da capacidade invasiva (SIPOS; GALAMB, 2012; GRILLE et al., 2003).

Além das quinases intracelulares citadas acima, ha também receptores tirosina quinase
(RTKSs) envolvidos com a TEM, como é o caso de c-MET, FGFR, EGFR, dentre outros
(MOUSTAKAS; HELDINI, 2007). Neste contexto, a subfamilia de RTK dos receptores Eph
(do inglés, Erythropoietin-producing hepatoma) foi recentemente associada a regulacdo da
TEM (KANDOUZ, 2012). Esta subfamilia de receptores vém despertando amplo interesse no
estudo do desenvolvimento do cancer epitelial uma vez que estdo envolvidos com regulagéo de
diversos processos celulares importantes durante a progressao tumoral, como a organizacao do

citoesqueleto de actina, a adeséo intercelular e a motilidade celular.
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1.3.1. Os receptores Eph

Os receptores Eph sé&o divididos em tipos A e B, baseado na interagdo com seus ligantes, as
Ephrinas. Existem 9 membros do tipo A (EphA1-8 e EphA10) e 4 membros do tipo B (EphB1-
4 e EphB6). Os receptores do tipo A se ligam preferencialmente as Ephrinas do tipo A e 0s
receptores do tipo B, as Ephrinas do tipo B. A excecdo € o EphA4, que pode se ligar tanto as
Ephrinas A quanto as Ephrinas B. As Ephrinas s&o classificadas de acordo com a conservagéo
de sua sequéncia. Ephrinas A sdo ligadas & membrana plasméatica por uma ancora GPI
(glicofosfatidilinositol), enquanto Ephrinas B apresentam um dominio transmembrana
(KULLARNDER; KLEIN, 2002).

Uma peculiaridade dessa subfamilia de RTK € a capacidade de gerar sinais bidirecionais,
isto €, o receptor pode agir como um ligante da mesma forma que o ligante Ephrina pode agir
como um receptor. A ligacdo da Ephrina ao receptor induz a atividade tirosina quinase do
mesmo gerando a via “forward” na célula que expressa o receptor. Porém, esta ligacdo também
pode gerar um sinal para a célula que expressa a Ephrina, chamada de sinaliza¢ao “reverse”.
Enquanto a maioria dos RTKSs necessitam de dimerizacéo para sua atividade, os receptores Eph,
adicionalmente, necessitam de uma organizacdo em aglomerados (STEIN et al., 1998). A figura

5 ilustra a estrutura e tipos de sinalizacdo mediada pelos receptores Eph e ligantes Ephrinas.
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Figura 5: Estrutura dos receptores Eph e Ephrinas. A porcéo extracelular dos receptores Eph é composta por
um dominio de associagdo com o ligante e duas repeti¢des do tipo fibronectina I1l. A porg¢do citoplasmatica é
formada por uma regido justamembranar, um dominio Tirosina Kinase, um dominio de ligagdo proteina-proteina
de motivo SAM e um dominio de ligagdo PDZ na por¢do C-terminal. As Ephrinas A estdo associadas a membrana
por uma &ncora GPI e as do tipo B possuem um dominio transmembranar. Uma vez ligadas, a Ephrina transmite
um sinal forward para a célula que expressa o receptor e este Gltimo gera na célula que expressa a Ephrina uma
sinalizacdo Reverse. Além disso, Ephs e Ephrinas podem interagir de maneira Trans, se ligando a molécula da
célula vizinha, ou de maneira Cis, quando a ligacdo acontece em moléculas na mesma célula. Adaptado de
(KANDOUZ, 2012).
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O sistema Eph- Ephrina estad envolvido na regulacdo de diversos processos celulares,
como na organizagdo do citoesqueleto de actina, na adesdo célula-substrato bem como na
adesdo intercelular, na morfologia e no movimento celular. Além disso, ja foram descritas
atividades relacionadas a proliferacdo e diferenciacéo celular e essas atividades dependem da
combinacdo dos diferentes receptores com seus possiveis ligantes (PASQUALE, 2008). Os
estudos sobre o tema descrevem multiplas fun¢es do sistema Eph-Ephrina, muitas vezes
contraditorias, onde diferentes condi¢fes e combinagdes entre receptor e ligante podem
promover adesdo ou dispersao celular, por exemplo. Ainda, Astin e colaboradores observaram
que a competicdo entre os tipos de Ephs pode resultar tanto em inibicdo de migracdo mediante

contato com outra célula quanto na inducéao de invasividade (ASTIN et al., 2010).

O papel do sistema Eph no desenvolvimento embrionario € mais conhecido, a interagdo
entre receptores e ligantes controla a repulsdo ou adesdo entre as células assim como o
movimento celular durante a padronizacdo de tecidos. O sistema Eph-Ephrina esta intimamente
ligado ao sistema de adesdo celular, uma vez que ele controla a op¢do de interagdo entre células
ou tecidos diferentes iniciando a formacdo ou ruptura dos contatos celulares. Neste sentido,
estudos ja mostraram que adesdo intercelular ocorre em um cendrio de baixa atividade quinase
dos receptores Eph (como baixa densidade de Receptor/Ephrina). Enquanto que uma ativagédo
robusta de Eph em alta densidade de receptor/ligante promove a desestruturacdo do complexo
Eph/Ephrina, destacamento celular e alteracfes do citoesqueleto mediadas por Rho-GTPase
(NIEVERGALL et al., 2011). Além disso, estudos pré-clinicos e dados de amostras humanas
demonstram que membros do sistema Eph-Ephrina regulam o crescimento tumoral, invasdo e
metéstase em tumores de mama, de pulmao e colorretais (BREANTLEY-SIEDERS, 2012).

Estudos mostram um aumento de expressao e/ou atividade de varios receptores e Ephrinas
em tumores, especialmente em estagios mais avancados da progressdao tumoral (DODELET;
PASQUALE, 2000; MERLOS-SUAREZ; BATLLE, 2008). No CCR, especificamente, 0s
receptores Eph também se encontram com expressdo elevada. (JANES , et al., 2008). Porém,
as sinalizacGes desse sistema sdo complexas e seu papel na tumorigénese ainda ndo esta bem
definido. (BREANTLEY-SIEDERS, 2012).

Em particular, o receptor EphA4, que apresenta a maior promiscuidade de ligagOes, tem
sua alta expressdo associada com diversos tipos de tumores, sendo inclusive, fator de mau
prognostico para cancer gastrico, (MIYAZAKI et al., 2013). Estudos observaram que o EphA4
esta associado & propriedades agressivas como migracdo celular e invasividade em alguns tipos
tumorais, tais como tumores de mama e gliomas (FOX; KANDPAL, 2004; FUKAI et al., 2008).
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Além disso, Liu e colaboradores o correlacionaram com a regulacdo de metaloprotease em

células de pancreas. (LIU et al., 2014)

O Papel de EphA4 no contexto da adesdo celular ainda ndo esta esclarecido, porém
estudos indicam que interagdes do EphA4 com Ephrinas A podem regular a TEM durante o
desenvolvimento tecidual normal. A associacdo entre Eph/Ephrinas com as proteinas de adeséo
celular envolvidas na TEM ainda n&o é clara, porém estudos sugerem que os receptores Eph e
seus ligantes interagem com diferentes proteinas de membrana como E-caderinas, claudinas e
integrinas, controlando a formacdo das juncdes celulares e a adesdo a matriz extra-celular
(KANDOUZ, 2012)

Algumas vias de sinalizagdo j& foram descritas por serem ativadas por EphA4, porém
estas podem ser dependentes tanto do ligante e do contexto em que a célula se encontra quanto
tecido e célula especifica. Dentre elas, estdo a ativacdo de Rho e JAK/STAT em células
musculares e a ativacdo transiente de MAPK pela via “forward” em células derivadas de cancer
de prostata (LALI et al., 2004; SHIN et al., 2008). Ademais, estudos mostram que o EphA4
também pode formar um complexo com FGFR potencializando a via downstream deste ultimo,
através da ativacdo de MAPK/Akt/Racl/Cdc42 (FUKAI et al., 2008). Portanto, EphA4 ativa
uma diversidade de vias de sinalizacdo, que continuam a ser identificadas, sendo muitas delas
consideradas sinalizagdes-chave no processo tumorigénico, o que posiciona 0 EphA4 em um

dos principais eixos de vias de sinalizagdo celulares em cancer.

1.4. Terapéutica do Cancer colorretal

O cancer colorretal agrupa tumores do célon e do reto, sendo os tumores de célon
correspondentes a 72% dos casos de CCR e os de reto, 28%. Embora sejam agrupados na
mesma classificacéo, diferencas anatdmicas entre eles fazem com que a abordagem terapéutica,
e consequentemente as taxas de recorréncia da doenca sejam diferentes entre tumores de célon
e de reto (CENTELLES, 2012).

O esquema terapéutico é escolhido baseado no estadiamento do tumor. Estes podem ser
classificados de acordo com o sistema TNM (do inglés Tumor—Node—Metastasis), no qual os
tumores sdo avaliados quanto ao parametro “T”, que mensura 0 quanto a massa tumoral cresceu
para dentro da parede intestinal, “N”, a extensdo de dispersdo do tumor para linfonodos
regionais e o parametro “M” avalia a presenca metéstases para outros 6rgdos. Essas letras séo
combinadas com nimero de 1 a 4 para representar a severidade do parametro. De acordo com
a essa classificacdo ocorre o estadiamento dos pacientes, que sdo divididos em estagios de |
(doenga menos avancgada) a IV (doenga mais avangada).
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O tratamento do cancer colorretal ¢ multidisciplinar, porém por muitos anos a cirurgia foi
0 Unico tratamento. No Brasil, a Portaria n°® 601, de 26 de junho de 2012, aprova a ressec¢ao
cirargica por via aberta do tumor primario e linfonodos regionais como o tratamento padréo
para os tumores de colon. Nos pacientes de estdgio Ill e alguns casos de estagio Il, a
quimioterapia é aplicada. As principais classes de drogas usadas no tratamento do CCR sao 0s
agentes platindides (ex:oxaliplatina), os andlogos as pirimidinas precursoras de nucleotideos
(ex:5-fluouracil,5-FU) e os agentes inibidores da topoisomerase (ex:lrinotecano). O esquema
padrdo de quimioterapia para o0 CCR inclui o 5-FU, leucovorin e oxaliplatina (FOLFOX) ou 5-
FU, leucovorin e irinotecano (FOLFIRI) (TONON et al., 2007). Além dos quimioterapicos
classicos, agentes biol6gicos com alvo em moléculas-chave de vias de sinalizagdo como 0s
anticorpos monoclonais Bevacizumab (anti-VEGF) e Cetuximab (anti-EGFR) vem sendo
testados em estudos clinicos quanto a eficacia no tratamento combinado do CCR (WALDNER;
NEURATH, 2010). A radioterapia ndo ¢ aplicada no cancer de c6lon devido a alta toxicidade
gerada uma vez que, anatomicamente, o colon é uma regido moével e 6rgdos proximos

importantes poderiam ser atingidos.

Para o cancer de reto, O tratamento padrdo, segundo a Portaria n°® 601do Ministério de
Saude do Brasil, de 26 de junho de 2012, € a resseccdo cirurgica total do mesorreto, porém,
mesmo apos cirurgia 6tima, a taxa de recorréncia local nesta doenca justifica a realizacdo de
tratamento multidisciplinar para os pacientes com doenca no estagio Il e Ill. A
quimiorradioterapia complementar pode ser administrada antes da cirurgia (neoadjuvante) para
tumores em estadiamentos T3/T4 ou N1, ou ap6s o procedimento cirargico (adjuvante) para

tumores em estadiamentos Il ou I11.

1.4.1. A radioterapia e seus efeitos a nivel celular e tecidual

A radioterapia (RT) é uma modalidade terapéutica utilizada na clinica para o tratamento de
tumores desde 1897 (PRISE et al., 2005) e é considerada terapia de primeira linha para diversos
tumores solidos, tanto com intencdo curativa para tumores primarios como paliativa em caso
de tumores muito avancados (YACOUB et al., 2006). A RT pode ser administrada de forma
adjuvante (apés a cirurgia), na qual o objetivo é reduzir possiveis focos microscopicos
remanescentes do tumor, ou neoadjuvante (antes da cirurgia), na qual o objetivo é reduzir o
tamanho do tumor e facilitar o procedimento operatério (PACH et al., 2012). Dentro dos
protocolos terapéuticos do cancer de reto, estudos mostram que a RT neoadjuvante oferece
beneficios quanto a recorréncia local, porém sem aumento da sobrevida global em comparacéo
ao esquema adjuvante e a apenas cirurgia em pacientes de estigios avancados da doenca

(tumores com classificagcdo T3 e T4) (GLIMELIUS, 2013)
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Os protocolos de RT neoadjuvante consistem em doses hiperfracionadas de 1,8 a 2,0 Gy
durante 5 a 7 semanas ou doses hipofracionadas de 5Gy durante 5dias. Os esquemas fracionados
tem o objetivo de permitir a reoxigenagdo da massa tumoral, nos intervalos entre as fragdes,
potencializando a morte das células tumorais, baseado no efeito do oxigénio, no qual as células
em um ambiente oxigenado, sdo muito mais sensiveis a morte por causa da maior geracao de
espécies reativas de oxigénio (HALL; GIACCIA, 2006). O fracionamento também visa o reparo
de células normais afetadas, porém, ndo so as células do tecido normal, mas também as células
tumorais podem se reestabelecer e gerar uma repopulacdo do tumor pelas células sobreviventes
a radiacdo. Estudos mostram que tumores que reaparecem ap6s a RT tendem a apresentar
condigdes mais agressivas e pior prognostico (MADANI et al., 2008). Além disso, metastases
ocorrem frequentemente apds a recorréncia pos radioterapica (VICINI et al., 2003; VAN DEN
BRINK et al., 2004) e a literatura é inconclusiva em relacdo ao grupo de pacientes que
realmente se beneficiariam dos esquemas existentes de RT (PACH et al., 2012). O insucesso
terapéutico pode ser devido a resisténcia intrinseca (atraves de mutagdes e mecanismos
epigenéticos pré-existentes no tumor) ou via resisténcia adquirida (seja por novas mutacGes
induzidas ou alteracdo de expressdo e localizacdo proteica ap0s a exposi¢do ao tratamento,
podendo ser por via epigenética), onde diversos mecanismos estdo relacionados com ambas as
formas de resisténcia. (ALEXANDER; FRIEDL, 2012)

Durante décadas, a principal acdo terapéutica da RT era baseada no dogma central do
DNA atingido, no qual os efeitos da radiacdo eram atribuidos somente ao fato da radiacédo
causar danos ao DNA de forma que ele fique incompativel com a vida celular (PRISE et al.,
2005) Desta forma, a maioria dos estudos que investigavam a resisténcia celular a radiacao
ionizante focava-se somente nos mecanismos de reparo do DNA das células atingidas pelas
radiacdo. Nas ultimas décadas, um novo paradigma tem sido defendido, no qual ha um efeito
tardio da radioterapia e uma influéncia do microambiente irradiado sobre as células, ativando
complexas vias de sinalizacdo que atuam a nivel autdcrino e paracrino e séo definidos como
“non-targeted responses” (WARD, 2002). Nesse contexto, estudos mostram que a radiagédo
induz a secrec¢do de fatores de crescimento e citocinas no microambiente irradiado, como EGF
(do inglés, epidermal growth fator), TNFa (do inglés, Tumor necrosis fator a), IL1, IL6 e TGF-
B. Além disso, sabe-se que as células ndo morrem imediatamente ap0s a exposicéo a radiagéo
e as células sobreviventes continuam interagindo com esse microambiente irradiado
(BARCELLOS-HOFF et al., 2005). Tais fatores podem induzir a ativagéo de diversas vias de
sinalizagéo, como por exemplo a vias das MAPK, observada em linhagens de cancer de prostata
(SKORTSOVA et al, 2008), o que poderia favorecer a geracdo de um fenotipo maligno
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relacionado a resisténcia e a invasdao (ALEXANDER; FRIEDL, 2012). Além disso, as espécies
reativas de oxigénio geradas pela radiacdo podem atuar como segundos mensageiros em vias
de sinalizacéo e alterar a expressao génica atraves da ativacao de kinases e fosfatases e fatores

de transcricdo sensiveis (POLI et al., 2004).

No contexto das vias de sinalizacdo induzidas e dos efeitos gerados nas células que
sobrevivem a radiacdo, estudos anteriores do nosso grupo mostraram que a radiacdo causa
desestruturacdo das juncdes celulares nas células diretamente atingidas, e que a progénie de
células de CCR sobreviventes a radiacdo apresentam um fenotipo TEM-like com um aumento
do potencial invasivo e migratdrio e envolvimento da via Wnt/p-catenina (DE CARVALHO et
al., 2006; BASTOS et al., 2014). De forma geral, a maioria dos estudos focam nos efeitos nas
células diretamente atingidas pela radiacéo, poucos investigam as vias de sinalizacdo induzidas

pela radiag&o e seus efeitos a longo prazo.
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Devido a alta frequéncia de recorréncias locais mais agressivas e formacao de metastases apos
a radioterapia no cancer colorretal, surge a necessidade de se compreender os eventos
moleculares que induzem as células expostas a radiacao ionizantes a ndo s6 sobreviver, mas a
apresentar um fendtipo com maior agressividade, como o aumento de migracdo e invasdo
celular. Nesse sentido, ndo ha estudos sobre as vias de sinalizagdo que sustentam o fendtipo
agressivo das progénies de células sobreviventes a radiacdo em cancer colorretal. Tal fenotipo
poderia ser responsavel por gerar os eventos relacionados a falha terapéutica descritos

anteriormente.

Portanto, um melhor entendimento das vias de sinalizacdo envolvidas nesse processo
torna-se de suma importancia na tentativa de propor novos alvos para desenvolvimento de
farmacos que possam agir em conjunto com a radioterapia a fim de diminuir as altas taxas de

falha terapéutica deste importante tipo de cancer.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Identificar vias de sinalizacdo celular envolvidas na aquisicédo do fenoétipo relacionado

a TEM resistente e agressivo de células de CCR sobreviventes a radiacéo ionizante.

3.2.  Objetivos especificos

- Identificar receptores de membrana que sao ativados nas progénies de células

sobreviventes a radiacao;

- Analisar o mecanismo de internalizacdo da E-caderina que poderia contribuir

com a disperséao celular observada nas progénies sobreviventes a irradiacao;

- Investigar vias de sinalizagdo downstream e o0 mecanismo pelo qual os
receptores de membrana estariam dando suporte ao perfil agressivo dessas

progénies;

- Avaliar se a inibicdo das vias ativadas identificadas é capaz de reverter o alto

potencial migratério e invasivo das progénies.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Anticorpos

O anticorpo monoclonal mouse anti EphA4 e mouse anti- a-tubulina foi adquirido da Invitrogen
Inc. (Carlsbad, CA, EUA). O anticorpo policlonal rabbit anti-p-EphA4 (Tyr-602) foi adquirido
da Ecm Biosciences (Versailles, KY, USA). O anticorpo rabbit anti fosfo tirosina foi adquirido
da Millipore (Billerica, MA, USA) O anticorpo monoclonal mouse anti-E-caderina (clone 36)
foi adquirido da BD Biosciences (San Diego, CA, EUA). Os anticorpos anti-p-AKT e anti-AKT
foram adquiridos da Cell Signaling (Danvers, MA, EUA). Os anticorpos mouse anti-p-ERK e
anti-ERK foram adquiridos na Sigma e o anticorpo mouse anti-GAPDH, da Santa Cruz (Santa
Cruz Biotech, Dallas, Texas, EUA). Os Anticorpos Alexa Fluor ® 488 IgG-goat-anti-mouse e
anti rabbit, Alexa Fluor ® 546 1gG-goat-anti-mouse foram obtidos da Molecular Probes
(Eugene, OR, USA). Anti mouse e anti-rabbit IgG conjugado a HRP foram adquiridos da GE
Healthcare (Chalfont St Giles, RU). O 4 ' dicloridrato de 6-diamidino-2—fenilindole (DAPI;)
foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

4.2. Reagentes e Kits

Os kits Human Phospho-RTK Array e Human Phospho-Kinase Array foram adquiridos da
R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA). A Doxasozina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
EUA) foi dissolvida em DMSO na concentracdo de 75mM e armazenada em aliquotas a -20°C.
O inibidor de MEK, PD98059 (Calbiochem, La Jolla, CA, EUA) foi mantido a -20°C, na
concentracdo de 50 mM. O inibidor de Pi3K, LY294002 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
EUA) foi mantido a -20°C, na concentragdo de 8 mM. O siRNA para EphA4 foi obtido da
Dharmacon (GE Healthcare, Buckinghamshire, RU) e o Scramble, da Ambion (Life
Technologies, Carlsbad, CA, US).

4.3. Cultura de células e tratamento com radiacéo

A Linhagem celular de adenocarcinoma colorretal humano HT-29 (HTB-38 TM) foi obtida da
American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA, EUA). As células HT-29 sdo
moderadamente diferenciadas, com muta¢bes em BRAF, PIK3CA, TP53, SMAD4 e APC
(ROWAN etal., 2000; FLATMARK et al., 2004). As células foram cultivadas em meio DMEM
(Dulbeco's Modified Eagle's Medium, GIBCO -Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina G (100 mg/L) e estreptomicina (60 mg/L), a
37 ° C em estufa com 5 % CO2/ 95% de O2. As células em subconfluéncia foram expostas a
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uma Unica dose de radiacdo (5Gy) a 25° C utilizando um irradiador gama de 137Cs (IBL
437Clife, CIS bio International) a uma taxa de dose de 2,65 Gy / min. As células controle (ndo
irradiadas) foram mantidas em meio DMEM e as células irradiadas mantidas em confinamento
com o0 mesmo meio irradiado durante 24 h. Apos este tempo, as células controle e irradiadas
foram tripsinizadas (com 0,05% de tripsina /0,02% de EDTA diluidos em PBS); plaqueadas em
baixa densidade e mantidas até a formagdo de colbnias progénies e entdo submetidas aos
experimentos seguintes. A progénie derivada de células ndo irradiadas foram chamadas de " F1
Cont", e a progénie de células irradiadas foram chamadas de "F1 5Gy", como ilustra a figura

abaixo.

4.4. Manipulacdo farmacoldgica de vias de sinalizacao

As células controle (ndo irradiadas) foram mantidas em meio DMEM e as células irradiadas
mantidas em confinamento com o mesmo meio irradiado durante 24 h. Apés este tempo, as
células foram tripsinizadas e plaqueadas ja com as respectivas drogas para 0s ensaios de invasdo
e migragdo. Enquanto que para os ensaios de immunobloting e imunofluorescéncia, as
progénies foram mantidas em DMEM e o tratamento foi realizado 24h antes da analise. O tempo
de tratamento das progénies foi de 24 h para todas as drogas e todos 0s experimentos, sendo a
Doxasozina utilizada na concentracao final de 23uM, o LY294002 na concentracao final de 12

uM e 0 PD98059 na concentracéo final de 50 uM, respectivamente.

4.5. Obtencao de lisados celulares e Immunoblotting

As progénies de células HT-29 controle e irradiadas foram homogeneizadas em tampao de lise
(1 % de Triton X-100, 0,5% de deoxicolato de sddio, 0,2 % de SDS, NaCl 150 mM, EDTA a 2
mM, Hepes 10 mM, pH 7,4) contendo NaF 20 mM, ortovanadato de s6dio 1 mM e coquetel de
inibidores de protease (1:100) (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA) durante 30 min a 4°C. Os
lisados celulares foram submetidos a centrifugacdo (10.000 g/10 min; 4°C) e os sobrenadantes
recolhidos e armazenados a -80°C para analise subsequente. Quantidades iguais de proteina
(30ug/uL) provenientes dos lisados celulares foram separadas por SDS-PAGE em géis de
poliacrilamida (10%). Apds a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose, incubadas em tampé&o de blogueio (5% de leite desnatado em solugéo de TBS-T
(Tris-HCI, 20 mM, pH 7,6, NaCl 137 mM e Tween 20 0,1%) durante 1 h. Em seguida, foram
incubadas overnight com anticorpos primarios: anti-EphA4 (1:250), anti-a-tubulina (1:1000),
anti-E-caderina (1:5000), anti-p-ERK (1:5000), anti-ERK (1:2000), anti-GAPDH (1:2000),
anti-p-EphA4 (1:1000), anti-p-tirosina (1:1000), anti-p-AKT (1:1000) e anti-AKT (1:1000).

Apds sucessivas lavagens, as membranas foram incubadas por 1 h com anticorpos secundarios
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correspondentes, anti-mouse ou anti-rabbit conjugados a peroxidase, na diluicdo de 1:50000
em TBS-T0,01%, por 60 min. As membranas foram lavadas com TBS-T 0,1%, e a detec¢éo da
imunomarcacao foi realizada através de reacdo de quimioluminescéncia, utilizando o kit ECL
Prime (GE Healthcare, Buckinghamshire, RU). A quantificacdo dos niveis proteicos foi
realizada por analise densitométrica usando software LabWorks 4.6 (BIO RAD, Upland, CA,
EUA). Anti- o - tubulina (1:500) ou anti - GAPDH (1:2000) foram usados como housekeeping.

4.6. Andlise de receptores tirosina quinase (RTK) e fosfo quinases

Foram utilizados o kit Human Phospho-RTK Array e Human Phospho-Kinase Array (R&D
Systems, Minneapolis, MN, EUA). Os lisados celulares de F1 controle e F1 5Gy (obtidos como
descrito no item 4.4) foram incubados overnight em membranas de nitroceluose dos Kits. As
membranas do kit Human Phospho-RTK Array sdo revestidas com 49 diferentes anticorpos
cada, em duplicata. Ja o kit Human Phospho-Kinase Array contém duas membranas para cada
lisado a ser analisado contendo ao todo 46 anticorpos anti-fosfokinases e 2 anticorpos contra 2
proteinas totais. Apds a incubagdo as membranas foram lavadas e incubadas por 1 h com
anticorpos pan anti-fosfotirosina e strepto-avidina conjugados a HRP. A reacdo de
guimioluminescéncia foi usada para detectar os receptores e as quinases intracelulares
fosforiladas utilizando o kit ECL (GE Healthcare, Buckinghamshire, RU). A quantificacdo dos
niveis de ativagao proteica foi realizada por anélise densitométrica usando software LabWorks
4.6 (BIO RAD, Upland, CA, EUA).

4.7.  Imunoprecipitacao

Para imunoprecipitagdo quantidades iguais de proteina (500 pg) dos lisados celulares foram
pre-cleared com 25ul de proteina G conjugada a esferas de sefarose (Zymed, Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) por 30 min. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi incubado overnight
com 5 pg de anticorpo primario Anti-EphA4 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Em seguida, o
sobrenadante foi incubado com proteina G conjugada a esferas de sefarose por 2 horas. Para
dissociacdo, as esferas foram lavadas 3 vezes com PBS e os imunocomplexos foram aquecidos
a 100°C em tampédo de amostra Laemmli por 5 min. As amostras foram entdo separadas
eletroforéticamente por SDS-PAGE usando géis de poliacrilamida na concentracdo de 10% e
transferidas para membranas de nitrocelulose usando um aparelho de eletrotransferéncia semi
seco (Bio-Rad Laboratories Inc.) a 10 V por 60 min. As membranas foram mantidas em tampao
de bloqueio TBS-T contendo leite desnatado 5%, durante 60 min em agitador. Em seguida,
foram incubadas com o anticorpo primario anti-fosfo-tirosina e secundario anti rabbit

conjugado a HRP (GE Healthcare, Buckinghamshire, RU) overnight e por 1 hora a T.A,
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respectivamente. As membranas foram lavadas 3 vezes em TBS-T e a deteccdo da
imunomarcacao assim como a quantificagdo dos niveis proteicos foi realizada como acima

descrito.

4.8. Imunofluorescéncia

Células F1 controle e F1 5Gy foram cultivadas sobre laminulas de vidro até a formacéo de
colonias, lavadas com PBS e fixadas com metanol 100% durante 20 min a -20° C. Em seguida,
foram re-hidratadas com PBS/CM (PBS contendo CaCl2 100 mM e MgCl2 100 mM, pH 8,0).
Posteriormente, foram bloqueadas com 0,2% de BSA e permeabilizadas com 0.1% Triton X-
100 (60 min). Logo apo6s, foram incubadas overnight com os anticorpos primarios anti E-
caderina (1:300), anti EphA4 (1:25) e anti p- EphA4 (1:25), seguidas de 1h de incubagcdo com
seus respectivos anticorpos secundarios conjugados a Alexa flior 488 ou 546 (diluicdo 1:500),
em seguida, quando indicado, as laminulas foram incubadas com DAPI (1:1000; 1 min), lavadas
e montadas utilizando Prolong Gold antifade, obtido da Molecular Probes (Carlsbad, CA,
EUA). As laminulas foram visualizadas em Microscopio Confocal & Laser, FV10i-O ou com o
Microscépio Confocal de Varredura a Laser Nikon, modelo C2 (Nikon Instruments, Inc, New
York) e as imagens foram analisadas através do software FV10-ASW (Olympus, Tokyo,

Japan).

4.9. RNA de interferéncia e transfeccéo

O siRNA para EphA4 “SMARTpool: sSiGENOME EPHA4 siRNA” (Cat. M-003118-020005)
foi obtida da Dharmacon (GE Healthcare, Buckinghamshire, RU). Como controle negativo
(Scramble), foi utilizado o “Silencer ®Select Negative Control siRNA” (Cat. 4390844) obtido
da Ambion (Life Technologies, Carlsbad, CA, US). As células HT-29 foram irradiadas,
esperou-se 24h, e foram entdo tripsinizadas e plaqueadas em placas de 6 poco para a formagéo
das colbnias progénies. Apos 24h, essas progénies foram transfectadas utilizando meio especial
para transfeccdo lipidica, OPIT-MEM® e delivery Lipofectamina® RNAIMAX (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instrucdes do fabricante. Apés a
transfeccdo com 5nM de siRNA EphA4 e de Scramble, as células foram incubadas por 48 h e

entdo os subsequentes experimentos foram realizados.

4.10. Ensaios de migracéao e invasao celular

Para o ensaio de migracdo celular, células HT-29 F1 Controle e F1 5Gy (3x10%) foram
cultivadas na superficie superior de insertos de membrana de policarbonato Transwell® (poro

de 8 um; Costar), Enquanto que para os ensaios de invasdo celular, as células foram cultivadas
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na camara superior do mesmo inserto, poréem, revestido com 20 pL de Matrigel® (BD
Biosciences) diluido 1:10 em DMEM isento de SFB. Para ambos 0s ensaios, utilizou-se meio
DMEM suplementado com 10% de SFB como um quimioatraente na parte inferior da camara,
e apos 24 h de incubacéo a 37 C, as células presentes na superficie superior da membrana foram
retiradas com uma haste de algoddo, uma vez que as células que atravessaram 0s poros sao
aquelas que invadiram e consequentemente encontram-se na parte inferior da membrana. A
membrana foi entdo fixada com etanol 100% (por 10 min), coradas com cristal violeta. A
migracao e a invasdo foi quantificada de acordo com a analise microscopica (Axio Observer
Z1, Zeiss, Oberkochen, Germany) e a contagem total das células presentes em 5 campos
aleatorios. Os valores sdo representados no grafico como o numero de vezes que a F1 5Gy
invadiu em relagéo ao controle (onde os dados do F1 Controle foram normalizados para 1 e

correspondem a média + SEM de ensaios em triplicata, em trés experimentos independentes.

4.11. Analise estatistica

Todos os dados quantitativos apresentados sdo médias = SEM de, pelo menos, trés
experimentos independentes. A andlise estatistica e os gréaficos de barras foram realizados no
programa GraphPadtmPrism, 5.0 (GraphPad ™ Software, San Diego, CA, EUA) através do
teste-t de Student. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando * p
<0,05 e ** p <0,01.
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5. RESULTADOS

5.1. As progénies de células sobreviventes a radiacdo apresentam aumento
da atividade do receptor tirosina quinase EphA4,

Receptores Tirosina Quinase (RTK) sdo amplamente expressos nas células e sdo capazes de
transmitir sinais do meio extracelular para o meio citoplasméatico e ativar cascatas de
sinalizacdo, controlando diversos processos fundamentais para as células tumorais como
proliferacdo e migracdo celular. Um trabalho prévio do nosso grupo, mostrou que progénies
derivadas de células de CCR, HT-29, sobreviventes a radiacdo apresentavam um fendtipo
relacionado a TEM, com aumento do potencial migratorio e invasivo (BASTOS et al., 2014).
Com o intuito de investigar vias de sinalizacdo celular que estariam dando suporte a este
fenotipo mais agressivo, inicialmente, decidimos avaliar o perfil de ativacdo dos RTKSs nessas
progénies celulares utilizando o kit Human Phospho-RTK Array. Este kit detecta o nivel de
fosforilacdo da tirosina em residuos especificos correspondentes a ativacdo de um conjunto de
49 receptores tirosina quinase em uma Unica amostra, permitindo a comparacdo da ativacao
desses conjunto de receptores em diferentes amostras celulares. Células HT-29 foram irradiadas
em subconfluéncia, confinadas no meio irradiado durante 24 h, tripsinizadas e cultivadas por
trés dias para permitir a formagao de colonias progénies derivadas de single cells sobreviventes
ao tratamento com irradiacdo. As coldnias derivadas das células ndo irradiadas originaram as
progénies F1 controle e as derivadas das células irradiadas originaram as progénies F1 5 Gy.
Em seguida, o extrato proteico de ambas as progénies foi submetido a analise fosfoprotedmica
através da utilizacdo do kit Human Phospho-RTK Array. Foi possivel observar que dentre esse
conjunto de RTKs, houve um aumento da expressédo do receptor EphA4 fosforilado na F1 5 Gy
em comparacao a F1 Cont (Fig. 6A). Foi observado um aumento em residuos de fosfotirosina
guando o EphA4 foi imunoprecipitado e seguido de immunoblotting utilizando o anticorpo anti-
p-tirosina (Fig. 6B). Este dado foi novamente confirmado através de immunoblotting usando o
anticorpo anti-p-EphA4 (tyr 602). Além disso, observamos também que ndo houve alteracéo
nos niveis de expressao total do EphA4 (Fig. 6C).
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Figura 6: Anélise da fosfoprotedmica de receptores tirosina quinase das progénies de células sobreviventes
aradiacdo. A: Painel com as coordenadas dos spots do Phospho-RTK array, o grafico representa o nivel relativo
de fosforilacdo do receptor EphA4, expresso através dos valores da densidade relativa dos spots de um experimento
Unico (Normalizagdo: F1 Cont=1). Os spots assinalados em vermelho correspondem ao EphA4. B: Ensaio de
imunoprecipitacdo do Epha4. O gréfico mostra os dados da expressdo de fosfo-tirosina (fosfo-tirosina / 1gG) dos
lisados de F1 5 Gy em relagdo aos lisados de F1 Cont (Normalizacdo: F1 Cont = 1), dados de um experimento
Unico. C: Analise dos niveis de fosforilacdo e totais do EPHA4. O grafico mostra os dados da expressao de p-
EphA4 (Tyr 602) e niveis totais de EphA4 dos lisados de F1 5 Gy em relagéo aos lisados de F1 Cont (Normaligéo:
F1 Cont = 1). O GAPDH foi usado como controle enddgeno de expressdo proteica e 0s dados sdo representativos
da media = SEM de quatro experimentos independentes. Analise estatistica realizada pelo teste-t de Student, * p
<0,05.
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5.2. As progénies de células sobreviventes a radiagdo ndo apresentam
alteracéo da localizacéo subcelular de EphA4.

A fungdo de um receptor pode variar de acordo com sua localizagdo subcelular e ndo ha na
literatura uma analise da distribuicdo do EphA4 em células de CCR, tampouco da influéncia da
radiacdo sobre a distribuicdo deste receptor. Portanto, com o objetivo de avaliar se ocorreria
uma alteracdo na localizacdo subcelular de EphA4 nas progénies F1 5 Gy em comparagdo as
progénies F1 Cont, foi realizada a técnica de imunofluorescéncia nutilizando o anticorpo anti-
EphA4 total. As imagens de imunofluorescéncia obtidas por microscopia confocal mostram um
perfil de marcacdo do EphA4 tanto citoplasmatico quanto na regido de contatos intercelulares
na F1 Cont enquanto que na F1 5 Gy, a marcacdo € predominantemente citoplasmatica e
acompanha os prolongamentos celulares, uma vez que estas progénies ndo apresentam contatos
intercelulares. Esse resultado mostra que as progénies de células sobreviventes a radiacdo ndo

apresentam alteracdo da localizacdo subcelular do EphA4

EphA4 Dapi Sobreposicao

F1 Cont

F1 5Gy

Figura 7: Andlise da localizagao subcelular do receptor EphA4 nas progénies. As progénies foram cultivadas
em laminulas de vidro até a formac&o de coldnias e submetidas a imunofluorescéncia para avaliar a localizagéo
subcelular de EphA4. O nlcleo foi marcado com DAPI. Imagens representativas de trés experimentos
independentes. F1 Cont representa a progénies controle e F1 5Gy, a progénie de células sobreviventes a radiacao.

Barra: 20 pm.
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5.3. Aativacao de EphA4 pelo agonista Doxazosina induz disperséo celular
na progénie controle.

Uma vez que a progénie F1 5Gy apresentou altos niveis de fosforilacdo do EphA4 em relacdo
ao controle e que o efeito da ativacdo deste receptor ndo € descrito na literatura em células de
CCR, investigou-se a influéncia da ativacdo do EphA4 nas células HT-29 (F1 Cont), avaliando
se a ativacdo deste receptor poderia gerar e um fenotipo similar ao das progénies de células
sobreviventes a radiacdo (F1 5Gy). Para isso usamos um agonista deste receptor, o Mesilato de
Doxasozina (Carduran®) ou Doxazosina a fim de verificar a ativagdo do EphA4 nas progénies
F1 Cont e F1 5 Gy. A Doxasozina é um bloqueador a-1-adrenérgico aprovado pela Anvisa,
indicado para a hipertensdo e hiperplasia da prostata (age no ténus vascular e alivia 0s
sintomas). Petty e colaboradores relataram que esta droga age como um agonista, sendo capaz
de ligar-se e ativar o receptor EphA2 em células de cancer de prostata e através de ensaios in
silico observaram que a Doxazosina também possui homologia para se ligar ao receptor EphA4
e ativa-lo. Estes dois receptores (EphA2 e EphA4) apresentam uma estrutura muito semelhante
e a ativacdo de EphA2, nas doses testadas, era independente do bloqueio do receptor
adrenérgico (PETTY et al., 2012). Portanto, ap0s estabelecer o 1C50 (44 uM) da Doxasozina
para a linhagem HT-29 (Fig.8A), a dose correspondente ao 1C20 (23 uM) foi escolhida pelo
fato de ser capaz de ativar o receptor e causar o minimo de morte celular possivel, sendo melhor
para analisar alguns pardmetros funcionais. As células F1 Cont e F1 5 Gy foram tratadas em
subconfluéncia com 23 uM de Doxasozina por 5, 15 e 30 minutos e em seguida submetidas a
técnica de immunoblotting com o objetivo de avaliar a cinética de ativacdo do EphA4. A figura
8B mostra que o tratamento com Doxazosina é capaz de ativar o EphA4 tanto na F1 Cont quanto
na F1 5 Gy, sendo o aumento nos niveis de fosforilagdo mais discretos na F1 5 Gy, uma vez
gue o EphA4 ja encontra-se com altos niveis de fosforilacdo. Visto isso, foi analisado o efeito
desta ativacdo, através da Doxasozina, na morfologia das células HT-29 (F1 Cont), como um
controle positivo da ativacdo de EphA4, com o intuito de avaliar se esta ativacao seria capaz de
gerar um fenotipo similar ao da F1 5 Gy. As F1 Cont foram tratadas com 23uM de Doxasozina
por 24 h e observadas sob microscopia de contraste de fase. Observa-se que o tratamento com
Doxasozina induz uma certa dispersao celular na F1 controle, sugerindo que a ativagdo desse
receptor pode ter uma influéncia na desorganizagéo dos contatos intercelulares, o que mimetiza

o efeito induzido pela radiacdo na adeséo celular (Fig. 8C)
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Figura 8: Andlise da ativacdo de EphA4 pela Doxasozina e de sua influéncia sobre a morfologia da progénie
F1 Controle. A: Anélise do IC50 de Doxasozina na linhagem HT-29. O gréfico representa a porcentagem de
viabilidade celular no tratamento com diferentes doses de Doxasozina. B: As progénies F1 Cont e F1 5 Gy foram
cultivadas e tratadas em subconfluéncia com 23 uM de Doxasozina por 5, 15 e 30 minutos antes da extracdo das
mesmas e submetidas a analise por immunoblotting da fosforilagdo (p-EphA4 Tyr-602) e niveis totais de EphA4
nas F1 Controle. Os graficos representam os dados da expressao de p-EphA4 nos lisados de F1 Controle tratados
com Doxasozina nos tempos indicados em relagdo aos lisados de F1 Controle sem tratamento (Normalizacdo: F1
Controle = 1). A o- tubulina foi utilizada como controle enddgeno de expressao proteica. Dados de experimento
Unico. C: A morfologia celular da F1 Controle e F1 controle tratada por 24 h com 23 uM de Doxasozina foi
analisada por microscopia de contraste de fase. Imagens representativas de 3 experimentos independentes. Barra:

50 pm.

54. O tratamento com Doxasozina desorganiza as junc¢Oes aderentes,
alterando a localizacdo subcelular e reduzindo a expresséao de E-
caderina na progénie F1 Controle.

Visto que o tratamento com Doxasozina, ativa 0 EphA4 e desorganiza 0s contatos
intercelulares, como observado na Figura 8B, analisamos a influéncia do tratamento com
Doxasozina na localizacdo subcelular e na expressdo de E-caderina, a principal proteina das
juncOes aderentes e que é bem descrita por estar “downregulada” e com alteragdo da sua
localizacdo nos contatos intercelulares nas células em TEM (THIERY et al, 2009). Além disso,
no estudo prévio do nosso Grupo, foi mostrado que as progénies de células sobreviventes a
radiacdo, que apresentavam um fendtipo TEM-like, também tinham expressdo reduzida e
localizagao subcelular alterada de E caderina (BASTOS et al, 2014). Imagens de
imunofluorescéncia (Fig. 9A) obtidas por microscopia confocal mostram a progénies F1
controle com uma marcacéao de E-caderina predominante nas areas de contato intercelular. No
entanto, o tratamento com Doxasozina induz uma internalizacdo da E-caderina e acimulo na
regido perinuclear, embora ainda exista marcacdo nos contatos intercelulares. Além disso, foi
observado por imunoblotting, que o tratamento com a Doxasozina reduz os niveis de expressao
proteicos de E-caderina em comparacdo a F1 controle sem tratamento (Fig. 9B). Esses
resultados sugerem que a ativacao de EphA4 causa desorganizacao das juncfes aderentes, com
internalizacéo e diminuicao da expressao de E-caderina, o que favoreceria uma maior disperséo

celular.
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Figura 9: Andlise da localizacéo subcelular e expressdo proteica de E-caderina na progénie F1 Controle
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tratada ou ndo com Doxasozina. A: As progénies celulares foram plaqueadas e cultivadas em laminulas de vidro
até a formacao de colnias, tratadas por 24 h com 23 uM de Doxasozina e submetidas a imunofluorescéncia para
avaliar a localizacdo subcelular de E-caderina. O nicleo foi marcado com DAPI. Imagens representativas de trés
experimentos independentes. Barra: 20 um. B: Analise por immunoblotting dos niveis proteicos de E-caderina em
lisados celulares das progénies F1 Controle tratadas ou ndo com 23 uM de Doxasozina por 24 h. Os gréaficos
representam os dados da expressdo de E-caderina nos lisados de F1 controle tratado com Doxasozina em relacdo
aos lisados da F1 Controle sem tratamento (Normalizacdo: F1 Controle = 1). O GAPDH foi utilizado como
controle endogeno de expressdo proteica. Dados representativos da media + SEM de dois experimentos

independentes.
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5.5. As progénies das céelulas sobreviventes a radiacdo e as progénies
controle apresentam pontos de colocalizacio de E-caderina e EphA4.

Estudos sugerem que receptores da familia Eph poderiam interagir com a E-caderina e atuar
em sua regulacdo (KANDOUZ, 2012). Além disso, outros estudos mostram que esses
receptores podem ser endocitados apos sua ativacdo e que esse mecanismo de internalizacéo
gera dispersao celular (NIEVERGAL et al., 2011). Nossos resultados mostram que o tratamento
com Doxasozina causa internalizacdo e reducdo da expressao da E-caderina, assim como induz
ativacdo do EphA4. Contudo, a relagdo entre a regulacdo de E-caderina e a endocitose de
receptores Eph apds sua ativacdo nunca foi descrita em cancer. Desta forma, foi investigado se
essas duas proteinas poderiam estar sendo internalizadas juntas na progénie F1 5 Gy, através
de imunofluorescencia em marcacao dupla para p-Epha4 (Tyr-602) e E-caderina. A figura 10
mostra que p-Epha4 na progénie F1 Cont estd localizado tanto no citoplasma quanto nos
contatos intercelulares. Enquanto que a E-caderina encontra-se predominantemente nos
contatos intercelulares. Ademais, observa-se que a progénie F1 5 Gy apresenta marcacao
citoplasmatica tanto para p-EphA4 quanto para E-caderina, e que a sobreposicdo dessas duas
marcacOes revela pontos citoplasmaticos de colocalizacao, sugerindo que p-Epha4 e E-caderina

possam estar sendo internalizadas juntas.
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Figura 10: Andlise da localizagéo subcelular de p-EphA4 e E-caderina nas progénies F1 Controle e F1 5 Gy.
As progénies F1 Controle e F1 5 Gy HT-29 foram cultivadas em laminulas até a formacéao de coldnias, fixadas e
marcadas simultaneamente para p-EphA4 (tyr-602) e E-caderina. Imagens de sobreposicéo através de microscopia
confocal mostram pontos de colocalizagdo entre p-EphA4 e E-caderina, observada através dos pontos

amarelos/alaranjados indicados pelas setas. Imagens de experimento Unico. Barra: 5 um.

34



5.6. O silenciamento de EphA4 € capaz de reduzir o alto potencial invasivo
da progénie de células sobreviventes a radiacao.

A fim de avaliar se 0 EphA4 cumpre um papel essencial na aquisicdo do fenotipo agressivo
apresentado pela F1 5 Gy, o qual inclui um alto potencial invasivo, as progénies F1 5 Gy foram
submetidas ao silenciamento de EphA4 por siRNA e analisadas quanto ao perfil clonogénico e
invasivo. A figura 13A mostra a eficiéncia do silenciamento do Epha4, mediado por siRNA, na
concentracdo de 5nM no tempo 48h apo6s a transfeccdo. Através do ensaio clonogénico (Fig.
13B), observou-se que o silenciamento de EphA4 na progénie F1 5 Gy néo altera a capacidade
de formacéo de coldnia desta progénie. Porém, o silenciamento do Epha4 foi capaz de reduzir
o alto potencial invasivo induzido pela radiacdo na progénie F1 5 Gy (Fig. 11C). Dessa forma,
0s resultados sugerem que a ativagdo do EphA4 cumpre um papel importante na aquisi¢éo do
alto potencial invasivo, induzido pela radiagéo, apresentado pelas progénies F1 5 Gy.
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Figura 11: Analise do potencial clonogénico e invasivo das progénies F1 controle e F1 5 Gy tratadas ou nédo
com siEphA4. A: Analise da expressdo do Epha4 apos silenciamento com siRNA. O grafico representa os dados
da expressdo de EphA4 nos lisados das progénies F1 Cont, F1 5 Gy tratadas com SCMBL, F1 5Gy tratadas com
SiEphA4 em relagdo aos lisados da F1 Cont (Normalizagdo: F1 Cont = 1). Dados de experimento Unico. B: Anélise
do potencial clonogénico das progénies apds o silenciamento com siRNA. Imagens representativas do ensaio
clonogénico das progénies F1 Cont, F1 5 Gy tratadas com SCMBL, F1 5Gy tratadas com siEphA4 e F1 5Gy sem
tratamento. O grafico representa os dados do nivel de formagédo de coldnias medida através da densidade Optica
(595 nm) do eluato de cristal violeta de dois experimentos independentes utilizando triplicatas técnicas,
(Normalizagao: F1 Cont = 1). C: Analise do potencial invasivo das progénies apos o silenciamento com siRNA.
O gréfico representa 0 nimero de vezes que invasdo alterou nos diferentes grupos em relagdo a F1 Cont

(Normalizagdo: F1 Cont = 1). Dados de experimento Unico.
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5.7. As progénies de células sobreviventes a radiacdo apresentam aumento
da atividade de AKT e ERK, sendo esta Gltima, dependente de EphA4.

Analisar o perfil de quinases fosforiladas na célula e essencial para compreender como a mesma
responde a determinados estimulos e mudancas no microambiente. Com o intuito de analisar as
vias de sinalizacao celulares downtream de EphA4 que possam cumprir um papel importante
na aquisicdo do fendtipo relacionado a TEM das progénies F1 5 Gy, foi utilizado o kit Phospho
kinase Array. Esse kit detecta simultaneamente o nivel de fosforilagdo em residuos especificos
de 43 quinases intracelulares e 2 proteinas totais em uma Unica amostra, permitindo a
comparacédo da ativacdo desses conjunto de quinases em diferentes amostras. Através da figura
12A, observa-se um aumento da fosforilacdo de p-AKT, p-ERK 1/2, p-GSK3 e p-B-catenina na
progénie F1 5 Gy, em relacdo a F1 Cont. Os niveis de GSK3 e de pB-catenina fosforilados
corrobora os resultados obtidos no trabalho previamente publicado pelo nosso Grupo, no qual
as progénies F1 5 Gy apresentaram ativacao da via wnt/p-catenina, na qual essas duas proteinas
cumprem um papel fundamental (BASTOS et al., 2014). Existem evidéncias de que as vias de
PISK/AKT e de ERK1/2 induzem eventos relacionados a TEM, por exemplo, através da
regulacdo da expressdo/atividade de metaloproteases e do aumento da expressdo do fator
transcricional repressor da E-caderina, Snail (CAMPBELL; CHANNING, 2004; GRILLE et
al., 2003). Os resultados obtidos no array, de aumento dos niveis de AKT e ERK 1/ 2
fosforiladas, foram confirmados por immunoblotting (Fig. 12B). Uma vez que estudos
mostraram a ativacao das vias de AKT e ERK 1/ 2 pela via forward do EphA4 em células de
glioma (FUKAI et al., 2008), e que o Epha4 encontra-se mais fosforilado nas progénies F1 5
Gy, foi analisado se o silenciamento de EphA4 revertia os altos niveis de p-ERK 1/2 expressos
naF15 Gy. A figura 12C mostra que o silenciamento do EphA4 foi capaz de diminuir os niveis
de fosforilagdo da p-ERK 1/2 da progénie F1 5 Gy. Esses resultados mostram que a ERK 1/2
estd mais ativa na progénie de células sobreviventes a radiacdo em comparacdo a progénie

controle e sugerem que essa ativacdo é dependente de EphA4.

37



A F1 Cont . Cont
&35 Gy
8B 81 8 o
2
8 ¢ g 3.54
z § Pp-ERX 112 . ::
SRE 8 s § 5
i | :
) 2
ol R - S o
8 o 4 & &
8&% .3 & & Q"
u d
GFEDCBA §
300 ug 300 ug
B C
1
34 5 :
1.
h
X - .z 0.
< x 0.
a 4 0
F :
Q@ 0.
0.
Comt Gy Cont  5Gy
ol —— B vy NN
AKT Total ERK 1/2 Total S-| o |‘— —— ‘
— — 1/2 Tota
a-Tubulina a-Tubuling - E X X X B
[ GAPDH "D e -‘_
F1 F1

F1

Figura 12: Analise fosfoprotedmica das quinase intracelulares das progénies e a influéncia do silenciamento
de EphA4 sobre fosforilagdo de ERK 1/ 2. A: A figura mostra as coordenadas dos spots do Phospho-quinase
array e o grafico representa o nivel das quinases p-ERK 1/ 2, p-GSK3, p-AKT e p-B-catenina dos lisados da F1 5
Gy em relacéo aos lisados da F1 Cont, através dos valores da densidade relativa dos spots de experimento Gnico
(Normalizacdo: F1 Cont=1). B: Andlises por immunoblotting da fosforilacéo e niveis totais de p-AKT e p-ERK 1/
2 nas progénies F1 Controle e F1 5 Gy. A a-tubulina foi usada como controle endégeno de expressao proteica e a
figura é representativa de dois experimentos independentes. C: Andlises por immunoblotting dos niveis de
fosforilagdo e niveis totais de ERK 1/ 2 nas progénies F1 Cont, F1 5 Gy tratado com o siRNA SCRBL, tratado
com siEphA4, e sem tratamento. Os graficos representam o nivel de fosforilagdo da quinase p-ERK. Dados de

experimento Unico.
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5.8. A inibicéo das vias de sinalizacdo ERK 1/2 e PI3BK/AKT ¢é capaz de
reverter o alto potencial migratorio induzido pela radiacdo enquanto
que apenas a inibicdo da via de PI3K/AKT, reverte o alto potencial
invasivo.

Com o objetivo de investigar o papel da ativacédo vias de sinalizacdo PI3k/AKT e ERK1/2 na
aquisicao do fenotipo agressivo das progénies F1 5 Gy, realizou-se a inibi¢do farmacoldgica da
via de PI3K/ AKT usando o inibidor de PI3K, LY294002 (12 uM); da via de ERK 1/ 2, através
do inibidor de MEK, PD98059 (50 uM); ou a inibi¢do de ambas as vias através do tratamento
conjunto com os dois inibidores, sendo todos os tratamentos realizados apenas na progénie F1
5 Gy por 24 h. A figura 13A mostra a especificidade dos inibidores utilizados uma vez que os
tratamentos reduzem a fosforilacao das quinases correspondentes. Uma vez que as progénies
F1 5 Gy apresentam um aumento da fosforilacao de PI3BK/AKT, ERK1/2 (Fig. 12) e EphA4
(Fig. 8); e que o silenciamento do epha4 por siRNA foi capaz de diminuir o alto potencial
invasivo dessas progénies (Fig. 11), avaliamos se as vias PI3k/AKT e ERK1/2 constituem alvos
downstream de Epha4 e se tais vias ddo suporte ao alto potencial migratorio e invasivo da
progénie F1 5 Gy. Através da figura 13B observa-se que o tratamento isolado com LY294002
e PD98059 foi capaz de reduzir o alto potencial migratorio induzido pela radiacdo na progénie
F1 5 Gy. No entanto, a figura 11C mostra que apenas o tratamento isolado com o LY 294002,
mas ndo com PD98059, e o tratamento conjunto com os dois inibidores reverteu o alto potencial
invasivo apresentado pelas progénies F1 5 Gy. Em conjunto, esses resultados indicam que as
vias de sinalizacdo PI3K/AKT e ERK 1/ 2, cuja ativa¢do da ultima se mostrou ser dependente
de EphA4, cumprem um importante papel na manutencao do fenotipo agressivo, caracterizado
por um alto potencial migratério e invasivo, apresentado pela progénie de células sobreviventes

a radiacao.
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Figura 13: Andlise da inibicdo das vias ERK 1/ 2 e PI3K/AKT no potencial migratério e invasivo das
progénies de células sobreviventes a radiacéo. A: Analises por immunablotting da fosforilacdo e niveis totais de
p-ERK 1/ 2 e p-AKT nas progénies F1 Cont, F1 5 Gy e F1 5 Gy tratada com LY 294002 e PD98059. A a-tubulina
foi usada como controle enddgeno de expressdo proteica e os dados sdo de experimento Unico (Normalizagéo: F1
Cont = 1). B: As progénies F1 Cont e F1 5 Gy foram cultivadas em insertos Transwell® e submetidas ao ensaio
de migracdo. C: As progénies F1 Cont e F1 5 Gy foram cultivadas em insertos Transwell® cobertos com Matrigel®
e submetidas ao ensaio de invasdo. Os graficos representam o nimero total de células que migraram (B) e
invadiram (C) na F1 cont, F1 5Gy tratada com LY 294002 e PD98059 o em relacdo a F1 5 Gy (Normalizacdo: F1
5 Gy = 1). Os dados sao representativos da media = SEM de trés experimentos independentes, a analise estatistica

foi realizada pelo teste-t de Student e a diferenca foi considerada significativa quando *p<0,05 e ** p< 0.01.
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6. DISCUSSAO

A Radioterapia (RT) € uma modalidade terapéutica amplamente utilizada para tumores de reto
em estagios avancgados e sua aplicacdo resulta em beneficios em relacdo a recorréncia local em
comparacao a cirurgia e/ou a quimioterapia apenas, principalmente atraves da estratégia de RT
neoadjuvante. Porém, a maioria dos estudos ndo consegue demostrar um aumento da sobrevida
global dos pacientes que recebem RT. Neste sentido, artigos mostram que tumores que
reaparecem ap0s a RT tendem a apresentar condicGes mais agressivas e pior progndstico
(MADANI et al., 2008). Além disso, metastases ocorrem frequentemente apds a recorréncia
pos-radioterépica (VICINI et al., 2003; VAN DEN BRINK et al., 2004). Desta forma, fica claro
que a eficacia da RT é desafiada pelos processos bioldgicos que envolvem a invaséo local e a

disseminacdo metastatica das células sobreviventes, resultando em falha terapeutica.

Ademais, um importante fato relacionado a essa terapia é a gravidade dos efeitos
colaterais produzidos, em especial aqueles do trato gastrintestinal, os quais vao desde nduseas
a obstrucdo intestinal (BIRGISSON et al., 2007). Devido a este fato, realiza-se o fracionamento
da dose total, 0 que permite o reparo de células normais afetadas, minimizando os efeitos
colaterais. Porém, ndo s as células do tecido normal, mas também as células tumorais podem
se reestabelecer. Neste contexto, 0 estresse terapéutico gerado pela radia¢do é imposto sobre as
células tumorais sobreviventes e células de tecidos adjacentes, induzindo diversos eventos que
incluem: Variacdo dos niveis de oxigénio e nutrientes, ativacdo de células estromais e do
sistema imune e uma intensa geracao diversas citocinas e fatores de crescimento. Tais fatores
controlam, ndo s6 o processo de reparacdo tecidual do estroma como também induzem a
ativagdo de vias de sinalizagdo nas celulas tumorais sobreviventes a radiacdo (ALEXANDER,;
FRIEDL, 2012). Portanto, o microambiente gerado pela radiacdo pode induzir vias de
sinalizacdo nas células tumorais, as quais podem adquirir um fendtipo mais agressivo que

favorece o processo de invasdo e metastase.

Nesta linha de evidéncias, um estudo anterior do nosso grupo demonstrou que as células
sobreviventes a radiacdo ionizante dao origem a progénies com fenotipo relacionado a TEM
gue sdo altamente agressivas, as quais podem ser responsaveis pela progressdo do cancer
relacionada a falha terapéutica apés o tratamento com a RT (Bastos et al, 2014). No entanto, as
vias de sinalizacdo e os eventos celulares e moleculares envolvidos neste processo permanecem
por ser definidos. Desta forma, o presente estudo analisou as vias de sinalizagdo que seriam
responsaveis pela aquisicdo do fendtipo agressivo das progénies de celulas sobreviventes a

radiacdo, caracterizando melhor este processo.
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Os resultados obtidos mostram que progénies de células sobreviventes a radiagédo
apresentam um aumento da atividade do receptor tirosina quinase EphA4 (Fig. 6), o que ndo é
acompanhado pelo aumento de sua expressao ou por alteragdes em sua distribuicdo subcelular
(Fig. 7). A alta expressao/atividade de EphA4 foi relatado em diversos tipos de tumores
incluindo o CCR e sua “upregulagdo” contribui para propriedades agressivas como migragao
celular, invasividade e metastases em uma variedade de tumores (LI1IZUMI et al., 2006). Porém,
ndo ha na literatura estudos que mostrem a associa¢do da atividade deste receptor com o
processo de radioresisténcia em nenhum tipo de cancer. E possivel especular que essa maior
ativacdo de EphA4 encontrada na progénie F1 5 Gy seja devido a uma maior expressao de seus
ligantes Ephrinas, as quais poderiam ser estimuladas pelo estresse da radiacéo, o que resultaria
em uma maior interacdo do EphA4 com esses ligantes. Até 0 momento, um unico estudo
relacionou a radiorresposta as Ephrinas, no qual foi observado um aumento da expressao de
Ephrina A1 em células de carcinoma de células escamosas radiorresistentes, mas ndo nas
radiossensiveis, apds exposicdo a raios gama (NOJIRI et al., 2009). Adicionalmente, outro
estudo mostrou que a Ephrina Al foi capaz de promover a angiogénese e facilitar o processo
metastatico in vivo de células tumorais de mama (BRANTLEY-SIEDERS et al., 2006),

sugerindo um papel importante para Ephrina A1 durante a progressao tumoral.

N&o ha na literatura estudos sobre a ativacdo do EphA4 em células de CCR, tampouco
sobre sua relagdo com o processo de radiorresposta em nenhum tipo de cancer. Desta forma,
investigamos o efeito da ativacdo do EphA4 nas células HT-29 através de um agonista, a
Doxasozina. A Doxasozina é um é um bloqueador o-1-adrenérgico aprovado pela Anvisa,
indicado para a hipertensdo e hiperplasia da prostata. Esta droga age como um agonista, sendo
capaz de ligar-se e ativar o receptor EphA2 em células de cancer de prostata e através de ensaios
in silico observaram que a Doxazosina também possui homologia para se ligar ao receptor
EphA4 e ativa-lo (PETTY et al 2012). No presente estudo, verificamos que o tratamento com
Doxasozina mostrou ser capaz de elevar os niveis de fosforilacdo do EphA4 na progénies F1
Cont e F1 5Gy, sendo 0 aumento nos niveis de fosforilacdo mais discretos na F1 5 Gy, uma vez

que o EphA4 ja encontra-se com altos niveis de fosforilacdo (Fig.8A).

Visto isso, analisou-se os efeitos da ativacdo deste receptor nas progénies F1 Cont, a fim
de verificar se essa ativacdo poderia gerar um fenotipo similar ao apresentado pela F1 5Gy.
Observamos que a ativacao do EphA4 na progénie F1 Cont gerou uma maior disperséo celular,
sugerindo uma alteracdo dos contatos intercelulares (Fig 8B). Esta alteracdo nos contatos
celulares foi corroborada através da analise da distribuicéo subcelular de E-caderina na progénie

F1 Cont tratada com Doxasozina (Fig. 9A). Tais resultados mostram que a E-caderina foi

43



internalizada, sendo tambem observada em aglomerados citoplasmaticos na regido perinuclear,
embora ainda haja E-caderina nos contatos intercelulares. E possivel sugerir que estes
aglomerados citoplasmaticos correspondam & E-caderina sendo internalizada em vesiculas e,
uma vez que a expressdo de E-caderina foi reduzida com o tratamento com Doxazosina
(Fig.9B), é possivel que esta proteina esteja seguindo a via de endocitose e degradacédo
lisossomal, (PALACIOS et al., 2005). Nesta linha de evidéncias, Yan e colaboradores relataram
que a ativacdo de EphA4 foi capaz de diminuir a expresséo de E-caderina e mediar a TEM em
células de hepatoma (YAN et al., 2013). Além disso, no embrido de Xenopus, por exemplo, a
atividade de EphA4 foi capaz de causar perda da adesdo celular, e da polaridade
apical/basolateral, iniciando pela desestruturacdo da ligagéo entre caderinas de células vizinhas
(WINNING et al., 2008). Ainda, Liu e colaboradores mostraram que EphA4 aumentou a
expressao de Snail, um conhecido repressor transcricional de E-caderina (LIU et al., 2014), cujo
RNA mensageiro encontra-se superexpresso nas progénies F1 5 Gy (BASTOS et al, 2014).
Essas evidéncias sugerem que além de atuar na endocitose e degradacdo de E-caderina, existe
um possivel mecanismo pelo qual EphA4 possa estar diminuindo a expressao de E-caderina a
nivel transcricional na progénies F1 5 Gy, porém, mais estudos sdo necessarios para elucidar
essa hipdtese. Adicionalmente, um outra maneira pela qual a ativacao do receptor EphA4 pode
gerar perda da adesdo celular é por endocitose do complexo Eph/Ephrina, seguido de perda de
adesédo e repulsédo celular (PASQUALE, 2008). Assim, nossos resultados mostrando que a
internalizacdo do EphA4 acontece juntamente com a E-caderina, como observado através dos
pontos de colocalizacdo citoplasmaticos entre essas duas proteinas na progénie F1 5 Gy (Fig

10), sugerem que ambas as proteinas sdo internalizadas uma vez que o EphA4 seja ativado.

Estudos mostram que a regulacéo de E-caderina por receptores Eph é reciproca e que a
adesdo intercelular dependente de E-caderina pode regular a expressao desses receptores, assim
como sua localizacdo na membrana plasmatica e sua ativacdo por Ephrinas (ARVANITIS;
DAVY, 2008; IRETON; CHEN, 2005). A regulacdo que envolve as juncOes aderentes e 0s
receptores Eph ainda nédo estéa clara e parece depender dos tipos de receptores e ligantes, assim
como do tipo celular envolvido. O fato é que a perda da expressdo de E-caderina leva ao
enfraguecimento dos contatos intercelulares, o que coincide com padrdes de expressao/ativacdo
alterados de receptores Eph. Portanto, a desregulacdo do sistema Eph/Ephrina com as juncdes
aderentes contribui para o potencial maligno de células tumorais, através de alteracBes na
adesdo intercelular (NIEVERGAL et al., 2011). No entanto, mais estudos sdo necessarios para

confirmar esta hip6tese em nosso modelo.
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A desorganizacao das juncGes aderentes causa uma maior dispersao celular, favorecendo
0 processo de migracdo e invasdo e ha evidéncias de que a ligacdo Eph/Ephrina com
subsequente ativacdo destes receptores resulte em perda da adesdo e repulsdo (NIEVERGAL
etal., 2011). Neste sentido, os resultados da figura 11C indicam que o silenciamento do EphA4
reduz o alto potencial invasivo, induzido pela radiacéo, das progénies F1 5 Gy, sugerindo que
uma maior ativacdo de EphA4 poderia contribuir para o processo de invasividade na progénie
F1 5 Gy. De fato, Estudos relatam que o EphA4 regula a disseminacao de células de prostata
através da repulséo intercelular mediado por Vav2-RhoA e que, em células de cancer de
pancreas, este receptor aumenta a atividade de MMP-2, uma metaloprotease bem conhecida por
regular a invasividade celular no CCR (LIU, et al., 2014) (BATSON, et al., 2004). Ainda no
que tange a progressao do CCR, a alta expressdo desse receptor foi associada a metastases
derivadas de tumores colorretais no figado (OSHIMA, et al., 2008), emergindo como um
possivel biomarcador para metastases hepaticas em pacientes com CCR. Células tumorais
apresentam uma alta capacidade de proliferar e formar col6nias, caracteristicas relacionadas ao
potencial maligno (QUINTANA et al, 2008). A fim de avaliar a este parametro nas progénies
silenciadas ou ndo com EphA4, foi realizado o ensaio de formacéo de colénia dependente de
ancoragem a partir de uma unica célula. Os resultados da figura 11B mostram que a F1 5Gy
apresenta uma menor capacidade de formac&o de colonia quando comparada a F1 Cont. e que
o silenciamento de EphA4 ndo foi capaz de alterar a capacidade clonogénica da F1 5Gy. Em
conjunto, estes resultados sugerem que o EphA4 cumpre um papel importante na aquisicao de
um fenotipo com maior dispersao e invasividade celular das progénies F1 5Gy mas que nao

regula a capacidade de formacé&o de col6nia dessas progénies.

Diversas vias de sinalizacdo podem ser ativadas pelo receptor EphA4, tais como MAPK
e JAK-STAT (LAl et al, 2004; SHIN, et al, 2008), e no presente estudo, investigou-se as vias
de sinalizacdo downtream de EphA4 que possam dar suporte ao fenétipo agressivo relacionado
a invasao e migracdo apresentado pela progénies F1 5 Gy. Observou-se que essa progénie
apresentava um aumento da expressdo de p-AKT, p-ERK 1/2, p-GSK3 e p-B-catenina, em
relacdo & F1 Controle (Fig. 12A). A fosforilacdo de GSK3 e de [B-catenina, corrobora 0s
resultados obtidos no trabalho previamente publicado pelo nosso Grupo, no qual as progénies
F1 5 Gy apresentaram ativacdo da via Wnt/B-catenina, na qual essas duas proteinas cumprem
um papel fundamental (BASTOS et al., 2014). Nossos resultados mostram que a ativagéo de
ERK 1/ 2 na progénie F1 5Gy parece ser dependente de EphA4, uma vez que o silenciamento
deste receptor levou a uma dréstica redugdo dos niveis de fosforilagdo de ERK1/2 (Fig. 12C).

Tal resultado est& de acordo com relatos da literatura que observaram a ativagdo transiente de
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MAPK pela via “forward” do EphA4 em células derivadas de cancer de prostata (SHIN et al.,
2008). Também com relatos que mostram que a ativacdo das vias de sinalizacdo de
MAPK/Akt/Rac1/Cdc42 downstream de EphA4 estdo envolvidas com o aumento da migracéo
em células de glioma (FUKAI et al., 2008).

As vias de PI3BK/AKT e ERK 1/2 sdo, de forma, geral associadas aos processos de
sobrevivéncia e proliferacdo celular, sendo bem descrito o papel dessas vias durante as
primeiras etapas da tumorigénese. Porém, pouco se sabe sobre seu papel em eventos tardios da
progressdo tumoral. Estudos recentes mostram que ativacdo da via de PISBK/AKT e ERK 1/2
regulam tanto processos de sobrevivéncia e resisténcia a tratamentos quanto processos de
migracdo e invasao relacionados a falha terapéutica, atraves de vias de sobrevivéncia alteradas
e interconectadas com vias de invasividade. (ALEXANDER; FRIEDL, 2012). Portanto, a
ativacdo dessas vias pode ser responsavel pelo suporte ao fendtipo resistente e agressivo
apresentado pela progénie F1 5 Gy. De fato, a figura 13B mostra que o tratamento com 0s
inibidores de MEK e o tratamento conjunto com inibidor de MEK e de PI3K foi capaz de reduzir
o alto potencial migratério induzido pela radiagdo na progénie F1 5 Gy, sugerindo que este
efeito é correspondente apenas ao inibidor de MEK. No entanto, apenas o tratamento com o
inibidor de PI3K reverteu o alto potencial invasivo apresentado pelas progénies F1 5 Gy, sendo
este efeito potencializado com o tratamento conjunto dos dois inibidores (Fig.13C). De acordo
com este resultado, diversos estudos pré-clinicos e clinicos, inclusive em CCR, sugerem que a
inibicdo concomitante de ambas as vias PI3K/AKT e MAPK potencializa a eficacia do
tratamento em comparacdo a inibicao isolada de cada uma das vias, uma vez que: a) ha robustas
evidéncias de que essas vias apresentem varios pontos de crosstalk; b) A inibicdo de apenas
uma via gera um efeito compensatorio através da outra via por mecanismo de feedback
envolvendo MEK/EGFR/PI3K; c) estudos relatam que a ativacdo da via PI3BK/AKT gera
resisténcia ao inibidor de MEK, e vice-versa (ROPER et al., 2014; SHIMIZU et al., 2012).
Porém, o impacto clinico da grande toxicidade causada pela inibicdo de ambas as vias

permanece em avaliagéo.

A inibicéo isolada das vias de sinalizacdo de PI3K/AKt e ERK é aplicada em diversos
pré-clinicos e parecem ter resultados promissores (ROPER, et al., 2014). Embora ainda nenhum
inibidor dessas vias tenha sido aprovado para o tratamento do CCR, estudos de fase Il
randomizados com pacientes com tumores de pancreas e de rim, obtiveram bons resultados com
o inibidor da via de pi3k/akt/mtor, resultando na aprovacao do Everolimos e Temsirolimus para
os referidos tipos tumorais (MOTZER, et al., 2008) (YAO, et al., 2011). Além disso, o inibidor

de MEK Trametinib foi recentemente aprovado pelo FDA (food and drug administration) para
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o tratamento de melanomas. Quanto a tumores colorretais, atualmente ha em curso estudos de
fase I Il com inibidores de da sinalizacdo de AKT, MK2206 e Nelfinavir, respectivamente.Ha
também um estudo de fase | testando o inibidor de MEK AZD6244 em conjunto com
quiomioradioterapia em pacientes com tumores de reto. Nesse contexto, nossos resultados
mostram que as vias PI3K/AKT e ERK1/2 cumprem um importante papel no fenotipo agressivo
apresentado pelas progénies de células sobreviventes a radiacdo, e sugerem que estas vias
possam ser responsaveis pela falha terapéutica relacionada aos eventos bioldgicos que

envolvem invasao celular apds a RT em cancer de reto.

Estudos mostraram a ativacdo de ambas as vias PISBK/AKT e MAPK pelo EphA4 em
células de glioma (FUKAI et al, 2008), e nossos resultados indicam que a alta ativacéo da via
de ERK1/2 na F1 5Gy seja dependente de EphA4. E necessario confirmar esta hipdtese assim
como investigar se a ativacdo da via PISBK/AKT é downstream de EphA4 no nosso modelo
celular. No entanto, considerando que o bloqueio de um receptor upstream as duas principais
vias de sinalizacdo no cancer possa ser um alvo terapéutico promissor, a inibicdo de EphA4
poderia ser uma estratégia interessante a ser usada em conjunto com a radioterapia a fim de

reduzir as altas taxas de falha terapéutica causada pela invasdo local e metastatizacao.

Quanto ao desenvolvimento de drogas com alvo em EphA4, até o momento, ndo ha
estudos clinicos em andamento com inibidores desse receptor para o tratamento do cancer, uma
vez que o interesse em seu papel na tumorigénese é recente e seu entendimento é desafiado pela
alta complexidade do sistema Eph/Ephrina. A associacdo de EphA4 com neuropatologias é
melhor entendida e, nesta area, tem surgido alguns estudos em humanos usando um peptideo
antagonista de EphA4 que tem obtido bons resultados quanto ao aumento da sobrevida na
doenca neuronal motora (VAN HOECKE, 2012). Tal peptideo poderia ser futuramente testado
guanto a seu efeito em reduzir as propriedades agressivas de tumores. Além disso, alguns
estudos in vitro tém focado no desenvolvimento de novos inibidores de EphA4 (QIN et al.,
2008; LAMBERTO et al., 2014). Portanto, o interesse no papel do receptor EphA4 quanto a
regulacdo de propriedades malignas vém crescendo e revelando que o blogueio de EphA4
poderia ser uma estratégia terapéutica interessante no combate ao cancer, particularmente, o
CCR.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento do CCR requer uma abordagem multidisciplinar cirargica, quimioterapica e
radioterapica e, até pouco tempo, 0 Unico tratamento quimioterapico utilizado para CCR era o
5-fluorouracil (5-FU) sozinho ou combinado com oxaliplatina e irinotecano (WALDNER;
NEURATH, 2010). Novas terapias-alvo com anticorpos monoclonais contribuiram para o
tratamento de CCR, porém, apenas alguns subgrupos de pacientes se beneficiam dessa
abordagem devido a resisténcia dos tumores a essas drogas (WALDNER; NEURATH, 2010).
Tais fatos evidenciam a necessidade da descoberta de novos alvos terapéuticos para o
tratamento do CCR. Além disso, a radioterapia € amplamente utilizada em tumores avancados
de reto e as altas taxas de recorréncia local mais agressiva e metastases refratarias constituem
o principal motivo de falha terapéutica (MADANI et al., 2008; VICINI et al., 2003). Desta
forma, torna-se de extrema relevancia o estudo dos mecanismos celulares que regulam os
eventos relacionados a invasividade e metastase ap0s exposicdo a radiacdo, 0s quais Sao

responsaveis pela falha do tratamento.

Embora mais estudos sejam necessarios para elucidar o papel de EphA4 na radiorresposta,
0 presente estudo mostrou que o aumento da atividade de EphA4 induzido pela radiacdo pode
ser responsavel pela desorganizacdo da adesdo intercelular das progénies de células
sobreviventes a radiacdo. Tal fato poderia contribuir para o alto potencial migratério e invasivo,
através da ativacdo de vias de sinalizacdo centrais como PI3K/AKT e MAPK. Os resultados
também mostram que estas vias de sinalizacdo, classicamente relacionadas a proliferacdo e
sobrevivéncia, podem cumprir um papel essencial na manutencdo de um fenétipo resistente e
agressivo, reforcando a ideia de que estes eventos ndo sdo isolados e que a aquisicdo de
resisténcia a um tratamento pode favorecer um fenotipo invasivo e vice-versa (ALEXANDER,;
FRIEDL, 2012).

Em conjunto, esses dados possibilitam um maior entendimento do processo de
radiorresposta, com o intuito de contribuir para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos
gue possam ser usados em conjunto com a radioterapia a fim de diminuir as altas taxas de falha

terapéutica deste importante tipo de cancer.
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8. CONCLUSOES

e A progénie de células sobreviventes a radiacdo, caracterizada por um fenotipo
relacionado & TEM, resistente e agressivo, apresenta um aumento da atividade do

receptor tirosina quinase EphA4;

e A ativagdo do EphA4 parece estar relacionada com a downregulagéo e a
internalizacdo da E-caderina o que contribuiria para a desorganizacéo das juncées

aderentes;

e Os resultados do silenciamento do EphA4 indicam que o este receptor pode
contribuir para o alto potencial invasivo e regular a ativagdo de ERK1/2 na

progénie de células sobreviventes;

e As vias de sinalizacdo PISK/AKT e ERK1/ 2 estdo mais ativas na progénie de
celulas sobreviventes e sdo responsaveis pelo alto potencial migratorio e invasivo

apresentado por elas.

e Asvias de PI3BK/AKT e ERK1/2 podem constituir alvos interessantes para novas
combinacg0es terapéuticas em conjunto com a radioterapia, com intuito de reduzir

o fenotipo agressivo das células que sobrevivem ao tratamento.

e O Epha4 pode ser um interessante marcador e alvo terapéutico a ser usado
juntamente com a radioterapia, a fim de reduzir os eventos relacionados a falha

terapéutica pos-radioterapica no CCR.
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