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RESUMO 
 
Papel do domínio de transativação C-terminal na apoptose induzida por 

NFAT1 e o potencial uso do CA-NFAT1 na terapia gênica contra o câncer 

 
A família do fator nuclear de células T ativadas (NFAT) é composta por quatro 

membros regulados por influxo de cálcio. Embora, os fatores de transcrição NFAT 

apresentem algumas sobreposições de função na regulação gênica, vários estudos 

têm mostrado papéis distintos para as proteínas NFAT na regulação da morte celular. 

O domínio de transativação C-terminal (TAD-C) é a região que apresenta a menor 

similaridade de sequência entre as proteínas NFAT. O TAD-C é essencial para 

interação entre o NFAT1 e diferentes proteínas, no entanto, sua contribuição para 

indução de morte celular pelo fator NFAT1 é pouco conhecida. Recentemente, foi 

demonstrado também que o NFAT1 pode cooperar com a via oncogênica de Ras-Raf-

MEK-ERK para induzir apoptose. Portanto, temos como objetivos avaliar quais regiões 

do TAD-C do NFAT1 são necessárias para indução de apoptose e se a forma 

constitutivamente ativa do NFAT1 (CA-NFAT1) pode ser utilizada como terapia gênica 

para indução de morte celular em tumores. Aqui, nós descrevemos pelo menos duas 

regiões do TAD-C do NFAT1, que conferem atividade proapoptótica ao NFAT1. Além 

disso, mostramos que quando fundido ao TAD-C do NFAT1, o fator NFAT2, que está 

associado à transformação celular, induz a apoptose em fibroblastos. Em seguida, 

observamos que os fibroblastos transformados com H-RasV12 sofreram apoptose de 

forma intensa mediante tratamento com adenovírus carreando o gene CA-NFAT1 

(AdCANFAT1). No entanto, não foi possível observar morte celular na maioria das 

células tumorais testadas mediante transdução com AdCANFAT1. Apenas as culturas 

das linhagens tumorais de cólon testadas sofreram apoptose moderada quando 

tratadas com AdCANFAT1. Além disso, observamos que o tratamento com 

AdCANFAT1 levou a um massivo aumento da expressão de TNF em todas as 

linhagens avaliadas. Portanto, estes resultados sugerem que as linhagens de cólon 

testadas são susceptíveis a apoptose induzida por NFAT1, entretanto, mais estudos 

são necessários para compreender os aspectos moleculares que tornam, somente, 

essas linhagens celulares susceptíveis a morte celular induzida por CA-NFAT1. 

 
Palavras-chave: NFAT; apoptose; câncer; terapia gênica 
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ABSTRACT 
 
Role of C-terminal transactivation domain in NFAT1-driven apoptosis and 

the putative use of CA-NFAT1 as gene therapy against cancer 
 

The family of nuclear factor of activated T cells (NFAT) consists of four calcium-

regulated members. Although, the NFAT transcription factors display some overlapping 

functions on gene regulation, several studies has shown different roles for NFAT 

proteins on cell death regulation. The C-terminal transactivation domain (TAD-C) is the 

NFAT protein region that shows the lowest similarity among all NFAT factors. The TAD-

C is essential to promote interaction between NFAT1 and other proteins, however, its 

contribution to cell death induction by NFAT1 is poorly understood. Recently, it has 

been described that NFAT1 may cooperate with the oncogenic Ras-Raf-MEK-ERK 

signaling pathway to induce apoptosis. Thus, we aim to assess which region inside 

NFAT1 TAD-C is required to induce apoptosis and evaluate whether the constitutively 

active form of NFAT1 (CA-NFAT1) can be applied as gene therapy to induce cell death 

in tumors. Here, we described at least two regions of NFAT1 TAD-C that confer pro-

apoptotic activity to NFAT1. Furthermore, we showed that when fused to NFAT1 

TAD-C, NFAT2, which is associated with cell transformation, induces apoptosis in 

fibroblasts. Next, we observed that H-RasV12 transformed fibroblasts suffer intense 

apoptosis when treated with CA-NFAT1 carrying adenovirus (AdCANFAT1). 

Nevertheless, we did not observe cell death on the majority of tumor cell lines analyzed 

upon AdCANFAT1 treatment. Only two colon tumor cell lines suffered moderate 

apoptosis upon AdCANFAT1 transduction. Further, we observed that AdCANFAT1 

treatment induced a massive increase in TNF gene expression in all analyzed cell lines. 

Therefore, these results suggest that colon cancer cells are susceptible to NFAT1-

induced apoptosis, nevertheless, further studies are required to better understand the 

molecular features that are involved in turning, only, these cell lines susceptible to 

CA-NFAT1-induced cell death. 

 

Keywords: NFAT; apoptosis; cancer; gene therapy 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Família de fatores de transcrição NFAT 

As proteínas pertencentes à família NFAT (nuclear factor of activated T cells) 

de fatores de transcrição desempenham um papel central na transcrição gênica 

durante a resposta imune. Entretanto, após a caracterização molecular e isolamento 

de cada uma das proteínas da família NFAT ficou claro que a sua expressão não é 

restrita às células T, pelo menos um membro da família NFAT é expresso em quase 

todos os tipos celulares examinados (Macian, 2005; Vihma et al., 2008). Atualmente, 

cinco proteínas já foram descritas e caracterizadas como membros da família NFAT: 

NFAT1 (NFATp; NFATc2); NFAT2 (NFATc; NFATc1); NFAT3 (NFATc4); NFAT4 

(NFATx; NFATc3) e NFAT5 (TonEBP; OREBP) (Rao et al., 1997; Macian, 2005). 

Destes cinco membros, os quatro primeiros são regulados por influxo de cálcio e o 

último por estresse hiperosmótico (Macian, 2005). Todas as proteínas NFAT são 

capazes de transativar o promotor de IL-2 e apresentam um domínio de ligação ao 

DNA (DBD) altamente conservado (Masuda et al., 1998). Este DBD confere a 

mesma especificidade de ligação ao DNA a todos os membros da família NFAT. Os 

membros NFAT1-4 compartilham uma região N-terminal conservada denominada de 

região de homologia do NFAT que confere a regulação por influxo de cálcio. O único 

membro da família NFAT não regulado por cálcio, o NFAT5, possui características 

peculiares que o difere dos demais membros. Além das quatro proteínas 

originalmente descritas, os membros NFAT1-4 possuem diversas variantes 

provenientes de splicing, inícios alternativos de transcrição e/ou sinais alternativos 

de poliadenilação, culminando em 36 diferentes variantes humanas para estes 

genes (Vihma et al., 2008). Na Figura 1.1 estão representadas esquematicamente 

1 

 



as estruturas primárias, os principais domínios das proteínas NFAT1-4 e algumas de 

suas isoformas. 

            

Figura 1.1. Representação esquemática das proteínas da família NFAT de fatores de 

transcrição. As proteínas desta família apresentam um domínio de ligação ao DNA (DBD), altamente 

conservado entre si. A região de homologia do NFAT (NHR), responsável pela regulação do NFAT via 

influxo de cálcio, é conservada entre os membros NFAT1-4. Os dois domínios de transativação 

(TAD), N- e C- terminais, estão representados na figura. Entre as isoformas, cores idênticas 

representam sequências idênticas. Além desses domínios, estão representados alguns motivos 

conservados (quadrados coloridos presentes nos TADs) entre diferentes membros da família. 
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O domínio de ligação ao DNA, a principal região de homologia entre as 

proteínas NFAT, confere a todos os membros a capacidade de se ligar a sequência 

de DNA consenso 5’ A/TGGAAA 3’ e está situado entre os resíduos de aminoácidos 

410 e 680 de cada membro da família NFAT (Figura 1.1). Este DBD possui uma 

similaridade moderada na sequência primária, porém, demonstra uma forte 

similaridade estrutural com o DBD da família Rel de fatores de transcrição. As 

proteínas NFAT possuem, entre si, 60-70% de identidade de sequência do DBD, no 

entanto, em comparação com membros da família Rel há somente 15-17% de 

identidade (Macian et al., 2001). Este DBD contém a alça de reconhecimento 

altamente conservada (RFRYXCEG) das proteínas da família Rel, representada na 

família NFAT pela sequência igualmente conservada RAHYETEG, onde cada um 

dos resíduos sublinhados entra em contato com o DNA (Jain et al., 1995). 

Já a região de homologia do NFAT (NHR) de aproximadamente 300 

aminoácidos, que está localizada adjacente ao DBD na parte N-terminal, possui uma 

menor similaridade entre os membros da família NFAT. Apesar da baixa 

similaridade, esta região apresenta grande conservação de vários motivos 

característicos das proteínas NFAT e é responsável por controlar a localização 

subcelular do NFAT. Mediante a um aumento sustentado do cálcio intracelular, o 

NFAT sofre uma mudança conformacional expondo o seu sinal de localização 

nuclear (NLS) e transloca do citoplasma para o núcleo (Okamura et al., 2000). A 

região de homologia do NFAT é altamente fosforilada em vários resíduos de serina 

conservados, os quais são desfosforilados em resposta ao aumento de cálcio 

intracelular (Macian, 2005).  

Em células em repouso, o NFAT está fosforilado, reside no citoplasma e 

apresenta baixa afinidade pelo DNA. Em condições fisiológicas, a sinalização via 

receptores de superfície acoplados à ativação de fosfolipase C-γ (PLCγ), tais como 
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imunorreceptores e receptores associados à proteína G, leva a geração de inositol-

(1,4,5)trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). Enquanto DAG leva a ativação da via de 

Ras-MAPK/PKC, IP3 medeia a liberação de cálcio dos estoques intracelulares via 

receptor de IP3 (IP3R). Mediante a depleção dos estoques de cálcio, a proteína 

STIM1 forma oligômeros que se movem para junção do retículo endoplasmático com 

a membrana plasmática, onde interage com o canal de cálcio ORAI1 (Shou et al., 

2015). Essa interação leva a uma mudança conformacional em ORAI1 resultando 

em um aumento sustentado nos níveis intracelulares de cálcio, que por sua vez, leva 

a ativação da fosfatase de serina-treonina calcineurina, o principal regulador do 

NFAT. A calcineurina ativada desfosforila o NFAT, promovendo a exposição do seu 

NLS e consequente translocação nuclear. No núcleo, o NFAT coopera com 

proteínas parceiras, genericamente denominadas NFATn, formando heterodímeros 

ou homodímeros, e regula a expressão de diversos genes (Figura 1.2) (Macian, 

2005; Falvo et al., 2008). A ativação de proteínas parceiras pode ocorrer através da 

ativação de outras vias, paralelamente à ativação da via de NFAT. Por exemplo, a 

principal proteína parceira do NFAT já descrita, a proteína ativadora 1 (AP1), é 

ativada pelas vias de Ras-MAPK/PKC (Macian et al., 2001). Passado o estímulo de 

cálcio, o NFAT é refosforilado por diferentes proteínas quinases, como quinase de 

caseína 1 (CK1), DYRK2 e quinase de sintase de glicogênio 3 (GSK3) (Beals et al., 

1997; Zhu et al., 1998; Gwack et al., 2006). A refosforilação do NFAT promove uma 

mudança conformacional onde o NLS é escondido e a sequência de exportação 

nuclear (NES) é exposta (Okamura et al., 2000). Além dessas proteínas quinases, 

dois potentes inibidores da calcineurina são capazes de interferir na ativação do 

NFAT, ciclosporina (CsA) e FK506. Devido à grande importância do NFAT na 

resposta imune, ambos os inibidores são potentes imunossupressores utilizados 

amplamente para evitar a rejeição de tecidos transplantados. Além desses 
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inibidores, um pequeno peptídeo, VIVIT, é capaz de inibir especificamente a 

desfosforilação do NFAT mediada pela calcineurina competindo pelo mesmo sítio de 

ligação. A calcineurina se liga ao NFAT em uma sequência consenso (PXIXIT) 

presente na NHR, e o peptídeo VIVIT é uma versão de alta afinidade desta 

sequência capaz de se ligar mais avidamente à calcineurina (Aramburu et al., 1998). 

 

Figura 1.2. Via de sinalização dos fatores de transcrição NFAT. Representação esquemática da 

ativação e translocação do NFAT para o núcleo. PLC – Fosfolipase C; PIP2 – Fosfatidilinositol-(4,5) 

bifosfato; DAG – Diacilglicerol; IP3 – Inositol-(1,4,5) trifosfato; STIM – Molécula de interação estromal; 

CRAC – Canal de cálcio responsivo à liberação de cálcio; CaM – Calmodulina; AP1 – Proteína 

ativadora 1; NLS – Sinal de localização nuclear; P – Grupamento Fosfato. 

 

Além do domínio de ligação ao DNA e da região regulatória, as proteínas 

NFAT possuem dois importantes domínios de ativação da transcrição (TAD – 

transcriptional activation domain) localizados nas regiões N- e C-terminais (Luo et 
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al., 1996b). Estes domínios possuem relativamente pouca conservação de 

sequência e são, possivelmente, as principais regiões responsáveis pelas diferenças 

na regulação gênica entre as diferentes isoformas e membros da família NFAT. O 

TAD N-terminal (TAD-N) se estende até os primeiros 100 aminoácidos das 

proteínas NFAT. Enquanto, o TAD C-terminal (TAD-C), localizado logo após o DBD, 

pode variar de 10 a 470 resíduos de aminoácidos dependendo da isoforma 

(Figura 1.1). Apesar da fraca conservação de sequência, dentro destas regiões 

existem pequenos motivos conservados. No TAD-N do NFAT1, existe um motivo N-

terminal composto por vários resíduos acídicos/hidrofóbicos, 25QDELDFSILFDYE37, 

que se assemelham a motivos acídicos de ativação da transcrição (Cress e 

Triezenberg, 1991; Schmitz et al., 1994). Motivos similares estão presentes no 

NFAT2/β, NFAT2/B, NFAT2/C, NFAT3 e NFAT4 (Figura 1.1). Já no TAD-C das 

proteínas NFAT, há outro caso de conservação de sequência, onde o NFAT1/C 

apresenta o motivo C-terminal, 900LDQTYLDDVNEIIRKEFS917, altamente similar aos 

existentes no NFAT2/C, NFAT3 e NFAT4/x (Figura 1.1). Interessantemente, o 

NFAT1/C é mais ativo em ensaios de transativação do que a isoforma NFAT1/B, que 

não possui parte deste motivo C-terminal (Figura 1.1) (Luo et al., 1996a). 

Corroborando este dado, o mesmo ocorre para o NFAT4/x que possui um motivo C-

terminal bem semelhante ao presente no NFAT1/C. Em ensaios de transativação, o 

NFAT4/x induz a uma transativação maior do que a isoforma NFAT4/C que não 

possui parte do motivo C-terminal (Figura 1.1) (Imamura et al., 1998). 

 A regulação gênica mediada por NFAT, normalmente, ocorre através da sua 

ligação a regiões promotoras ou a enhancers dos genes-alvo. Uma notável 

característica da maioria dos promotores e enhancers dependentes de NFAT é a 

existência de múltiplos sítios de ligação do NFAT. Isto foi primeiramente observado 

no enhancer de IL-2 (Randak et al., 1990) e no promotor de IL-4 (Chuvpilo et al., 
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1993), mas o mesmo também ocorre para outros genes regulados por NFAT (Rao et 

al., 1997). Geralmente, cada uma dessas regiões regulatórias contém de três a cinco 

sítios para ligação do NFAT, dentro de uma região de 200 a 300 pares de base. A 

existência de múltiplos sítios, possivelmente, implica em interações sinérgicas entre 

complexos transativadores contendo NFAT para que ocorra uma ativação da 

transcrição efetiva. Além disso, os TADs nas regiões N- e C-terminais das proteínas 

NFAT auxiliam no recrutamento de coativadores, correpressores ou outros fatores 

de transcrição que podem compor complexos reguladores, promovendo uma 

ativação ou repressão da transcrição mais efetiva (Masuda et al., 1998). 

 

1.1.1 NFAT1 

O NFAT foi primeiramente descrito como um fator indutível essencial para a 

expressão de IL-2 em células T ativadas (Shaw et al., 1988; Ullman et al., 1990). O 

primeiro membro da família NFAT, o NFAT1, foi inicialmente purificado de extratos 

citoplasmáticos do clone Ar-5 de células T murinas, através de cromatografia de 

afinidade utilizando o sítio distal do NFAT presente no promotor da IL-2 murina, e 

clonado a partir de bibliotecas de cDNA do mesmo clone (Mccaffrey et al., 1993). O 

NFAT1 é principalmente expresso em células T e em diversas células do sistema 

imune (Rao et al., 1997), mas também já foi detectada presença da proteína em 

células de músculo esquelético (Abbott et al., 1998), células cartilaginosas (Ranger 

et al., 2000), neurônios (Ho et al., 1994), adipócitos (Ho et al., 1998) e endotélio 

(Cockerill et al., 1995). Três variantes de splicing, NFAT1/A, NFAT1/B e NFAT1/C 

foram inicialmente descritas em camundongos e duas variantes, NFAT1/B e 

NFAT1/C, foram detectadas em humanos (Figura 1.1) (Luo et al., 1996a). As 

variantes diferem na região do TAD-C, divergindo no resíduo de aminoácido 909 em 

camundongos e no resíduo 907 em humanos (Luo et al., 1996a). NFAT1/B e 
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NFAT1/C são as isoformas predominantemente expressas em células T murinas e 

humanas (Wang et al., 1995). Além dessas, outras isoformas do NFAT1 que variam 

na região do TAD-N já foram descritas (Vihma et al., 2008). Apesar do grande 

número de variantes do NFAT1, há poucos estudos comparativos sobre possíveis 

papéis divergentes entre estas variantes. 

 

1.2 Apoptose 

Metazoários frequentemente precisam livrar-se de células para manter a 

fisiologia regular dos tecidos. Para tal, tão importante como o ciclo e a diferenciação 

celular, a morte celular programada permite ao organismo controlar, rigorosamente, 

o número de células e o tamanho dos tecidos, e proteger a si mesmo de células que 

possam vir a ameaçar a homeostase do organismo. A apoptose é um dos principais 

mecanismos de proteção contra o surgimento de câncer. Este é o primeiro tipo de 

morte celular programada a ser descrito, sendo caracterizado por mudanças 

morfológicas acompanhadas de redução do volume celular, retração de 

pseudópodos, condensação de cromatina, fragmentação nuclear, blebbing da 

membrana plasmática e engolfamento dos restos celulares por células fagocitárias in 

vivo (Kerr et al., 1972; Kroemer et al., 2009). A maioria dessas mudanças 

morfológicas é causada por um determinado grupo de cisteíno-proteases que são 

ativadas especificamente em células apoptóticas. Essas proteases, denominadas de 

caspases, são sintetizadas como zimogênios e convertidas a proteases ativas 

mediante sinais indutores de apoptose (Assuncao Guimaraes e Linden, 2004). As 

caspases podem ser divididas em dois grupos: as caspases iniciadoras (caspase-1, 

-2, -4, -5, -8, -9, -10 e -14) que são ativadas por autoproteólise induzida por 

oligomerização e as caspases efetoras (caspase-3, -6 e -7) que são ativadas por 

outras proteases, como as caspases iniciadoras e granzima B (Assuncao Guimaraes 
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e Linden, 2004). Entretanto, as caspases não são as únicas proteínas efetoras da 

apoptose, mediante a permeabilização da membrana externa da mitocôndria, outras 

proteínas como, o fator de indução da apoptose (AIF) e a endonuclease G (EndoG), 

são liberadas e induzem a apoptose (Figura 1.3) (Lorenzo et al., 1999; Li et al., 

2001). 

A apoptose pode ser induzida por diferentes estímulos como, por exemplo, 

privação de fatores de crescimento, sinais extrínsecos ou algum tipo de 

dano/estresse celular. Duas vias de sinalização são as principais responsáveis pela 

ativação da apoptose: a via intrínseca e a via extrínseca da apoptose (Amarante-

Mendes e Green, 1999; Zimmermann et al., 2001; Galluzzi et al., 2012). Na via 

intrínseca, a mitocôndria desempenha um papel central, liberando fatores 

apoptogênicos, tais como o citocromo c, do espaço intermembrana para o 

citoplasma, que por sua vez é capaz de formar um complexo heptamérico com 

Apaf-1, caspase-9 e dATP conhecido como apoptossomo (Amarante-Mendes e 

Green, 1999; Zimmermann et al., 2001). Neste contexto, caspase-9 torna-se ativa e 

é capaz ativar através de proteólise as caspases efetoras -3, -6 e -7 (Figura 1.3). Já 

na via extrínseca, sinais extracelulares podem induzir a apoptose através da 

ativação de receptores de morte, tais como TNFR-1, Fas (CD95), TRAILR-1 e 

TRAILR-2 (Amarante-Mendes e Green, 1999; Zimmermann et al., 2001). A ativação 

desses receptores induz a oligomerização de procaspase-8 ou -10 e sua 

consequente ativação por autoproteólise (Assuncao Guimaraes e Linden, 2004). A 

ativação destas caspases leva a ativação direta de caspases efetoras ou a 

integração da via extrínseca com a via intrínseca através da clivagem da proteína 

Bid (Figura 1.3) (Wei et al., 2000). Além dessas duas principais vias, a apoptose 

também pode ser induzida por estresse do retículo endoplasmático, geralmente 

causado pelo dobramento incorreto de proteínas (Kim et al., 2008). A principal 
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proteína desencadeadora da apoptose via estresse de retículo, descrita em 

camundongos, é a caspase-12. Esta proteína é capaz de ativar caspase-9 e 

desencadear a apoptose (Kim et al., 2008). No entanto, a maioria dos humanos não 

possui uma caspase-12 funcional. Possivelmente, a caspase-4 humana, que possui 

57% de homologia com a caspase-12 murina, seria capaz de desencadear a 

apoptose induzida por estresse de retículo endoplasmático (Szegezdi et al., 2003; 

Kim et al., 2008). Mais detalhes sobre as vias intrínseca e extrínseca da apoptose 

serão descritos a seguir. 

       

Figura 1.3. Representação das vias extrínseca e intrínseca da apoptose. A via extrínseca está 

representada a partir da ativação dos receptores de morte (na figura está exemplificado pelo receptor 

Fas (CD95)) que ativam a caspase iniciadora –8. A via intrínseca está representada a partir do dano 

ao DNA que leva ativação da via mitocondrial. As duas vias são capazes de ativar caspases efetoras, 

como a caspase-3, que induzem a apoptose. Mais detalhes sobre as duas vias estão descritos no 

texto. Figura adaptada (Hengartner, 2000). 
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1.2.1 Via intrínseca da apoptose 

A permeabilização da membrana externa da mitocôndria e a liberação do 

citocromo c, do espaço intermembrana para o citoplasma, são essenciais para 

formação do apoptossomo e consequente ativação da via intrínseca da apoptose.  

Embora, haja controvérsias sobre o exato mecanismo pelo qual ocorre a 

permeabilização da membrana externa, não há dúvidas de que as proteínas da 

família Bcl-2 estão envolvidas (Chipuk e Green, 2008). A família de proteínas Bcl-2 é 

dividida em três grupos, baseado na presença de até quatro domínios de homologia 

a Bcl-2 (Bcl-2 homology domain – BH1-4). O primeiro grupo é composto pelas 

proteínas antiapoptóticas tais como, Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xL, A1 e Mcl-1 que possuem 

os quatro domínios BH (BH1-4). Já o segundo grupo é composto pelas proteínas 

proapoptóticas efetoras, tais como Bax e Bak que possuem três domínios BH 

(BH1-3). E finalmente, o terceiro grupo que é composto por proteínas proapoptóticas 

BH3-only tais como, Bim, Bid, Bik, Bad, Noxa e Puma que possuem apenas o 

domínio BH3 (Chipuk e Green, 2008). 

As proteínas proapoptóticas efetoras Bax e Bak são responsáveis pela 

permeabilização da membrana externa da mitocôndria, através da criação de um 

poro por onde são liberados os fatores apoptogênicos (Figura 1.3) (Leber et al., 

2007; Chipuk e Green, 2008). Em oposição a essas proteínas, estão as proteínas 

antiapoptóticas da família Bcl-2 geralmente localizadas na membrana externa 

mitocondrial que impedem a formação deste poro pelas proteínas Bax e Bak (Leber 

et al., 2007; Chipuk e Green, 2008). Na ausência de qualquer estímulo indutor de 

apoptose, as proteínas antiapoptóticas estão constantemente inibindo as proteínas 

proapoptóticas efetoras (Chipuk e Green, 2008). No entanto, estímulos apoptóticos 

podem levar a ativação das proteínas proapoptóticas BH3-only que agem através de 

interações proteína-proteína com as proteínas antiapoptóticas ou proapoptóticas 
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efetoras, sensibilizando a célula ou promovendo diretamente a apoptose (Leber et 

al., 2007; Chipuk e Green, 2008). Dentro deste grupo de proteínas proapoptóticas 

BH3-only, Bid e Bim são as únicas que podem ativar diretamente Bax e Bak (Wei et 

al., 2000; Kuwana et al., 2005). As demais proteínas BH3-only agem apenas como 

sensibilizadores ao interagir com as proteínas antiapoptóticas, impedindo-as de se 

ligar às proteínas proapoptóticas efetoras e desempenhar suas funções (Chipuk e 

Green, 2008). 

A partir da permeabilização da membrana externa da mitocôndria não há 

retorno e a liberação de fatores apoptogênicos da mitocôndria, tais como citocromo c 

e Smac/DIABLO, levam ao desencadeamento da apoptose (Liu et al., 1996; Du et 

al., 2000; Verhagen et al., 2000). Enquanto, o citocromo c se liga a Apaf-1, a 

proteína Smac/DIABLO impede a inibição das caspases por proteínas inibidoras da 

apoptose (IAPs), liberando caspase-9 da inibição e permitindo sua associação ao 

complexo Apaf-1/citocromo c (Figura 1.3) (Ekert et al., 2001). Esta associação leva a 

ativação das caspases efetoras -3, -6 e -7, entre elas, a caspase-3 é a 

predominante. Juntas as três caspases efetoras levam ao fenótipo apoptótico pela 

clivagem de vários substratos (Figura 1.3) (Zimmermann et al., 2001). Por exemplo, 

a fragmentação de DNA é causada pela ação da caspase-3 no complexo formado 

por CAD (caspase-activated DNAse), uma nuclease, e iCAD (inhibitor of caspase-

activated DNAse), seu inibidor. Em células não apoptóticas, CAD se encontra em um 

complexo inativo com iCAD, entretanto, durante a apoptose, a caspase-3 cliva iCAD 

levando a ativação de CAD e consequente fragmentação do DNA (Zimmermann et 

al., 2001). Outro exemplo é a formação de blebbing de membrana, que ocorre em 

decorrência à clivagem de gelsolina, PAK2 (p21-activated kinase 2) e fodrina 

(Zimmermann et al., 2001). 
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1.2.2 Via extrínseca da apoptose 

Os receptores de morte da família do TNFR (tumoral necrosis factor – 

receptor), tais como TNFR-1, Fas (CD95), TRAILR-1 e TRAILR-2, são o ponto de 

partida para a ativação da via extrínseca da apoptose. Os membros dessa família 

são caracterizados por uma sequência de 80 aminoácidos na porção intracelular da 

proteína, denominada de domínio de morte (DD), que é essencial para transmissão 

do sinal de apoptose (Amarante-Mendes e Green, 1999). Cada um desses 

receptores pode disparar vias específicas de sinalização, na Figura 1.3 temos 

representada a via do receptor Fas. Após receber o sinal do seu ligante (FasL), o 

receptor Fas multimeriza e recruta a proteína adaptadora FADD através de interação 

homotípica entre os seus DD (Amarante-Mendes e Green, 1999). Além do DD, 

FADD possui outro domínio chamado de domínio efetor de morte (DED) que 

interage especificamente com o DED presente na procaspase -8 e -10, formando um 

complexo (Amarante-Mendes e Green, 1999). Este complexo formado por Fas, 

FADD e procaspase (-8 ou -10) promove a autoproteólise das procaspases levando 

à ativação das caspases e ao desencadeamento da via extrínseca da apoptose 

(Salvesen e Dixit, 1999). A interação entre a procaspase-8 e FADD neste complexo, 

pode ser impedida pela proteína c-FLIP, um homólogo degenerado das caspases 

incapaz de desencadear a via de sinalização da apoptose (Figura 1.3) (Irmler et al., 

1997). 

A ativação de caspase-8 é capaz de levar a clivagem e consequente ativação 

das caspases efetoras -3 e -7 (Figura 1.3). Estas caspases efetoras são capazes de 

clivar uma série de substratos, como já foi descrito no texto, anteriormente. Em 

decorrência à clivagem desses substratos, ocorre o processo de apoptose. Além 

disso, a ativação da caspase -8 pode levar a uma integração da via extrínseca com 

a via intrínseca da apoptose através da clivagem da proteína Bid. Como já foi 
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comentado no texto, a proteína Bid truncada (tBid) é capaz de ativar Bax e Bak, 

induzindo a liberação do citocromo c da mitocôndria e consequente ativação de 

caspase -9 (Figura 1.3) (Wei et al., 2000). 

 

1.2.3 NFAT e apoptose 

Os fatores de transcrição da família NFAT desempenham um papel central na 

transcrição gênica durante a resposta imune (Rao et al., 1997). O envolvimento do 

NFAT na regulação da expressão dos genes de diversas citocinas, tais como da IL-

2, IL-3, IL-4, IL-5 e IFN-γ, já é bem estabelecido (Rao et al., 1997; Macian, 2005). 

Assim como também está estabelecido o envolvimento dos fatores de transcrição da 

família NFAT no controle da morte celular. Camundongos NFAT1-/-, a partir de seis 

meses de idade, apresentam uma hiperproliferação linfocitária associada a uma 

alteração no mecanismo de morte celular e acompanhada de um aumento 

moderado no tamanho dos órgãos linfoides (Hodge et al., 1996; Xanthoudakis et al., 

1996; Schuh et al., 1998). A ausência de NFAT1 também leva a um aumento da 

resposta proliferativa do sistema imune mediante a um estímulo antigênico primário 

e secundário com L. major e ovalbumina, respectivamente (Xanthoudakis et al., 

1996). Além disso, os camundongos deficientes para NFAT1 apresentam um retardo 

na involução tímica e uma redução na deleção de células T CD4+ ativadas, 

sugerindo um possível defeito na morte celular induzida por ativação (AICD – 

activation-induced cell death), uma forma particular de apoptose essencial para a 

manutenção da homeostase do sistema imune (Schuh et al., 1998). Em conjunto, 

esses fenótipos sugerem que o NFAT1 pode agir como um regulador positivo da 

morte celular. No entanto, o NFAT1 não é o único membro da família envolvido no 

controle da morte celular, outros membros da família também estão envolvidos. 

Células T CD4+ expressando a isoforma longa do NFAT2 (NFAT2/C) ou NFAT1 
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sofrem mais apoptose após estimulação em comparação a células expressando a 

isoforma NFAT2/α (Chuvpilo et al., 2002). Contrariamente ao NFAT1 e NFAT2/C, o 

NFAT3 parece mediar a sobrevivência celular, o silenciamento da expressão de 

NFAT3 em neurônios, por interferência de RNA, leva a indução de apoptose 

(Benedito et al., 2005). Além do NFAT3, o NFAT4 também pode estar envolvido na 

sobrevivência celular, já que camundongos deficientes para NFAT4 apresentam um 

aumento da morte celular de timócitos duplo positivos (CD4+CD8+) acompanhada de 

uma diminuição da expressão da proteína antiapoptótica Bcl-2 (Oukka et al., 1998). 

Apesar dos membros da família NFAT possuírem a mesma especificidade de 

ligação ao DNA, os fenótipos resultantes da superexpressão ou depleção dos 

diferentes membros da família sugerem que essas proteínas possuem papéis 

relevantes e não redundantes no controle da morte celular. Corroborando esses 

dados, diversos estudos já demonstraram que o NFAT está envolvido na regulação 

de genes importantes no controle da apoptose, tais como TNF-α, FasL, c-FLIP, 

Nur77 e A1 (Tabela 1.1).   

 

Tabela 1.1. Genes envolvidos no controle da apoptose regulados transcricionalmente pelo 

NFAT. 

 Gene* Função Referência 

Apoptose 

TNF-α Proapoptótico (Mccaffrey et al., 1994; Oum et 
al., 2002; Kaminuma et al., 2008) 

FasL Proapoptótico (Latinis et al., 1997; Holtz-
Heppelmann et al., 1998) 

c-FLIP Antiapoptótico (Zaichuk et al., 2004; Ueffing et 
al., 2008) 

Nur77 Proapoptótico (Youn et al., 2000) 
A1 Antiapoptótico (Ulleras et al., 2008) 

 
*Os genes regulados por NFAT envolvidos na apoptose estão especificados na coluna intitulada 

“Gene”. A função de cada gene no controle da apoptose está indicada na coluna ao lado.  
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Células T recém-ativadas são resistentes a apoptose induzida por FasL, 

possivelmente devido à expressão da variante curta de c-FLIP (cFLIPSHORT). Como 

já foi dito, anteriormente, a proteína c-FLIP pode impedir a ativação da via extrínseca 

da apoptose. A inibição da atividade de calcineurina leva a redução da expressão de 

cFLIPSHORT e aumenta a susceptibilidade de células T à apoptose induzida por FasL, 

indicando o envolvimento do NFAT na regulação de cFLIP (Ueffing et al., 2008). Os 

membros NFAT1 e NFAT2 são capazes de se ligar e transativar o promotor de 

c-FLIP. Contrariamente, o NFAT4 é incapaz de se ligar ao promotor de c-FLIP, 

sugerindo funções diferentes na regulação deste promotor para os membros da 

família NFAT (Ueffing et al., 2008). Além do c-FLIP, o NFAT participa da regulação 

da expressão de outra proteína antiapoptótica, a proteína A1 pertencente à família 

Bcl-2 (Ulleras et al., 2008). A proteína A1 é capaz de sequestrar tBid e impedir a sua 

colaboração com os membros proapoptóticos da família Bcl-2, Bax e Bak (Werner et 

al., 2002). A sobrevivência celular de mastócitos induzida pela ativação de Fc RI é 

dependente da expressão de A1 (Xiang et al., 2001). Ionomicina, um ionóforo de 

cálcio, induz a expressão de A1 e a sobrevivência celular em mastócitos, e também 

é capaz de promover a ativação de calcineurina, indicando um possível papel do 

NFAT na regulação gênica de A1 (Ulleras et al., 2008). Interessantemente, a forma 

constitutivamente ativa do NFAT1 é capaz de induzir a um aumento da expressão de 

A1 em mastócitos, ao contrário da forma constitutivamente ativa do NFAT2/β 

(Ulleras et al., 2008). A diferença entre a expressão induzida pelos diversos 

membros da família NFAT pode ser explicada pelo fato de que cada uma das 

isoformas do NFAT possui domínios de transativação (TAD) nas porções N- e C- 

terminais diferentes, implicando, possivelmente, em uma menor capacidade de 

transativação por parte de algumas isoformas ou falta de capacidade de interagir 

com um determinado parceiro transcricional. 
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Além das proteínas c-FLIP e A1, já foi descrito que o NFAT também é capaz 

de regular a expressão de outras proteínas importantes no controle da apoptose. 

Entre essas proteínas estão três, já comentadas no texto, capazes de ativar a via 

extrínseca da apoptose, o TRAIL, o FasL e o TNF-α. O promotor de TRAIL possui 

diversos possíveis sítios de ligação para NFAT e a sua expressão em células T 

ativadas é sensível a ciclosporina (Mariani e Krammer, 1998; Wang et al., 2000). 

Além disso, a superexpressão da forma constitutivamente ativa do NFAT1 em 

células NIH3T3 aumenta a transcrição de TRAIL mediante estímulo com PMA 

(Robbs et al., 2013). Camundongos deficientes para NFAT1 expressam FasL e 

TNF-α em níveis mais baixos em comparação aos camundongos selvagens (Hodge 

et al., 1996). Corroborando esse dado, já foi descrita a existência de dois sítios para 

NFAT no promotor de FasL capazes de ligar ao NFAT1 e NFAT2 (Latinis et al., 

1997). Além disso, células expressando NFAT1, quando estimuladas com 

ionomicina, induzem uma forte transativação do promotor de FasL (Holtz-

Heppelmann et al., 1998). Já para região promotora do TNF-α, diversos estudos 

demonstraram a existência de quatro possíveis sítios de ligação para o NFAT 

(Goldfeld et al., 1993; Mccaffrey et al., 1994; Tsai et al., 1996). Embora todos os 

membros da família NFAT sejam capazes de se ligar ao promotor de TNF-α, existem 

controvérsias sobre a afinidade dos diferentes membros por cada sítio de NFAT 

presente no promotor (Esensten et al., 2005). Aparentemente, enquanto o NFAT1 é 

capaz de se ligar aos quatro sítios de NFAT presentes no promotor de TNF-α, o 

NFAT2/B pode se ligar a somente dois destes sítios (Tsai et al., 1996; Oum et al., 

2002). Interessantemente, essa falta de capacidade de se ligar a todos os sítios de 

NFAT presentes no promotor de TNF-α, por parte do NFAT2, pode se refletir em 

uma menor capacidade de transativação. A isoforma NFAT2/α induz a uma 

transativação muito menor do promotor de TNF-α em comparação ao NFAT1 em 
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ensaios repórter de luciferase (Kaminuma et al., 2008). Essa menor capacidade de 

transativar o promotor de TNF-α foi associada à ausência do TAD-C longo existente 

no NFAT1 (Figura 1.1). Uma proteína híbrida do NFAT2/α contendo o TAD-C do 

NFAT1 é capaz de transativar o promotor de TNF-α de forma semelhante ao NFAT1 

(Kaminuma et al., 2008). Além disso, a isoforma longa NFAT2/C, que possui um 

TAD-C semelhante ao existente no NFAT1, também é capaz de transativar o 

promotor de TNF-α, porém com uma intensidade menor do que o NFAT1 

(Kaminuma et al., 2008). Em conjunto, esses dados sugerem que há funções não 

redundantes entre as diferentes isoformas e membros da família NFAT, ressaltando 

a importância dos diferentes TADs dessas proteínas nesta regulação gênica 

diferenciada. 

A principal função descrita para os membros da família NFAT é de agir como 

fatores de transcrição se ligando diretamente a promotores e/ou enhancers para 

regular a expressão de diversos genes. No entanto, já foi demonstrado que a 

proteína NFAT1 pode regular a transcrição de Nur77 independentemente da sua 

ligação ao DNA, agindo como um coativador do fator de transcrição MEF2D (Youn et 

al., 2000). Nur77 é um receptor nuclear órfão capaz de induzir apoptose em 

timócitos imaturos (Liu et al., 1994). Este receptor nuclear órfão pode converter a 

proteína antiapoptótica Bcl-2 em uma proteína proapoptótica semelhante às 

proteínas do tipo BH3-only (Lin et al., 2004). O promotor de Nur77 possui dois 

elementos responsivos a calcineurina que são sítios de ligação para o fator de 

transcrição MEF2 (Woronicz et al., 1995). No entanto, não há relatos na literatura 

que demonstrem que o fator MEF2 seja regulado pela calcineurina. Corroborando 

estes dados, foi demonstrado que o NFAT1 é capaz de interagir cooperativamente 

com MEF2D e aumentar sua atividade transcricional, implicando a via de 

calcineurina/NFAT na regulação gênica de Nur77 (Youn et al., 2000). 
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Interessantemente, também foi demonstrado neste mesmo trabalho que a atividade 

de NFAT1 no controle da transcrição de Nur77 via MEF2D é dependente de seu 

TAD-C e do seu TAD-N. O NFAT1 é capaz de interagir com o fator MEF2D pelo seu 

TAD-C e através de seu TAD-N recruta p300 (Garcia-Rodriguez e Rao, 1998; Youn 

et al., 2000), uma importante proteína coativadora conhecida por auxiliar no 

recrutamento de fatores basais de transcrição e/ou promover a acetilação de 

histonas (Snowden e Perkins, 1998). Esses dados em conjunto sugerem que os 

membros da família de fatores de transcrição NFAT desempenham papéis 

importantes na regulação do processo de apoptose, ressaltando a importância dos 

seus domínios de ativação da transcrição (TAD) nesta regulação. 

As proteínas NFAT também são capazes de regular a apoptose de forma 

indireta, regulando transcricionalmente proteínas reguladoras de mediadores do 

processo de apoptose. O NFAT4 é capaz de ativar a transcrição de Trim17, uma 

ubiquitina-ligase E3 que é responsável por levar a proteína antiapoptótica Mcl-1 a 

degradação via proteassoma, promovendo assim apoptose em células neuronais 

(Mojsa et al., 2015). Nesse trabalho, também foi demonstrado que a superexpressão 

de NFAT3, ao contrário do NFAT4, não aumenta a expressão de Trim17, 

corroborando dados anteriores que indicam NFAT3 como um proteína promotora da 

sobrevivência celular em neurônios. NFAT3 já foi descrito por regular positivamente 

a transcrição do fator neurotrófico derivado do cérebro (BNDF - brain derived 

neurotrophic factor), uma neurotrofina capaz de desencadear a ativação da via de 

sobrevivência celular de PI3K-Akt (Vashishta et al., 2009). Juntamente, esses dados 

demonstram que a regulação positiva ou negativa da apoptose pelas proteínas 

NFAT vai além da regulação direta da expressão gênica de mediadores apoptóticos. 

Diversos estudos aqui descritos demonstram o envolvimento da família de 

fatores de transcrição NFAT na regulação direta ou indireta de genes/proteínas 
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envolvidos na apoptose, tornando mais evidente que a função de cada membro 

nesta regulação não parece ser redundante. Os domínios de ativação da transcrição 

são, possivelmente, as principais regiões responsáveis por essas diferenças entre 

os diferentes membros da família NFAT. Aparentemente, os membros da família 

NFAT apresentam como principal diferença estrutural, os domínios de ativação da 

transcrição (TAD; Figura 1.1). Apesar da importância dos TADs na função das 

proteínas NFAT, o grande número de variantes dos TADs foi pouco estudado 

comparativamente em ensaios funcionais para determinar seu papel na regulação 

gênica. Devido a esta grande heterogeneidade, temos grande interesse em entender 

qual a função de diferentes variantes do NFAT e o papel dos TADs na sua função. 

Diversos estudos já demonstraram que o NFAT1 é capaz de induzir apoptose em 

diferentes modelos e que essa capacidade é dependente do seu TAD-C (Chuvpilo et 

al., 2002; Kondo et al., 2003; Robbs et al., 2008). Portanto, neste presente estudo, o 

membro NFAT1 será utilizado para melhor avaliar o papel dos TADs na indução de 

apoptose por NFAT. 

 

1.3 Câncer 

 A organização celular em metazoários permitiu a criação de tecidos e órgãos 

de ampla diversidade anatômica. No entanto, a maioria das células possui em seu 

genoma mais informação do que o necessário para que estas células possam 

exercer propriamente as suas funções. Muitas destas células ainda retêm a 

capacidade de crescer e se dividir mesmo após o completo desenvolvimento do 

organismo. A retenção desta capacidade de proliferar torna possível a manutenção 

dos tecidos adultos ao longo da vida do organismo. Entretanto, o balanço entre 

proliferação e morte celular é essencial para manutenção da homeostase. A perda 

da capacidade de induzir morte celular ou o aumento desenfreado da proliferação 

20 

 



podem levar ao surgimento de câncer, que se desenvolve pelo acúmulo desregulado 

de células. O câncer é essencialmente uma doença genética que pode ser herdada 

ou causada por danos ao DNA, que podem ser casuais ou relacionados ao 

ambiente. A partir desse momento, esta célula ao se dividir passará estas alterações 

adiante, e no caso de ocorrerem danos adicionais a esse mesmo material genético, 

o acúmulo de danos pode criar células que progressivamente irão proliferar mais 

subvertendo os mecanismos de restrição de crescimento.  

Alterações em duas amplas classes de genes estão diretamente envolvidas 

no surgimento e desenvolvimento do câncer: os proto-oncogenes e os genes 

supressores de tumor (Hanahan e Weinberg, 2000). Os proto-oncogenes codificam 

proteínas que participam normalmente no recebimento e na transmissão de sinais 

estimuladores da proliferação ou sobrevivência celular. No entanto, quando ocorre a 

perda da regulação dos proto-oncogenes por mutações ou alterações que levam a 

uma superexpressão do gene ou a um estado hiperativo da proteína promovendo o 

crescimento tumoral, estes genes passam a ser denominados de oncogenes. Genes 

supressores de tumor geralmente retêm o crescimento tumoral se opondo aos 

oncogenes, portanto danos que levem à perda de função desses genes também 

podem causar o surgimento de tumores.  

As células tumorais são, principalmente, conhecidas e definidas pela sua 

capacidade de proliferar e sobreviver a sinais indutores de morte celular. No entanto, 

vale ressaltar que esses não são os únicos aspectos envolvidos no surgimento e na 

manutenção do câncer. Atualmente, já se chegou ao entendimento de que o câncer 

não é apenas um conjunto de células em proliferação, e sim uma doença do tecido 

onde o estroma associado ao tumor desempenha um papel essencial na 

manutenção do câncer compondo o microambiente tumoral. Além da atuação do 

estroma tumoral no desenvolvimento do câncer, o genótipo das células tumorais 
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contribui para a manifestação de outras alterações fisiológicas que ajudam a 

promover o crescimento maligno, tais como: a criação de novos vasos 

(angiogênese), instabilidade genômica, evasão do sistema imune, capacidade de 

migrar e invadir outros tecidos, mudanças no metabolismo celular, aumento da 

inflamação e capacidade replicativa ilimitada (Hanahan e Weinberg, 2011).  

Os circuitos formados por oncoproteínas e proteínas supressoras tumorais 

formam vias de sinalização celular capazes de promover ou suprimir diferentes 

aspectos, como os mencionados acima, e são essenciais para a tumorigênese e a 

manutenção do tumor (Figura 1.4). Nas vias de supressão tumoral, o fator de 

transcrição p53 é uma proteína-chave, e sua ativação pode culminar no arresto do 

ciclo celular, no reparo ao DNA, na senescência ou na apoptose, todos estes 

considerados importantes mecanismos de supressão tumoral (Caetano et al., 2002). 

A inibição do fator p53, seja por mutação ou por outro mecanismo, é frequente em 

diversos tipos de tumor, já que ela pode levar à inativação desses diferentes 

mecanismos de supressão, simultaneamente (Luo et al., 1996b). Em lado oposto, 

estão as vias de sinalização promotoras do tumor, e nestes circuitos a proteína Ras 

desempenha papel central, promovendo proliferação, sobrevivência celular, invasão 

tecidual, alterações metabólicas e angiogênese, diversas características essenciais 

para o desenvolvimento tumoral (Hanahan e Weinberg, 2011). O proto-oncogene 

Ras atua normalmente na fisiologia celular, entretanto, mutações ativadoras de Ras 

são comuns em 30% dos tumores humanos (Calvo et al., 2010). Diferentes 

proteínas compõem as vias de sinalização promotoras e supressoras de tumor e 

para que essas diversas vias se tornem hiperativadas ou inativas, muitas vezes é 

suficiente que apenas um dos seus mediadores esteja alterado, o que torna essas 

proteínas mediadoras e as vias que são capazes de desencadear importantes alvos 

de estudo. 
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Figura 1.4. Rede de sinalização intracelular regulando diferentes circuitos celulares. Alguns dos 

oncogenes e genes supressores de tumor mais conhecidos são mostrados, estes são capazes de 

operar diversas vias de sinalização em células normais, no entanto, essas vias podem ser 

reprogramadas em células tumorais para regular diferentes capacidades adquiridas por esta célula. 

Esta representação é simplista e mostra diferentes vias de sinalização e os circuitos que estas 

operam, entretanto, há bastante cruzamento de vias. Figura adaptada (Hanahan e Weinberg, 2011). 

  

1.3.1 Via de Ras-Raf-MEK-ERK 

A via de sinalização celular encontrada, com maior frequência, hiperativada 

em diferentes tipos de tumores é a via de Ras-Raf-MEK-ERK e está relacionada, 

principalmente, com o aumento da proliferação e sobrevivência celular (Roberts e 

Der, 2007; Alvarez et al., 2010; Calvo et al., 2010). A via de Ras-Raf-MEK-ERK é 

uma das vias de cascata de MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinase) mais bem 

caracterizadas e amplamente estudadas, até hoje. Estas cascatas comprometem 

três proteínas quinases que participam da transdução de sinais através da 
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fosforilação de proteínas: uma quinase de quinase de MAPK (MAPKKK), uma 

quinase de MAPK (MAPKK) e uma MAPK (Roberts e Der, 2007). A ativação de Ras 

leva ao recrutamento de Raf (c-Raf-1, A-Raf e B-Raf) e induz a sua dimerização e 

ativação (Samatar e Poulikakos, 2014). Uma vez ativada, Raf fosforila e ativa as 

proteínas MEK1 e MEK2, que por sua vez, fosforilam e ativam ERK1 e ERK2. As 

proteínas ERK1-2 ativadas fosforilam e regulam a atividade de uma série de 

substratos, que são estimados em mais de cento e sessenta proteínas (Roberts e 

Der, 2007). ERK ativada pode translocar para o núcleo, aonde é capaz de fosforilar 

e ativar diversos fatores de transcrição, tais como proteínas da família Ets, Fos, Jun 

e Myc, culminando em alterações da expressão gênica que levarão ao 

desencadeamento de circuitos relacionados a progressão do ciclo celular, 

diferenciação, síntese de proteínas e evasão da morte celular (Hanahan e Weinberg, 

2000; Roberts e Der, 2007). 

A via de Ras-Raf-MEK-ERK funciona abaixo do fluxo de sinalização de 

receptores tirosina-quinase de superfície, tais como EGFR e HER2. A 

superexpressão de EGFR e HER2 ocorre com frequência em tumores de mama e 

está associada a um pior prognóstico (Alvarez et al., 2010). Já os genes da família 

Ras (N-Ras, K-Ras e H-Ras) são encontrados ativados por mutações em 30% de 

todos os tipos de câncer, sendo que este percentual pode ser maior em 

determinados tumores, como o de pâncreas (90%), cólon (50%) e tireoide (50%) 

(Roberts e Der, 2007). Além disso, a hiperativação ou superexpressão de 

mediadores abaixo do fluxo de sinalização de Ras ou EGFR também é suficiente 

para promover a ativação da via de Ras-Raf-MEK-ERK. Há evidências substanciais 

de que Raf e MEK também promovem crescimento tumoral e auxiliam na progressão 

do câncer (Shields et al., 2000). Mutações no gene B-Raf são encontradas em 70% 

dos melanomas e 20% dos tumores de cólon, além do mais, ocorrências de 
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mutações não sobrepostas em Ras e Raf já foram descritas em melanoma, 

carcinoma de cólon, câncer de tireoide, de ovário e de pulmão (Roberts e Der, 

2007). Em conjunto, esses estudos indicam que esta via de sinalização desempenha 

papel fundamental no desenvolvimento tumoral. 

Devido a sua grande importância, diversas terapias anticâncer que definem 

como alvos terapêuticos, componentes da via de Ras-Raf-MEK-ERK, já foram e 

ainda são desenvolvidas. A sinalização do receptor tirosina-quinase EGFR é, 

comumente, encontrada em vários tumores e pode desencadear não somente a via 

de Ras-Raf-MEK-ERK como também a via de sobrevivência celular PI3K-Akt 

(Roberts e Der, 2007). Entre as estratégias já desenvolvidas com sucesso para inibir 

a sinalização de EGFR estão a utilização de anticorpos monoclonais que se ligam 

diretamente ao domínio extracelular do EGFR e de pequenas moléculas inibidoras 

de tirosina-quinase. O primeiro anticorpo monoclonal contra EGFR a ser aprovado 

para uso clínico foi o cetuximab, que é utilizado, principalmente, para o tratamento 

de carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço e câncer colorretal 

metastático (Roberts e Der, 2007). Outro conhecido antagonista da sinalização de 

EGFR, também utilizado para fins terapêuticos, é o erlotinib, um inibidor de tirosina-

quinase, usado no tratamento de câncer de pulmão de não-pequenas células e 

câncer de pâncreas metastático (Roberts e Der, 2007). 

 O oncogene Ras, importante componente de diferentes vias de sinalização, 

também é alvo de estudos para o desenvolvimento de inibidores específicos. As 

principais estratégias utilizadas para a criação de inibidores de Ras são o 

impedimento do seu ancoramento à membrana plasmática mediante à inibição de 

determinadas modificações pós-traducionais, e a inibição da troca de GDP por GTP, 

que são essenciais para que Ras funcione adequadamente (Roberts e Der, 2007; 

Samatar e Poulikakos, 2014). Entretanto, grande parte dos inibidores de Ras já 
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desenvolvidos não é eficaz no combate à transformação celular causada por Ras 

(Roberts e Der, 2007; Samatar e Poulikakos, 2014).  Apesar dos esforços realizados 

para desenvolver drogas anti-Ras, ainda existe um caminho a ser percorrido até 

chegar ao uso clínico destas drogas no tratamento contra o câncer. 

 Muitos esforços também têm sido realizados com o propósito de desenvolver 

inibidores para demais componentes da via de Ras-Raf-MEK-ERK. Um dos 

primeiros inibidores de Raf a ser desenvolvido, o sorafenib, foi desenhado para inibir 

c-Raf-1, no entanto, posteriormente, foi visto que esta molécula também era capaz 

de inibir, em menor escala, B-Raf (Montagut e Settleman, 2009). O sorafenib é 

utilizado no tratamento de pacientes com carcinoma de células renais avançado e 

carcinoma hepatocelular (Montagut e Settleman, 2009; Santarpia et al., 2012). 

Entretanto, alguns testes clínicos falharam em fornecer evidências de que a inibição 

de Raf possui valor clínico, apesar da sua contribuição no processo de tumorigênese 

(Santarpia et al., 2012). Vale ressaltar que sorafenib já foi descrito por inibir 

receptores tirosina-quinase, tais como VEGFR-2, VEGFR-3 e PDGFR-β (Montagut e 

Settleman, 2009; Santarpia et al., 2012). Portanto, é possível que a boa resposta ao 

tratamento com sorafenib de pacientes com carcinoma de células renais e a 

ausência de resposta em pacientes com outros tumores dependentes da sinalização 

de Raf, se deve a importância da angiogênese na progressão do carcinoma de 

células renais (Montagut e Settleman, 2009). Outros dois inibidores de Raf já 

desenvolvidos, o vemurafenib e o dabrafenib, causaram grande impacto na melhora 

da resposta clínica de pacientes com melanoma que possuem as mutações V600E 

ou V600K em B-Raf (Samatar e Poulikakos, 2014). No entanto, alguns estudos 

demonstraram que, ao mesmo tempo em que essas moléculas inibem de forma 

eficaz B-Raf mutado, elas levam a ativação de B-Raf selvagem em baixas 

concentrações, o que acarretou no aparecimento de outro tumor primário em alguns 
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pacientes (Samatar e Poulikakos, 2014).  Além de inibidores de Raf, moléculas 

inibidoras de MEK já foram desenvolvidas, no entanto, apesar dos bons resultados 

em ensaios pré-clínicos, estes inibidores não alcançaram os resultados esperados 

quando utilizados em testes clínicos de fase II (Santarpia et al., 2012). 

Em conjunto, todos estes trabalhos demonstram que apesar dos avanços no 

desenvolvimento de anticorpos e outras moléculas inibidoras da sinalização de Ras-

Raf-MEK-ERK, ainda são poucos os tipos de câncer que apresentam uma boa 

resposta ao tratamento com estas moléculas. A existência de diversas vias 

concomitantes a via de Ras-Raf-MEK-ERK em células tumorais, a ocorrência de 

mutações ativadoras em mais de um mediador de sinalização desta via, o 

surgimento de vias de sinalização alternativas mediante a inibição da via de Ras-

Raf-MEK-ERK e a toxicidade de vários inibidores desta via de sinalização, devido a 

sua importância em células não cancerosas, tornam muito mais complexo o 

desenvolvimento de terapias anticâncer que tenham como alvo, mediadores de 

sinalização da via de Ras-Raf-MEK-ERK. 

  

1.3.2 NFAT e câncer 

Um dos primeiros estudos implicando o NFAT no processo de tumorigênese 

demonstrou que a expressão da forma constitutivamente ativa do NFAT2/α 

(CA-NFAT2/α) em fibroblastos induz a transformação celular e a formação de 

colônias (Neal e Clipstone, 2003). Apesar de possuírem funções redundantes, os 

membros da família NFAT também podem apresentar funções opostas. Diversos 

estudos já demonstraram que outro membro da família NFAT, o NFAT1, possui 

atividade supressora de tumor. Como já relatado aqui, os camundongos deficientes 

para NFAT1 apresentam uma hiperproliferação de linfócitos e aumento dos órgãos 

linfoides (Hodge et al., 1996; Xanthoudakis et al., 1996). Além destes fenótipos 
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apresentados, já foi descrito que estes camundongos possuem uma maior 

propensão a desenvolver tumores de cartilagem em comparação a camundongos 

selvagens (Ranger et al., 2000). Corroborando estes dados, foi demonstrado que o 

NFAT1 é capaz de inibir a expressão de CDK4 e ciclina A2, implicando este membro 

da família NFAT na regulação do ciclo celular e proliferação (Baksh et al., 2002; 

Caetano et al., 2002; Carvalho et al., 2007). Em outro estudo, foi demonstrado, em 

um mesmo modelo, que membros da família NFAT exercem papéis antagônicos no 

processo de tumorigênese, onde o NFAT1 age como um supressor de tumor e o 

NFAT2/α age como um oncogene (Robbs et al., 2008). A expressão do CA-NFAT1 

em fibroblastos induz o arresto do ciclo celular e a apoptose, e inibe a transformação 

celular, enquanto que o CA-NFAT2/α induz a transformação e o crescimento de 

tumores em camundongos Nude (Robbs et al., 2008). Corroborando estes dados, foi 

demonstrado que camundongos deficientes para NFAT1 são mais susceptíveis a 

carcinogênese química em comparação a camundongos selvagens, reafirmando a 

função supressora de tumor do NFAT1 (Robbs et al., 2008). 

As proteínas NFAT estão presentes em diversos tipos de malignidades 

(Medyouf e Ghysdael, 2008). A proteína NFAT2 está localizada no núcleo em 70% 

dos casos de linfoma de Burkitt, cerca de 30% dos casos de linfomas de células B 

grandes difusas (DLBCL) e em 70% dos casos de carcinoma pancreático (Marafioti 

et al., 2005; Buchholz et al., 2006). Corroborando o papel oncogênico do NFAT2, foi 

demonstrado que a proliferação e o crescimento independente de ancoragem de 

células tumorais do pâncreas são dependentes da expressão de NFAT2 e da 

atividade de calcineurina (Buchholz et al., 2006). Além disso, foi demonstrado que a 

inibição da atividade de calcineurina é capaz de reverter a proliferação celular e 

induzir apoptose em linhagens celulares de DLBCL e de leucemia linfoide aguda de 

células T (Pham et al., 2005; Medyouf et al., 2007). A via de NFAT/calcineurina 
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também está, diretamente, relacionada ao aumento da proliferação celular em 

tumores de próstata (Lehen'kyi et al., 2007). Esses dados demonstram a importância 

das proteínas NFAT na regulação do ciclo celular e da apoptose durante o processo 

de tumorigênese. 

A família NFAT também está implicada em outros eventos determinantes para 

o desenvolvimento tumoral, como a angiogênese e a motilidade celular (Mancini e 

Toker, 2009). Como foi primeiramente visto em camundongos duplo nocautes para 

NFAT3 e NFAT4, a via de NFAT/calcineurina é essencial para angiogênese e 

organização da vasculatura durante o desenvolvimento (Graef et al., 2001). 

Portanto, não é surpreendente que a via de NFAT/calcineurina também atue sobre a 

angiogênese tumoral. A sinalização do fator de crescimento do endotélio vascular A 

(VEGFA) é capaz de induzir à ativação de PLCγ, levando ao aumento do cálcio 

intracelular e a ativação de calcineurina e, consequente, translocação nuclear do 

NFAT (Ferrara et al., 2003). Por sua vez, o NFAT leva a transativação de genes 

essenciais para a angiogênese, como COX2, resultando na síntese de 

prostaglandina E2 (PGE2), um importante mediador da migração de células 

endoteliais e da formação de vasos (Hernandez et al., 2001).  A expressão de COX2 

induzida por NFAT também desempenha um papel importante na migração e 

invasão de células tumorais de mama (Yiu e Toker, 2006). Corroborando este 

trabalho, outros estudos que já demonstraram a importância do NFAT na motilidade 

de células de tumor de mama e de glioblastoma (Jauliac et al., 2002; Yoeli-Lerner et 

al., 2005; Yoeli-Lerner et al., 2009; Tie et al., 2013). 

O microambiente tumoral, composto por células do estroma e do sistema 

imune, exerce papel fundamental na manutenção do câncer. As proteínas NFAT 

também agem nas células desse microambiente influenciando o desenvolvimento 

tumoral. Células de adenocarcinoma bronquial quando injetadas nos pulmões de 
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camundongos NFAT1-/- proliferam mais e sofrem menos necrose, comparadas às 

mesmas células injetadas nos pulmões de camundongos selvagens (Maxeiner et al., 

2009). Aparentemente, devido a uma menor produção de IL-2 e TNF-α por células T 

CD8 e a um aumento do número de células T regulatórias isoladas dos pulmões dos 

camundongos NFAT1-/- (Maxeiner et al., 2009). Por outro lado, outro estudo 

demonstrou que camundongos deficientes para NFAT1 tem menor susceptibilidade 

em desenvolver metástases pulmonares em um modelo murino de melanoma 

(Werneck et al., 2011). Células de melanoma B16F10, conhecidas pela sua 

capacidade de fazer metástases pulmonares, formam menos colônias nos pulmões 

de camundongos NFAT1-/- em comparação a camundongos selvagens (Werneck et 

al., 2011). No entanto, neste estudo foi mostrado que a menor susceptibilidade dos 

camundongos NFAT1-/- não estava relacionada à resposta imune antitumoral por 

parte das células derivadas da medula óssea (Werneck et al., 2011). Mais 

recentemente, Minami e colaboradores apresentaram resultados semelhantes 

utilizando o mesmo modelo de metástase pulmonar. Neste trabalho, foi demonstrado 

que camundongos deficientes para DSCR1, um inibidor da fosfatase calcineurina, 

apresentam maior número de metástases pulmonares em comparação a 

camundongos selvagens (Minami et al., 2013b). Neste caso, o aumento do número 

de metástases ocorreu devido a maior expressão de angiopoietina-2 (ANG-2) no 

endotélio pulmonar dos camundongos DSCR1-/- (Minami et al., 2013b). Em outro 

estudo, foi demonstrado que os camundongos NFAT1-/- são menos susceptíveis a 

desenvolver câncer de cólon, devido a uma redução da inflamação na região do 

cólon (Gerlach et al., 2012). Em conjunto, estes estudos demonstram a relevância 

do NFAT não somente como componente intrínseco da célula tumoral, mas também 

como componente do microambiente tumoral. 
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Muitos estudos têm sido realizados com o objetivo de elucidar as funções dos 

diferentes membros da família NFAT no câncer. As proteínas NFAT1 e NFAT2 são 

os membros da família NFAT mais estudados. Vários estudos demonstram que 

estes dois membros possuem papéis opostos, enquanto o NFAT2 seria um 

oncogene, o NFAT1 seria um gene supressor de tumor. Entretanto, alguns estudos 

já demonstraram que o NFAT1 também pode agir como um oncogene. O NFAT1 é 

capaz de induzir a expressão de MDM2, um dos principais reguladores negativos de 

p53 (Zhang et al., 2012). Além disso, no mesmo trabalho foi demonstrado que a 

superexpressão de NFAT1 aumenta a resistência de linhagens tumorais de mama 

ao tratamento com etoposídeo (Zhang et al., 2012). Em outro trabalho, o NFAT1 foi 

descrito por inibir a transcrição do gene supressor de tumor p15INK4b ao induzir 

formação de heterocromatina na região promotora deste gene (Baumgart et al., 

2012). Em conjunto, estes trabalhos demonstram uma dualidade do NFAT1 na 

regulação da tumorigênese, podendo tanto promover o crescimento tumoral como 

também restringi-lo.  

 Apesar de alguns trabalhos demonstrarem papéis oncogênicos para o 

NFAT1, os fenótipos dos camundongos deficientes para NFAT1 indicam fortemente 

uma função supressora de tumor para o NFAT1. Além do mais, o NFAT1 é capaz de 

inibir a transcrição de genes envolvidos na progressão do ciclo celular, como 

também é capaz de induzir a expressão de genes indutores de apoptose. Nosso 

grupo, já demonstrou que a expressão da forma constitutivamente ativa do NFAT1 

(CA-NFAT1) é capaz de suprimir a transformação celular induzida pelo oncogene H-

RasV12, através da ativação do mecanismo de apoptose (Robbs et al., 2008). 

Interessantemente, o CA-NFAT1 induz apoptose em cooperação com o próprio 

oncogene H-RasV12 em fibroblastos (Robbs et al., 2013). Neste trabalho, também 

foi demonstrado que a apoptose induzida pelo CA-NFAT1 é dependente da atividade 
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de MEK e ERK (Robbs et al., 2013). Corroborando estes dados, Wu e colaboradores 

já demonstraram que a inibição da via de NFAT/calcineurina em queratinócitos 

humanos expressando H-RasV12 leva à formação de tumores, indicando que esta 

via pode ter uma importante função de supressão tumoral (Wu et al., 2010). Em 

conjunto, estes dados sugerem que o NFAT1 pode suprimir a formação de tumores, 

surpreendentemente, ao colaborar com a via de Ras-Raf-MEK-ERK.    

 

1.4 Terapia Gênica 

Apesar do enorme conhecimento adquirido sobre a biologia tumoral nas 

últimas décadas, o câncer foi a segunda maior causa de morte em 2013 no Brasil e 

a Organização Mundial de Saúde projeta um crescimento de 45% para o ano de 

2030 no número de mortes ligadas ao câncer no mundo (Datasus, 2013; Who, 

2015). O tratamento contra o câncer tem avançado bastante ao longo dos anos, mas 

ele ainda é sustentado por três pilares, relativamente, antigos: cirurgia, radioterapia 

e quimioterapia (Weinberg, 2014). O tratamento cirúrgico se baseia na premissa de 

que a ressecção de tumores primários irá diminuir drasticamente a ocorrência de 

metástases. Já a radioterapia começou a ser desenvolvida no final do século 19 e é 

aplicada de forma localizada minimizando a exposição à radiação de áreas do corpo 

que não sejam o tumor, uma vez que a radiação também pode causar câncer 

(Weinberg, 2014). Por último, a quimioterapia começou a ser desenvolvida durante a 

Segunda Guerra Mundial, mediante a observação de que sobreviventes a um 

acidente com gás mostarda apresentavam depleção da medula óssea e anemia. Em 

seguida, na Universidade de Yale, pesquisadores demonstraram que doses 

intravenosas de gás mostarda levavam a regressão temporária de linfomas 

(Weinberg, 2014). A partir de então, cresceu o interesse no desenvolvimento de 

agentes quimioterápicos que levassem, preferencialmente, à morte de células 
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neoplásicas em prol das células saudáveis. Atualmente, quimioterápicos com 

diferentes métodos de ação são utilizados na clínica, entre esses estão agentes 

alquilantes, antraciclinas, análogos de nucleosídeos e desestabilizadores de 

microtúbulos (Weinberg, 2014). Esses três tratamentos também são, comumente, 

combinados para obtenção de uma melhor resposta terapêutica. A radio e a 

quimioterapias são classificadas em terapias adjuvantes, quando sucedem a cirurgia 

de ressecção, ou neoadjuvantes quando antecedem a cirurgia visando a redução do 

tamanho do tumor para que seja possível sua ressecção. 

 Apesar de serem antigos, os tratamentos citados acima foram bem 

aprimorados ao longo do tempo e ainda são utilizados por serem muito efetivos para 

determinados tipos de câncer. No entanto, diante do fenômeno de resistência a 

múltiplas drogas, dos graves efeitos colaterais das terapias apresentadas e do fato 

de que diversos tipos de tumores ainda permanecem incuráveis, novas formas de 

terapia continuam a ser desenvolvidas. Nas últimas duas décadas, novos 

tratamentos surgiram e tem sido utilizados para uma parcela de tumores que não 

responde bem aos tratamentos clássicos, entre essas novas estratégias estão a 

imunoterapia, a terapia-alvo e a terapia gênica. A imunoterapia se baseia na 

utilização de moduladores da resposta imune ou na modificação genética de células 

do sistema imune para que o próprio sistema do paciente combata as células 

tumorais. Já a terapia-alvo tem como foco uso de anticorpos ou moléculas inibidoras 

de proteínas-chave para as principais vias de sinalização ativas em células tumorais. 

Por sua vez, a terapia gênica visa a melhora terapêutica através da inserção de 

material genético (DNA ou RNA) em determinada célula. 

O conceito de que determinado material genético poderia ser introduzido de 

forma permanente, segura e funcional em células-alvo surgiu após estudos 

demonstrarem transferência de material genético entre bactérias (Avery et al., 1944). 
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Os primeiros testes de terapia gênica em humanos começaram no final da década 

de 1980 e no início da década de 1990. Primeiramente, linfócitos geneticamente 

marcados foram infundidos em pacientes com melanoma metastático para 

demonstrar que um gene poderia ser inserido de forma segura em células de um 

paciente (Rosenberg et al., 1990). Em 1990, começaram os primeiros testes com 

fins terapêuticos, onde duas crianças com imunodeficiência severa combinada por 

deficiência da enzima adenosina deaminase (ADA) tiveram a expressão de ADA 

restaurada em células T (Anderson, 1992). Em 2002, foram descritos os primeiros 

casos de cura de uma doença através da terapia gênica. Cinco crianças, portadoras 

de imunodeficiência combinada severa ligada ao cromossomo X, foram tratadas com 

infusão de células hematopoiéticas modificadas geneticamente ex vivo para 

recuperar a expressão de γc (cadeia gama comum) (Hacein-Bey-Abina et al., 2002). 

Entre as cinco crianças tratadas, quatro obtiveram sucesso terapêutico (Hacein-Bey-

Abina et al., 2002). No entanto, duas crianças tratadas acabaram desenvolvendo 

leucemia induzida pelo tratamento, devido a uma mutagênese insercional no 

oncogene LMO2 (Mccormack e Rabbitts, 2004). Este evento acabou causando uma 

péssima repercussão em torno dos estudos de terapia gênica. Entretanto, desde 

então, muito estudos trouxeram melhorias aos vetores utilizados na terapia gênica, 

demonstrando que a ocorrência destes eventos adversos não é comum. 

Diversos vetores para entrega do gene já foram desenvolvidos, até hoje. 

Basicamente, esses vetores podem ser classificados em vetores não-virais e virais. 

Entre os métodos não-virais mais comuns estão a eletroporação, injeção de DNA 

desnudo, lipossomos e transposons. Os vetores não-virais de forma geral possuem 

como principal vantagem o baixo custo da sua produção, no entanto, a baixa 

eficiência na entrega e a baixa expressão do transgene são as suas principais 

desvantagens. Por outro lado, avanços no desenvolvimento desses vetores 
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não-virais já tornaram possível a obtenção de eficiências de transfecção e de 

expressão similares aos vetores virais (Hackett et al., 2010; Murakami e Sunada, 

2011). Por sua vez, os vetores virais mais utilizados compreendem os retrovírus, 

adenovírus, vírus adeno-associado e HSV (Herpes Simplex Virus) (Kantor et al., 

2014). Os vetores retrovirais, incluindo os lentivírus, são capazes de levar a uma alta 

expressão do transgene já que esses vetores integram o genoma viral ao genoma 

da célula-alvo. Entretanto, a integração do genoma retroviral constitui também uma 

das suas principais desvantagens, já que podem ocorrer mutagêneses insercionais 

dependendo do local de integração no genoma da célula-alvo. Em relação aos 

vetores adenovirais, o custo mais acessível para produção em larga escala, dentre 

os vetores virais citados, é uma das suas principais vantagens, e assim como a 

capacidade de induzir uma rápida e alta expressão do transgene sem que seja 

necessário integrar o genoma viral ao genoma hospedeiro. Já os vírus adeno-

associado não são patogênicos e possuem como principal vantagem a expressão 

duradoura do transgene. Por último, os vírus Herpex Simplex também são capazes 

de manter uma expressão prolongada e possuem neurotropismo. A principal 

desvantagem dos vetores virais aqui citados é a sua imunogenicidade. Desses 

exemplos, os mais utilizados em terapia gênica contra o câncer são os adenovírus e 

os retrovírus. 

O câncer é caracterizado como uma doença ocasionada por diversas 

alterações genéticas, devido a este fato, se tornou foco da maioria dos atuais 

estudos de terapia gênica. Esses estudos envolvem diferentes abordagens. Uma 

das primeiras abordagens a ser desenvolvida foi a restauração da expressão de 

genes supressores de tumor em células cancerosas. Vetores adenovirais carreando 

o gene supressor de tumor p53 foram a primeira terapia gênica aprovada para 

comercialização. Atualmente, estes adenovírus recombinantes expressando p53 

35 

 



estão registrados sob o nome Gendicine® na China e são, comumente, utilizados 

em combinação com radioterapia para tratar pacientes com câncer de cabeça e 

pescoço (Lane et al., 2010). Por outro lado, a sua contraparte norte-americana, 

Advexin, não foi aprovada para uso pela agência reguladora FDA (Food and Drug 

Administration) no ano de 2008, apesar de ter obtido bons resultados em teste 

clínicos (Lane et al., 2010). Além de p53, o gene PTEN, outro conhecido supressor 

de tumor, também é utilizado em estudos de terapia gênica. A restauração da 

expressão de PTEN, através de adenovírus recombinante, combinada com o 

tratamento quimioterápico com cisplatina induz apoptose e arresto do ciclo celular 

em células tumorais de pulmão in vitro e in vivo (Luo et al., 1996b). Neste estudo, foi 

demonstrado que o efeito da combinação entre o tratamento com adenovírus 

expressando PTEN e o tratamento com cisplatina é mais benéfico do que os 

tratamentos individuais (Luo et al., 1996b). Juntamente, estes dados indicam que a 

restauração de um gene supressor de tumor pode trazer melhorias aos atuais 

tratamentos antitumorais e alternativas terapêuticas para alguns pacientes. 

Além da restauração da expressão de genes supressores de tumor, outra 

estratégia para terapia gênica em câncer é a utilização de vetores adenovirais 

oncolíticos que são capazes de infectar, especificamente, células tumorais e replicar 

até causar a lise das mesmas. Normalmente, os vetores virais utilizados em terapia 

gênica são incapazes de se replicar na célula-alvo, uma vez que esta replicação 

poderia resultar em uma infecção. No entanto, quando se trata de vírus oncolíticos o 

efeito desejado é, exatamente, a sua replicação desde que estes vírus sejam 

capazes de se replicar somente nas células desejadas. Dentro desta estratégia, um 

dos primeiros vírus oncolíticos a ser desenvolvido, foi nomeado de ONYX-015, e era 

capaz de replicar somente em células que possuíam p53 inativo (Bischoff et al., 

1996). No entanto, bons resultados em testes clínicos utilizando ONYX-015 só foram 
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alcançados em combinação com tratamentos quimioterápicos (Zhang et al., 2003; 

Lane et al., 2010). Devido a isso, adenovírus oncolíticos que também levem ao 

aumento da expressão de um determinado gene foram desenvolvidos (Zhang et al., 

2003). Mais recentemente, foi demonstrado que adenovírus oncolíticos expressando 

TRAIL induzem apoptose e reduzem a viabilidade da linhagem de tumor de pulmão 

A549 em modelos in vitro e in vivo (Yang et al., 2015). Outros vírus oncolíticos com 

diferentes seletividades para célula tumoral e melhor capacidade de lisa-las já foram 

desenvolvidos. Em 2008, foi demonstrado que adenovírus oncolíticos capazes de 

replicar somente em células com receptor de estrógeno ativo (AdEHE2F) 

apresentam maior citotoxicidade do que os adenovírus ONYX-015 em diferentes 

linhagens tumorais de mama (Bazan-Peregrino et al., 2008). 

Algumas das outras abordagens da terapia gênica contra o câncer que estão 

em desenvolvimento, envolvem a combinação com a imunoterapia. Como a 

modificação genética de células T do próprio paciente in vitro para que passem a 

expressar genes ou receptores quiméricos que auxiliem o sistema imune a combater 

as células tumorais quando reinseridas nesse mesmo paciente (Barrett et al., 2015). 

De maneira semelhante, a terapia gênica também pode ser usada para levar a um 

aumento da expressão de citocinas específicas em conjunto com a transferência 

adotiva de linfócitos infiltrantes do tumor ou ainda para induzir a expressão de um 

antígeno tumoral em células apresentadoras de antígeno (Khammari et al., 2015; Xie 

et al., 2015). Em conjunto, todas essas diferentes estratégias demonstram a 

amplitude das possíveis aplicações da terapia gênica para o tratamento de câncer.    

No presente projeto, temos como um dos objetivos avaliar se a introdução do 

gene CA-NFAT1 através de vetores virais em células tumorais é capaz de induzi-las 

a morte celular. O vetor viral a ser utilizado aqui será o adenovírus do sorotipo 5, 

devido as vantagens já mencionadas envolvendo a utilização desse vetor e a sua 
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capacidade de infectar células quiescentes e não-quiescentes. Além disso, como 

discutido no texto, anteriormente, o gene NFAT1 regula positivamente a expressão 

de diversos genes indutores de apoptose e inibe genes essenciais para progressão 

do ciclo celular. Junto a isso, pretendemos utilizar a forma constitutivamente ativa do 

NFAT1 já que ela não necessita da ativação da fosfatase calcineurina pela célula 

tumoral, facilitando a ação do NFAT1 na célula-alvo. O CA-NFAT1 é capaz de 

cooperar com a via de Ras-Raf-MEK-ERK para induzir apoptose em fibroblastos. A 

apoptose é um dos principais mecanismos celulares de supressão tumoral presente 

em metazoários. A via de sinalização de Ras-Raf-MEK-ERK tem grande importância 

no surgimento e manutenção do tumor e suas proteínas mediadoras são alvo de 

estudo para diversas terapias. No entanto, grande parte das drogas desenvolvidas 

para inibir essas proteínas são altamente tóxicas e muitas vezes ineficazes devido à 

existência de múltiplas vias de sinalização redundantes em células tumorais. 

Portanto, nossa hipótese é de que o CA-NFAT1 pode induzir apoptose em células 

tumorais, possivelmente, em cooperação com a via de Ras-Raf-MEK-ERK. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Principal 

 Avaliar o papel do domínio de transativação C-terminal (TAD-C) na morte 

celular induzida pelo CA-NFAT1 e avaliar se o CA-NFAT1 pode ser aplicado na 

terapia gênica para o tratamento de tumores. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

- Caracterizar a morte celular induzida por CA-NFAT1. 

 

-  Mapear as regiões do domínio de transativação C-terminal (TAD-C) que são 

essenciais para a morte celular induzida pelo CA-NFAT1. 

 

- Avaliar a capacidade do CA-NFAT1 de induzir morte celular em linhagens 

tumorais. 

 

- Avaliar a expressão de genes relacionados à apoptose em linhagens tumorais 

expressando CA-NFAT1. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Cultura de Células 

As culturas de células das linhagens NIH3T3, NIH3T3 H-RasV12, EcoPack 

B2, 293A, MDA-MB-231 e B16F10 foram mantidas em meio DMEM (Gibco), 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), NaHCO3 (40 mM), NaH2PO4 (1 

mM), piruvato de sódio (1 mM), solução de vitaminas MEM 1x, solução de 

aminoácidos MEM essenciais e não-essenciais 1x, L-glutamina (2 mM), β-

mercaptoetanol (55 µM), HEPES (10 mM), penicilina (100.000 U/L) e estreptomicina 

(100 mg/L) (todos Gibco, Carlsbad, CA). A culturas de NIH3T3 H-RasV12 foram 

mantidas sobre pressão do antibiótico de seleção (7,5 µg/ml de Puromicina) com o 

intuito de preservar a expressão do gene H-RasV12. As culturas de células das 

linhagens 4T1, HCT116 e LoVo foram mantidas em meio RPMI 1640, suplementado 

com piruvato de sódio (1 mM), L-glutamina (2 mM), β-mercaptoetanol (55 µM), 

penicilina (100.000 U/L) e estreptomicina (100 mg/L) (todos Gibco).  As culturas da 

linhagem HME1 foram mantidas em meio MCDB131, suplementado com extrato 

pituitário bovino (30 ng/mL), 1% de soro fetal bovino, holotransferrina (50 µg/mL), 

fator de crescimento epidermal humano (10 ng/mL), hidrocortisona (0,5 µg/mL), 

insulina (5 µg/mL), L-glutamina (2 mM), penicilina (100.000 U/L) e estreptomicina 

(100 mg/L).  Todas as culturas de células foram mantidas a 37°C em uma atmosfera 

de 5% de CO2. 

 

3.2 Construção dos plasmídeos 

O vetor retroviral utilizado para expressar CA-NFAT1, CA-NFAT2, a quimera 

CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1 e cada uma das construções baseadas no CA-NFAT1 foi 

o pLIRES-EGFP, derivado do vírus de leucemia murina de Moloney (MMLV) (Robbs 
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et al., 2008). Este vetor possui uma entrada interna de ribossomo (IRES) permitindo 

a expressão do gene de interesse e do gene repórter EGFP (Enhanced Green 

Fluorescent Protein) em um mRNA bicistrônico. Os plasmídeos pLIRES-EGFP, 

pLIRES-EGFP-CA-NFAT1, pLIRES-EGFP-CA-NFAT1Δ699-927 (pLIRES-EGFP-CA-

NFAT1ΔC) e pLIRES-EGFP-CA-NFAT2/α já foram previamente descritos (Teixeira 

et al., 2005; Robbs et al., 2008). Para clonar as construções CA-NFAT1Δ759-927, 

CA-NFAT1Δ819-927 e CA-NFAT1Δ889-927 no vetor retroviral pLIRES-EGFP, nós 

amplificamos porções do CA-NFAT1 por PCR (até os aminoácidos 758, 818 e 888, 

respectivamente) utilizando um primer antissenso adaptado com um sítio de 

restrição para EcoRV. Estes produtos de PCR foram clivados com XhoI e EcoRV e 

inseridos no pLIRES-EGFP-CA-NFAT1 entre os sítios de XhoI e NruI. Estas 

construções foram feitas utilizando o pLIRES-EGFP-CA-NFAT1 como arcabouço 

para manter o sinal de localização nuclear do antígeno T do SV40 localizado no C-

terminal. As construções CA-NFAT1Δ699-758, CA-NFAT1Δ699-818, CA-

NFAT1Δ699-888 e CA-NFAT1Δ735-850 foram construídas inserindo um sítio de 

HpaI dentro do CA-NFAT1 em dois pontos de interesse, correspondente às posições 

dos aminoácidos indicados nos seus nomes, utilizando o sistema de Mutagênese 

Sítio-Dirigida GeneTailor (Invitrogen, Waltham, MA). Em seguida, o CA-NFAT1 

mutado foi clivado com HpaI e ligado, removendo assim os resíduos de aminoácidos 

localizados entre os sítios de HpaI. Para construir os plasmídeos pLIRES-EGFP-CA-

NFAT1DD699-850 e pLIRES-EGFP-CA-NFAT1DD699-735, inserimos, 

primeiramente, um sítio de restrição de AgeI no CA-NFAT1 logo após o seu DBD, 

utilizando o sistema de Mutagênese Sítio-Dirigida GeneTailor (Invitrogen), 

construindo o vetor pLIRES-EGFP-CA-NFAT1mutAgeI. A seguir, nós amplificamos 

por PCR as regiões do NFAT1 TAD-C de interesse utilizando primers senso e 

antissenso adaptados com sítios de restrição para as enzimas AgeI e EcoRV, 
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respectivamente. Os produtos de PCR foram clivados com AgeI e EcoRV e inseridos 

no vetor pLIRES-EGFP-CA-NFAT1mutAgeI entre os sítios de AgeI e NruI. A quimera 

CA-NFAT2-TAD-C-CA-NFAT1 foi construída em duas etapas. Primeiramente, o 

cDNA do NFAT1 TAD-C foi amplificado por PCR utilizando como molde o pLIRES-

EGFP-CA-NFAT1 e um primer senso adaptado com um sítio de XhoI e clonado no 

vetor pLIRES-EGFP, construindo pLIRES-EGFP-NFAT1-TAD-C. Em seguida, o 

cDNA do CA-NFAT2 foi amplificado por PCR até o fim do seu DBD utilizando como 

molde o pLIRES-EGFP-CA-NFAT2/α e um primer antissenso adaptado com um sítio 

de XhoI e clonado in-frame no pLIRES-EGFP-NFAT1-TAD-C, construindo o pLIRES-

EGFP-CANFAT2-TAD-C-NFAT1. O vetor adenoviral utilizado para expressar CA-

NFAT1 é o pAdEasy-1 derivado do adenovírus sorotipo 5 (He et al., 1998). Para 

clonar o cDNA do CA-NFAT1 neste vetor adenoviral, é necessário, primeiramente, 

clonar o seu transgene no vetor pAdTRACK-CMV, este vetor possui dos promotores 

CMV, cada um regulando o gene de interesse e o gene repórter EGFP, 

separadamente (He et al., 1998). Para tal fim, o cDNA do CA-NFAT1 foi amplificado 

por PCR utilizando primers senso e antissenso adaptados com os sítios de EcoRV e 

SalI, respectivamente. Em seguida, este produto de PCR foi clivado com as enzimas 

de restrição EcoRV e SalI, e subclonado no vetor pAdTRACK-CMV entre os sítios 

BglII (tratado com a enzima Klenow) e SalI, construindo o pAdTRACK-CMV-CA-

NFAT1. Em seguida, o vetor pAdTRACK-CMV-CA-NFAT1 foi transfectado nas 

bactérias AdEasier-1 (He et al., 1998) com o intuito de promover a recombinação 

entre o vetor pAdEasy-1 e o pAdTRACK-CMV-CA-NFAT1, seguindo as 

recomendações do protocolo cedido pelo Dr. Bert Vogelstein disponível no website 

www.addgene.org. A partir desta recombinação, foi gerado o pAdCA-NFAT1, o vetor 

adenoviral carreando o transgene do CA-NFAT1. O mesmo procedimento de 
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recombinação foi feito para recombinar o pAdTRACK-CMV e o pAdEasy-1 e gerar o 

vetor adenoviral carreando somente o gene repórter EGFP (pAdEGFP). 

Todas as construções aqui descritas foram confirmadas por mapeamento de 

sítio de restrição e sequenciamento. Todas as sequências de primers estão 

disponíveis mediante solicitação. 

 

3.3 Produção de retrovírus recombinantes e transdução de células alvo 

A linhagem celular EcoPack2 B2 ecotrópica, um clone selecionado a partir de 

células da linhagem Ecopack2 (BD-Biosciences, San Jose, CA), foi utilizada como 

célula empacotadora dos retrovírus. As células foram transfectadas com o 

plasmídeo retroviral de forma transiente por fosfato de cálcio, segundo o protocolo 

descrito abaixo. 

Dia 1: As células EcoPack2 B2 foram cultivadas em placas de Petri de 10cm de 

diâmetro contendo 10ml de meio de cultura (4x106 células/placa). 

Dia 2: As células EcoPack2 B2 foram transfectadas com o DNA do plasmídeo 

retroviral purificado por coluna de Maxi-Prep (Qiagen, West Sussex, Reino Unido). O 

DNA plasmidial foi precipitado misturando-se: 20µg de DNA; 250µl de salina 

tamponada com HEPES 2x (HBS2x - 280mM NaCl; 10mM KCl; 1,5mM Na2HPO4; 

12mM dextrose; 50mM HEPES; pH 7,1); e 50µl de CaCl2 2,5M; em um volume final 

de 500µl. A seguir, a mistura foi feita avidamente por borbulhamento e incubada em 

temperatura ambiente por 30 minutos. Após esse tempo, o precipitado (500µl) foi 

adicionado às células empacotadoras. 

Dia 3: As células empacotadoras transfectadas foram lavadas duas vezes com 

salina tamponada com fosfato (PBS) e adicionadas de 5ml de meio DMEM 

suplementado com 10% de soro fetal bovino definido (Hyclone, Logan, UT). Neste 
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mesmo dia, as células alvo NIH3T3 foram cultivadas em placas de 6 poços (2,5x104 

células/poço). 

Dia 4: O sobrenadante das células empacotadoras contendo o vírus foi recolhido; 

centrifugado por 5 minutos a 500G para retirada de eventuais células soltas e 

fragmentos celulares. O sobrenadante contendo as partículas virais foi 

suplementado com 8µg/ml de polibreno (Fluka Chemie, Buchs, Suiça). Em seguida, 

o sobrenadante foi adicionado em conjunto com meio DMEM novo (na proporção de 

1:1) às células alvo, que foram então centrifugadas duas vezes a 400G por 45 

minutos com intervalo de 90 minutos entre as centrifugações. 

Dia 5: As células alvo (NIH3T3) foram soltas da placa por tripsinização e o 

percentual de transdução analisado por citometria de fluxo, pelo percentual de 

células EGFP positivas. 

 

3.4 Produção de adenovírus recombinantes e transdução de células-alvo 

A linhagem celular 293A (Life Technologies, Carlsbad, CA) foi utilizada como 

célula produtora das partículas adenovirais. As células foram transfectadas com o 

plasmídeo adenoviral de forma transiente por fosfato de cálcio, segundo o protocolo 

descrito abaixo. 

Dia 1: As células 293A foram cultivadas em placas de Petri de 10cm de diâmetro 

contendo 10ml de meio de cultura (3,5x106 células/placa). O vetor adenoviral (20µg) 

foi digerido com a enzima de restrição PacI. 

Dia 2: As células 293A foram transfectadas com o DNA do plasmídeo adenoviral 

purificado e clivado com enzima PacI. O DNA plasmidial foi precipitado misturando-

se: 20µg de DNA; 250µl de HBS 2x; e 50µl de CaCl2 2,5M; em um volume final de 

500µl. A seguir, a mistura foi feita avidamente por borbulhamento e incubada em 
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temperatura ambiente por 30 minutos. Após esse tempo, o precipitado (500µl) foi 

adicionado às células empacotadoras. 

Dia 3: As células produtoras transfectadas foram lavadas duas vezes com PBS. 

Dia 9: Novas células 293A foram cultivadas em placas de Petri de 10cm de diâmetro 

contendo 10ml de meio de cultura (3,5x106 células/placa). 

Dia 10: As células 293A do "dia 1" foram soltas da placa com auxílio de um pequeno 

rodo de borracha. Em seguida, estas células foram submetidas a uma centrifugação 

por 5 minutos a 500G e ressuspendidas em 4ml de meio de cultura sem soro. Então, 

esta suspensão de células foi submetida a quatro ciclos de choque térmico para 

promover a lise da membrana plasmática e consequente liberação das partículas 

adenovirais. Cada ciclo de choque térmico consiste em um resfriamento em 

nitrogênio líquido por 1 minuto, seguido por um aquecimento em banho-maria a 

37°C até o preparado viral derreter e, por fim, este mesmo preparado é agitado 

vigorosamente (vortex). Após a lise por choque térmico, as células foram 

centrifugadas por 5 minutos a 1500G e o sobrenadante recolhido. A seguir, 2ml do 

sobrenadante recolhido é adicionado ao meio de cultura das células 293A cultivadas 

no "dia 9", para amplificar a produção de partículas adenovirais. 

Dia 13: As células 293A do "dia 9" foram soltas da placa com auxílio de um pequeno 

rodo de borracha. Em seguida, estas células foram submetidas a uma centrifugação 

por 5 minutos a 500G e ressuspendidas em 4ml de meio sem soro. Então, esta 

suspensão de células foi submetida a quatro ciclos de choque térmico para 

promover a lise da membrana plasmática e consequente liberação das partículas 

adenovirais. Após a lise por choque térmico, as células foram centrifugadas por 5 

minutos a 1500G e o sobrenadante recolhido. Este sobrenadante recolhido contém 

as partículas adenovirais. A suspensão de partículas adenovirais pode ser utilizada 
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imediatamente para infecção de células alvo, bastando adicionar ao meio de cultura 

da célula alvo, ou conservada a -20°C para posterior utilização.  

 Para produção de um alto título adenoviral, 6,5 x 106 células 293A foram 

cultivadas em uma garrafa de 150 cm2, em um total de 10 garrafas. Após 24 horas 

de cultivo, as células 293A foram infectadas com a partícula adenoviral que se 

deseja purificar (MOI 1-10), e após mais 40 horas de cultivo, as células foram 

recolhidas e o adenovírus purificado utilizando o Adeno-X Purification Kit (Clontech, 

Mountain View, CA) seguindo as recomendações do fabricante. 

 Para realização dos ensaios, as culturas das células-alvo foram transduzidas, 

após 24 horas de cultivo, ao adicionar as partículas adenovirais à cultura contendo 

um volume de meio sem soro suficiente para cobrir o fundo da placa (40ul para 

placa de 96 poços; 200ul para placa de 24 poços) e incubadas por 2 horas a 37°C. 

Após esse tempo, foi adicionado 5 vezes o volume de meio com soro às culturas. 

Para transdução das linhagens de NIH3T3 H-RasV12 e B16F10 com AdCANFAT1, 

as partículas adenovirais foram pré-incubadas por 100 minutos com 6ug/ml e 1ug/ml 

de poli-lisina D, respectivamente (Orlicky e Schaack, 2001). 

 

3.5 Transfecção por cloreto de cálcio 

 As células EcoPack2 B2 ou 293A foram cultivadas em placas de 6 poços 

contendo 2ml de meio de cultura (2x105 células/placa), por 24 horas. Em seguida, as 

células foram transfectadas com o DNA plasmidial purificado por coluna de Maxi-

Prep (Qiagen). O DNA plasmidial foi precipitado misturando-se: 7µg de DNA; 100µl 

de HBS2X; e 20µl de CaCl2 2,5M; em um volume final de 200µl. A seguir, a mistura 

foi feita avidamente por borbulhamento e incubada em temperatura ambiente por 30 

minutos. Após esse tempo, o precipitado de DNA plasmidial (200µl) foi adicionado às 

células empacotadoras. 
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3.6 Ensaios de proliferação celular 

Células NIH3T3 transduzidas com vetor vazio ou com vetores contendo os 

cDNAs dos NFATs foram utilizadas para os ensaios de proliferação celular. As 

células foram cultivadas em triplicata em placas de 96 poços (8x103 células/poço). 

Em diferentes tempos após a infecção retroviral o estado de proliferação foi avaliado 

por incorporação por cristal violeta. Para isto, as células foram fixadas com etanol 

100% por 10 minutos, coradas com 0,05% de cristal violeta em 20% de etanol por 10 

minutos e lavadas 2 vezes com água destilada, posteriormente o cristal violeta 

incorporado foi ressolubilizado com metanol 100% por 5 minutos. A absorbância da 

placa foi acessada no comprimento de onda de 595nm em um espectrofotômetro 

(SpectraMax 190, Molecular Devices, Sunnyvale,CA). 

 

3.7 Análise de ciclo celular e conteúdo de DNA Sub-G0 

Células NIH3T3 transduzidas com vetor retroviral vazio ou com vetores 

retrovirais expressando as construções NFAT foram cultivadas em subconfluência 

ou confluência (2,4x104 células/poço da placa de 6 poços; 105 células/poço da placa 

de 12 poços) para análise do ciclo celular e do conteúdo sub-G0, respectivamente. 

Nos dias indicados, as células foram tripsinizadas e lavadas uma vez com PBS. A 

seguir, as células foram coradas com iodeto de propídio (75µM) na presença do 

detergente NP-40.  

Para as análises de conteúdo de DNA sub-G0 utilizando os vetores 

adenovirais, 5 x 103 células NIH3T3 H-RasV12 foram cultivadas em placas de 96 

poços. As linhagens 4T1, B16F10, HME1, MDA-MB-231, HCT116, LoVo foram 

cultivadas em placas de 24 poços, nas concentrações de 104, 104, 7 x 104, 5 x 104, 

105 e 105 células por poço, respectivamente. As culturas destas células foram 
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marcadas com iodeto de propídio (75µM) na presença do detergente NP-40 e 

analisadas por citometria de fluxo no tempos indicados após a adição do adenovírus. 

O conteúdo de DNA foi determinado coletando 10.000 eventos para ciclo 

celular e 15.000 para análise do conteúdo de DNA sub-G0. As fases do ciclo celular 

e a proporção de células com conteúdo de DNA sub-G0 foram determinadas 

utilizando o programa CELLQuest (BD Biosciences). 

 

3.8 Análise da formação de núcleos picnóticos 

Células NIH3T3 infectadas com os vetores retrovirais foram fixadas com 4% 

de paraformaldeído em temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, as 

células foram incubadas por 1 hora com tampão de lavagem (PBS 1x; 0,5% de 

NP40; 5% de SFB) para permeabilização da membrana. Posteriormente, as células 

foram incubadas com DAPI (300nM) por 1 minuto e visualizadas em um microscópio 

de fluorescência Olympus BX60, as células representativas foram fotografadas. 

 

3.9 Análise de exposição de fosfatidilserina 

Células NIH3T3 transduzidas com vetor vazio ou com os vetores contendo os 

cDNAs dos NFAT foram cultivadas em confluência (105 células/poço da placa de 12 

poços). Após 24 horas, as células foram tripsinizadas e lavadas com PBS e 

marcadas com Anexina-V conjugada a APC e iodeto de propídio, segundo o 

protocolo do fabricante (BD Biosciences), e analisadas por citometria de fluxo.  

 

3.10 Análise por Western Blot 

Proteína total foi obtida a partir da lise celular de 4x105 células NIH3T3 ou de 

3x105 células 293A em um tampão contendo 40mM de Tris-Cl pH 7,5, 10mM de 

EDTA, 60mM de pirofosfato de sódio e 5% de SDS. Em seguida, esse extrato de 
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proteínas foi aquecido por 15 minutos a 100°C e separado por eletroforese em gel 

de poliacrilamida SDS-PAGE 4-10%. Após a eletroforese, as proteínas foram 

transferidas para membrana de nitrocelulose utilizando o sistema de transferência 

Trans-Blot Semi-Dry electrophoretic transfer cell (BioRad, Hercules, CA) seguindo o 

protocolo do fabricante. Posteriormente, a membrana foi bloqueada com salina 

tampão Tris (TBS; 10mM de Tris-Cl, 150mM de NaCl, pH 7,4) com 5% de leite 

desnatado por 2 horas. A seguir, a membrana foi lavada com TBS-T (TBS 

adicionado de 0,05% de Tween) e incubada nesse mesmo tampão por duas horas 

com anticorpo primário (67.1, anticorpo policlonal anti-NFAT1 (Ho et al., 1994) – 

reconhece a região N-terminal do NFAT1; T2B1, anticorpo policlonal anti-NFAT1 

(Wang et al., 1995) – reconhece a região C-terminal do NFAT1/C; 7A6, anticorpo 

monoclonal anti-NFAT2 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX); 6C5, anticorpo 

monoclonal anti-GAPDH (Santa Cruz Biotechnology); ab8227, anticorpo monoclonal 

anti-β-actina (Abcam)). Posteriormente, a membrana foi lavada 3 vezes com TBS-T 

e incubada por uma hora com o anticorpo secundário conjugado à peroxidase. Em 

seguida, a membrana foi lavada seis vezes com TBS-T e reveladas com substrato 

da peroxidase utilizando o sistema “ECL Western blotting reagent” (GE Healthcare, 

Little Chalfont, Reino Unido), seguindo as recomendações do fabricante. 

 

3.11 Imunolocalização do NFAT 

Células NIH3T3 transduzidas com vetores retrovirais foram fixadas com 4% 

de paraformaldeído em temperatura ambiente por 15 minutos. A seguir, as células 

foram permeabilizadas e sítios não específicos foram bloqueados com tampão de 

lavagem (PBS 1x; 0,5% de NP40; 5% de SFB) em diversas incubações de 5 

minutos. Em seguida, as células foram incubadas por 1 hora em temperatura 

ambiente com o anticorpo contra NFAT1 (67.1, anticorpo policlonal anti-NFAT1 – 
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reconhece a região N-terminal do NFAT1) em tampão de lavagem. Posteriormente, 

as células foram lavadas com tampão de lavagem e incubadas com o anticorpo anti-

IgG de coelho marcado com rodamina (KPL, Gaithersbur, MD) por 30 minutos e com 

DAPI (300nM) por 1 minuto. As células foram visualizadas em um microscópio de 

fluorescência Olympus BX60 e células representativas foram fotografadas. 

 

3.12 Ensaios de Transativação 

Células T Jurkat (2x106 células/600µl) foram eletroporadas (950µF, 250V) em 

cubetas de 0,4cm (GenePulser Cuvette; BioRad) no eletroporador GenePulser II 

(BioRad). As células foram cotransfectadas com três plasmídeos diferentes em meio 

sem SFB como descrito a seguir: (1) o plasmídeo retroviral indicado (10µg), (2) o 

plasmídeo repórter pGL4.30 (2µg) (Promega, Madison, WI), e o plasmídeo de 

expressão da Renilla (0,2µg) (pRL-TK, Promega) para normalização. Após 24 horas 

da transfecção, as células foram recolhidas e lisadas por 15 minutos em temperatura 

ambiente com 50µl do reagente de lise (Dual-Luciferase Reporter Assay System, 

Promega). O extrato resultante (20µl) foi adicionado a 30µl do substrato de luciferase 

(Dual-Luciferase Reporter Assay System, Promega) e a atividade da luciferase foi 

medida em um luminômetro de microplacas Veritas (Turner Biosystems). A seguir, a 

reação de oxidação do substrato da luciferase foi interrompida para medição da 

atividade de Renilla pela adição do seu substrato diluído no tampão Stop & Glo 

(Dual-Luciferase Reporter Assay System, Promega). A atividade de luciferase foi 

expressa em unidades relativas de luz (RLU) e normalizada pela atividade de 

Renilla. 
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3.13 RT-PCR e PCR em tempo real 

 Para análise da expressão do genes TNF, TRAF1 e TNFSF10 (TRAIL), RNA 

total foi extraído das linhagens celulares testadas utilizando o kit RNeasy (Qiagen). A 

seguir, 1ug de RNA total purificado foi tratado com DNase I (Thermo Scientific, 

Waltham, MA), seguindo as recomendações do fabricante. Após esta etapa, o cDNA 

foi sintetizado utilizando primers randômicos (Invitrogen) e o kit de RT-PCR ImProm-

II (Promega) de acordo com as instruções do fabricante. 

 A reação de PCR em tempo real foi feita utilizando o SYBR® Green Master 

Mix (Applied Biosystems) em combinação com os primers listados abaixo (Tabela 

3.1), na concentração de 250nM, e 2ul de amostra resultante da reação de RT-PCR, 

seguindo as instruções do fabricante. 

 Para análise de expressão gênica das células murinas, B16F10 e NIH3T3 H-

RasV12, a reação de PCR em tempo real foi feita utilizando o kit de superarray 

PAMM-012 da SABiosciences (Frederick, MD) para 84 genes envolvidos com 

apoptose. As reações foram feitas utilizando os reagentes fornecidos pelo fabricante 

e seguindo as suas recomendações. As análises de todos PCRs em tempo real 

foram realizadas pelo método do 2-∆∆Ct. 
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Tabela 3.1. Lista dos primers utilizados na reação de PCR em tempo real. 

Gene Primer Sequência 

TNF 
H. Sapiens 

Senso 5' CAG CCT CTT CTC CTT CCT GA 3' 

Antissenso 5' AGA TGA TCT GAC TGC CTG GG 3' 

TRAF1 
H. Sapiens 

Senso 5' TCT ATA AGC CCA GGA AGC CGT C 3' 

Antissenso 5' GCT TCC CTT GAA GGA GCA GC 3' 

TNFSF10 
(TRAIL) 

H. Sapiens 

Senso 5' CTG CAG TCT CTC TGT GTG G 3' 

Antissenso 5' TTG GGG TCC CAA TAA CTG TC 3' 

TBP 
H. Sapiens 

Senso 5' ACA ACA GCC TGC CAC CTT AC 3' 

Antissenso 5' GTT CTG AAT AGG CTG TGG GG 3' 

PGK1 
H. Sapiens 

Senso 5' CAA GCT GGA CGT TAA AGG GA 3' 

Antissenso 5' CTT GGG ACA GCA GCC TTA AT 3' 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 A Expressão de CA-NFAT1 Induz Apoptose em Fibroblastos NIH3T3 

Com o intuito de estudar o papel do domínio de transativação C-terminal 

(TAD-C) do NFAT1 na indução de morte celular via NFAT1, nós utilizamos a forma 

constitutivamente ativa da isoforma C do NFAT1 (CA-NFAT1), previamente descrita 

(Okamura et al., 2000; Robbs et al., 2008). O CA-NFAT1 possui diversas mutações 

de resíduos de serina para alanina na NHR que previnem sua fosforilação e 

consequente inativação (Figura 4.1A). A análise de expressão demonstrou que o 

CA-NFAT1 é expresso em altos níveis, está restrito ao núcleo e é capaz de 

transativar um promotor responsivo a NFAT em um ensaio de gene repórter 

luciferase (Figuras 4.1B, 4.1C e 4.1D), permitindo a análise dos fenótipos induzidos 

pela expressão de CA-NFAT1 na ausência de estímulos externos. A transdução 

retroviral foi, primeiramente, utilizada para induzir a expressão de CA-NFAT1 em 

células NIH3T3. A linhagem NIH3T3 foi utilizada como modelo por ser uma linhagem 

não transformada e não expressar nenhuma das variantes de NFAT1. Nós 

confirmamos que mais de 80% das células eram, regularmente, transduzidas por 

citometria de fluxo, avaliando a quantidade de células positivas para a proteína 

repórter EGFP (dados não mostrados). 
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Figura 4.1. A forma constitutivamente ativa do NFAT1 é expressa em altos níveis, está 
localizada especificamente no núcleo e é capaz de transativar um promotor responsivo a 
NFAT. (A) Representação esquemática da estrutura primária do CA-NFAT1. A barra hachurada 

representa o TAD-N, a barra cinza representa a NHR, a barra preta representa o DBD, a barra branca 

representa o TAD-C e a barra vermelha representa o sinal de localização nuclear (NLS) do antígeno 

T do SV40. (B) Proteína total de 4x105 células NIH3T3 transduzidas com vetor vazio ou vetor 

retroviral expressando CA-NFAT1 foi obtida para análise do nível expressão de CA-NFAT1 por 

Western Blot. (C) Análise da sublocalização celular do CA-NFAT1 em células NIH3T3 por microscopia 

de fluorescência. (D) Ensaio de transativação realizado em células Jurkat para avaliar a capacidade 

de transativação do CA-NFAT1 em um promotor responsivo a NFAT. 

 

O NFAT1 já foi descrito por induzir a expressão de diversos genes 

proapoptóticos (Mccaffrey et al., 1994; Latinis et al., 1997; Youn et al., 2000). 

Portanto, nós decidimos avaliar a presença de características de células apoptóticas 

nos fibroblastos NIH3T3 expressando CA-NFAT1. Para caracterizar o tipo de morte 

celular induzida pelo NFAT1, células NIH3T3 foram transduzidas com vetor vazio 

(controle) ou vetor retroviral expressando CA-NFAT1, e primeiramente avaliadas 

para o percentual de células com conteúdo de DNA sub-G0, como indicativo de 

fragmentação de DNA. Como mostrado nas Figuras 4.2A e 4.2B, as culturas de 
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células transduzidas com o vetor vazio apresentaram um baixo percentual de células 

com conteúdo de DNA sub-G0. Por outro lado, após 48 horas de cultivo, 

aproximadamente 30% das células expressando CA-NFAT1 possuíam conteúdo de 

DNA sub-G0 (Figuras 4.2A e 4.2B), sugerindo que a expressão de CA-NFAT1 induz 

apoptose em células NIH3T3. Com o objetivo de melhor caracterizar o fenótipo 

induzido pela expressão de CA-NFAT1, nós analisamos a formação de núcleos 

picnóticos, outro indicador de apoptose. Corroborando os resultados anteriores, nós 

observamos formação de núcleo picnóticos nas células NIH3T3 expressando 

CA-NFAT1, enquanto as células controle não apresentaram núcleos picnóticos 

quando observadas por microscopia de fluorescência (Figura 4.2C). Além disso, a 

expressão de CA-NFAT1 nas células NIH3T3 resultou no aumento da exposição de 

fosfatidilserina, outra característica clássica de células apoptóticas (Figura 4.2D). 

Aproximadamente 33% das células expressando CA-NFAT1 estavam positivas para 

anexina-V e negativas para o marcador de permeabilização, iodeto de propídio, após 

24 horas de cultivo (Figura 4.2D). Em contraste, um baixo percentual de células 

transduzidas com o vetor vazio marcou positivamente para anexina-V (Figura 4.2D). 

Em conjunto, estes resultados indicam que a expressão de CA-NFAT1 induz 

apoptose em fibroblastos NIH3T3. 
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Figura 4.2. Células NIH3T3 expressando CA-NFAT1 sofrem apoptose. Células NIH3T3 foram 

transduzidas com vetor vazio ou vetor expressando CA-NFAT1 e submetidas a ensaios para avaliar 

morte celular. (A, B) Células NIH3T3 foram marcadas com iodeto de propídio (PI) e analisadas por 

citometria de fluxo. (A) Análise de morte celular realizada após 48 horas de cultivo. O percentual de 

células em sub-G0 está indicado no gráfico. (B) O gráfico mostra a média do percentual de células 

em sub-G0 obtidos de três experimentos independentes. (C) Análise de formação de núcleos 

picnóticos por marcação com DAPI. As células foram marcadas após 48 horas de cultivo e 

visualizadas por microscopia de fluorescência. (D) Análise da exposição de fosfatidilserina após 24 

horas de cultivo. As células foram marcadas com anexina-V e iodeto de propídio e analisadas por 

citometria de fluxo. 

 

4.2 A Retirada dos Resíduos de Aminoácidos 699 a 850 do TAD-C do NFAT1 

Abole a Apoptose Induzida pelo CA-NFAT1 

Os domínios de transativação das proteínas NFAT não são bem conservados 

entre os membros desta família de fatores de transcrição (Rao et al., 1997). O 

domínio de transativação C-terminal do NFAT1 (NFAT1 TAD-C) já foi descrito por 

ser responsável por algumas das diferenças na regulação gênica entre os diferentes 

membros da família NFAT (Youn et al., 2000; Kaminuma et al., 2008; Carneiro et al., 

2011). Nosso grupo já demonstrou que a capacidade de induzir morte celular do 

CA-NFAT1 é dependente do seu TAD-C (Robbs et al., 2008), no entanto, não se 
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sabe quais aminoácidos do TAD-C são, realmente, necessários para indução de 

apoptose via CA-NFAT1. Para melhor entender o papel do TAD-C na apoptose 

induzida pelo NFAT1, nós mapeamos os resíduos de aminoácidos do TAD-C 

necessários pelo NFAT1 para induzir apoptose. Para este propósito, nós 

construímos diversas proteínas CA-NFAT1 truncadas que não possuem diferentes 

regiões do NFAT1 TAD-C. As proteínas CA-NFAT1 truncadas foram nomeadas de 

acordo com os resíduos de aminoácidos removidos. Todas as proteínas CA-NFAT1 

truncadas apresentaram níveis similares de expressão e peso molecular esperado 

(Figura 4.3). 

                     

Figura 4.3. Todas as proteínas CA-NFAT1 truncadas apresentam níveis de expressão similares 
e o peso molecular esperado. Proteína total de 4x105 células NIH3T3 transduzidas foi obtida para 

análise do nível expressão de cada proteína CA-NFAT1 truncada por Western Blot. 

 

Para avaliar a capacidade dessas proteínas CA-NFAT1 truncadas de 

induzirem apoptose, nós realizamos a análise do conteúdo de DNA sub-G0 das 

células NIH3T3 expressando cada uma das construções. Primeiramente, 
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observamos que a proteína CA-NFAT1Δ699-927, que não possui o TAD-C, perdeu 

completamente a capacidade de induzir apoptose, ao contrário da proteína 

CA-NFAT1 completa, indicando que o NFAT1 TAD-C é essencial para indução de 

apoptose pelo CA-NFAT1 no nosso modelo (Figura 4.4). Por outro lado, a proteína 

CA-NFAT1Δ759-927 induziu apoptose, de forma similar ao CA-NFAT1, indicando 

que os resíduos de aminoácidos necessários para indução de apoptose via 

CA-NFAT1 estão entre os aminoácidos 699 e 758 (Figura 4.4). Entretanto, a 

proteína truncada CA-NFAT1Δ699-758, que não possui os aminoácidos 699 a 758, 

ainda foi capaz de induzir apoptose, sugerindo a existência de mais de uma região 

do NFAT1 TAD-C que pode desempenhar um papel na apoptose induzida pelo 

CA-NFAT1 (Figura 4.4). Esta hipótese foi sustentada pelos fenótipos induzidos pelas 

proteínas truncadas CA-NFAT1Δ699-850 e CA-NFAT1Δ699-818. A proteína 

CA-NFAT1Δ699-850 não induziu apoptose quando expressa em células NIH3T3, 

semelhante ao CA-NFAT1Δ699-927 (Figura 4.4). Em contraste, a proteína 

CA-NFAT1Δ699-818 levou a um nível moderado de morte celular quando 

comparado ao CA-NFAT1 inteiro, indicando que os aminoácidos 819 a 850 também 

desempenham um papel na apoptose induzida pelo CA-NFAT1 (Figura 4.4). Em 

seguida, nós adicionamos 35 resíduos de aminoácidos das posições 699 a 734 a 

proteína truncada CA-NFAT1 Δ699-850, construindo assim a proteína CA-

NFAT1Δ735-850. Esta proteína truncada (CA-NFAT1Δ735-850) induziu altos níveis 

de apoptose, de forma semelhante ao CA-NFAT1 inteiro (Figura 4.4). Em conjunto, 

estes resultados demonstraram que a remoção dos aminoácidos 699 a 850 previne 

a indução de apoptose pelo CA-NFAT1 e sugerem que existem pelo menos dois 

domínios dentro do NFAT1 TAD-C, entre os aminoácidos 699 a 734 e 819 a 850, 

que medeiam a apoptose induzida pelo CA-NFAT1. 
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Figura 4.4. A remoção dos aminoácidos 699 a 850 do TAD-C do NFAT1 previne completamente 
a indução de apoptose pelo CA-NFAT1. Células NIH3T3 foram transduzidas com vetor vazio ou 

retrovírus expressando CA-NFAT1 ou a proteína CA-NFAT1 truncada indicada. Células NIH3T3 foram 

marcadas com iodeto de propídio (PI) e analisadas por citometria de fluxo para morte celular. Análise 

de morte celular realizada após 48 horas de cultivo. O gráfico mostra a média dos níveis de morte 

celular obtido a partir de três experimentos independentes. Este gráfico foi normalizado considerando 

o percentual de células em sub-G0 induzidas pelo CA-NFAT1 para 100% de morte celular. O índice 

de morte celular é a razão entre o percentual de células em sub-G0 induzidas pelo vetor vazio ou a 

construção CA-NFAT1 indicada e o percentual de células em sub-G0 induzidas pelo CA-NFAT1 

inteiro. Um esquema representando o CA-NFAT1 e cada uma das proteínas truncadas é mostrado na 

figura. 

 

Para nos certificarmos da importância dos aminoácidos 699 a 850 no fenótipo 

induzido pelo CA-NFAT1, nós construímos mais duas proteínas truncadas, uma 

contendo apenas os aminoácidos 699 a 735 (CA-NFAT1DD699-735), 

correspondentes ao primeiro domínio descrito acima, no NFAT1 TAD-C, e a outra 

contendo os aminoácidos 699 a 850 no NFAT1 TAD-C (CA-NFAT1DD699-850), 

englobando os dois domínios descritos aqui. A seguir, avaliamos a capacidade de 

induzir apoptose destas duas construções pela análise do conteúdo de DNA sub-G0. 

Quando expressas em células NIH3T3, ambas as proteínas truncadas, 

CA-NFAT1DD699-735 e CA-NFAT1DD699-850, induziram apoptose de forma 
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semelhante ao CA-NFAT1 (Figuras 4.5A e 4.5B). Logo depois, analisamos os níveis 

de proliferação, por incorporação de cristal violeta, nas células NIH3T3 expressando 

cada uma dessas proteínas. A expressão de CA-NFAT1DD699-735 e CA-

NFAT1DD699-850 também levou a uma redução da proliferação, semelhantemente, 

ao CA-NFAT1 (Figura 4.5C). Portanto, estes resultados reafirmam o papel crítico dos 

aminoácidos 699 a 850 na morte celular induzida pelo CA-NFAT1 e sugerem que 

somente a presença de um dos domínios mapeados aqui é suficiente para indução 

de apoptose pelo CA-NFAT1.  

 

       

Figura 4.5. Os resíduos de aminoácidos 699 a 735 são suficientes para conferir ao CA-NFAT1 a 
capacidade de induzir apoptose. Células NIH3T3 foram transduzidas com vetor vazio ou retrovírus 

expressando CA-NFAT1 ou a proteína CA-NFAT1 truncada indicada. (A, B) Células NIH3T3 foram 

marcadas com iodeto de propídio (PI) e analisadas por citometria de fluxo para morte celular após 48 

horas de cultivo. (A) O gráfico mostra a média dos níveis de morte celular obtido a partir de três 

experimentos independentes. (B) Gráfico representativo da análise de morte celular. O percentual de 

células com conteúdo de DNA sub-G0 está indicado. (C) Proliferação celular foi avaliada por 

incorporação de cristal violeta. As células foram cultivadas em triplicata e analisadas por 120 horas. O 

gráfico mostrado é representativo de três experimentos independentes. 
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A seguir, nós avaliamos a capacidade de induzir apoptose da forma não 

constitutivamente ativa do NFAT1 no nosso modelo. Mirando esse objetivo, células 

NIH3T3 foram transduzidas com vetor controle ou com vetor retroviral expressando 

NFAT1 ou NFAT1∆699-850 e analisadas para presença de células apoptóticas. 

Primeiramente, confirmamos pelo ensaio de Western Blot que as proteínas NFAT1 e 

NFAT1∆699-850 eram expressas em níveis semelhantes e tinham o peso molecular 

esperado (Figura 4.6A). Em seguida, na análise de morte celular, observamos que a 

proteína NFAT1 selvagem não foi capaz de induzir apoptose quando expressa em 

fibroblastos NIH3T3 estimulados com PMA e ionomicina, não sendo possível 

analisar a importância dos domínios aqui descritos na morte celular induzida pelo 

NFAT1 selvagem (Figura 4.6B). Entretanto, nós não podemos descartar que o 

NFAT1 selvagem também tenha a capacidade de induzir apoptose em células 

NIH3T3, já que o estímulo de PMA e ionomicina pode desencadear vias de 

sinalização de sobrevivência, como a via de Ras-Raf-MEK-ERK, que poderiam 

prevenir a morte celular (Tamm e Kikuchi, 1991; Verin et al., 2000; Samatar e 

Poulikakos, 2014). Além do mais, este resultado sugere que a atividade sustentada 

de NFAT1 é necessária para indução de apoptose em fibroblastos NIH3T3. 
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Figura 4.6. O NFAT1 selvagem não é capaz de induzir apoptose em células NIH3T3 mediante 
estímulo. Células NIH3T3 foram transduzidas com vetor vazio ou retrovírus expressando NFAT1 ou 

NFAT1Δ699-850. (A) Proteína total de 4x105 células NIH3T3 transduzidas foi obtida para análise do 

nível expressão de NFAT1 por Western Blot. (B) Após 24 horas de transdução, as células foram 

deixadas sem estímulo (Não Estim.) ou foram estimuladas com PMA (20nM) e ionomicina (2µM). 

Após 48 horas de estímulo, as células foram marcadas com iodeto de propídio (PI) e analisadas por 

citometria de fluxo para morte celular. O percentual de células com conteúdo de DNA sub-G0 está 

indicado na figura. 

 

4.3 A Fusão do NFAT1 TAD-C ao CA-NFAT2 lhe Confere a Capacidade de 

Induzir Apoptose 

Os domínios de transativação do NFAT apresentam baixa conservação de 

sequência entre os membros da família e podem conferir diferentes capacidades na 

regulação da expressão gênica. Esses domínios são, provavelmente, as principais 

regiões responsáveis pelas divergências no controle da regulação gênica entre as 

diferentes proteínas NFAT. Já foi demonstrado que o NFAT1 e o NFAT2 exercem 

efeitos opostos na proliferação e morte celular (Robbs et al., 2008). O CA-NFAT1 

induz arresto do ciclo celular e apoptose em fibroblastos NIH3T3 (Figura 4.2), 

enquanto o CA-NFAT2 induz proliferação e sobrevivência celular (Robbs et al., 

2008). A proteína NFAT2 possui um TAD-C curto, enquanto o NFAT1 possui um 

TAD-C longo, o qual é necessário para que o NFAT1 seja capaz de induzir apoptose 
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(Figura 4.4 e 4.5). Portanto, nós decidimos avaliar se o CA-NFAT2 poderia induzir 

apoptose quando fusionado ao TAD-C do NFAT1 e expresso em células NIH3T3. 

Para este propósito, nós construímos um vetor retroviral expressando a 

proteína quimérica CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1, resultante da fusão do CA-NFAT2 ao 

TAD-C do NFAT1 (NFAT1 TAD-C). Um alinhamento esquemático do NFAT1, NFAT2 

e da proteína quimérica está demonstrado na Figura 4.7A. Em seguida, nós 

analisamos através de Western Blot se a proteína quimérica CA-NFAT2-TAD-C-

NFAT1 possui as regiões tanto do CA-NFAT2 como do NFAT1 TAD-C. Como 

mostrado na Figura 4.7B, o anticorpo anti-NFAT1 que reconhece o NFAT1 TAD-C, 

reconheceu o CA-NFAT1 e a proteína quimérica CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1 (painel à 

esquerda), e o anticorpo anti-NFAT2 detectou a expressão de CA-NFAT2 e CA-

NFAT2-TAD-C-NFAT1 (painel à direita), indicando que a proteína quimérica CA-

NFAT2-TAD-C-NFAT1 está sendo expressa em células NIH3T3. 

 

                            

Figura 4.7. A quimera CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1 é expressa em altos níveis em células NIH3T3 
transduzidas com o respectivo vetor. (A) Um alinhamento esquemático representando o 

CA-NFAT1, CA-NFAT2 e CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1 está demonstrado. (B) Células NIH3T3 foram 

transduzidas com vetor vazio ou retrovírus expressando CA-NFAT1, CA-NFAT2 ou CA-NFAT2-

TAD-C-NFAT1. Proteína total de 4x105 células NIH3T3 transduzidas foi obtida para análise do nível 

expressão por Western Blot. 
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A seguir, para avaliar a capacidade do CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1 de induzir 

morte celular, células NIH3T3 foram transduzidas com vetor vazio ou com vetor 

expressando CA-NFAT1, CA-NFAT2 ou CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1, e avaliadas para 

os níveis de proliferação e para o conteúdo de DNA sub-G0. Como demonstrado na 

Figura 4.8A, as células expressando CA-NFAT2 proliferaram além da confluência, 

em contraste com as células expressando CA-NFAT1. Interessantemente, as células 

expressando CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1 apresentaram baixos níveis de proliferação 

e uma redução no número total de células, de forma semelhante às células 

expressando CA-NFAT1 (Figura 4.8A). Este resultado demonstrou que o CA-NFAT2-

TAD-C-NFAT1 é capaz de induzir um fenótipo semelhante ao induzido pelo CA-

NFAT1 em células NIH3T3. Em seguida, nós avaliamos se essa proteína quimérica 

também é capaz de desencadear apoptose. A análise do conteúdo de DNA sub-G0 

revelou que o CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1 induziu apoptose do mesmo modo que o 

CA-NFAT1 (Figuras 4.8B e 4.8C). Em contraste, um baixo número de células 

expressando CA-NFAT2 apresentou conteúdo de DNA sub-G0 (Figuras 4.8B e 

4.8C). Em conjunto, estes resultados sugerem que o NFAT1 TAD-C é capaz de 

conferir a capacidade de induzir apoptose a outros membros da família NFAT, tal 

como o NFAT2, conhecidamente descrito por ser um oncogene. 
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Figura 4.8. A fusão do NFAT1 TAD-C ao CA-NFAT2 reverte o fenótipo induzido pelo CA-NFAT2. 
Células NIH3T3 foram transduzidas com vetor vazio ou retrovírus expressando CA-NFAT1, 

CA-NFAT2 ou CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1. (A) Proliferação celular foi avaliada por incorporação de 

cristal violeta. As células foram cultivadas em triplicata e analisadas por 144 horas. O gráfico 

mostrado é representativo de três experimentos independentes. (B, C) Células NIH3T3 foram 

marcadas com iodeto de propídio (PI) e analisadas por citometria de fluxo para morte celular. (B) 
Análise de morte celular realizada após 48 horas de cultivo. O gráfico mostra a média dos percentuais 

de células com conteúdo de DNA sub-G0 obtido a partir de três experimentos independentes. (C) 
Gráfico representativo da análise de morte celular mostrada em (B). O percentual de células com 

conteúdo de DNA sub-G0 está indicado.  

 

4.4 O Vetor Adenoviral Carreando o Gene CA-NFAT1 Induz Apoptose em 

Células NIH3T3 H-RasV12 

Ao longo dos anos, diversos estudos tem progressivamente demonstrado que 

o fator de transcrição NFAT1 pode atuar como um gene supressor de tumor (Hodge 

et al., 1996; Xanthoudakis et al., 1996; Ranger et al., 2000; Robbs et al., 2008). 

Corroborando estes dados, o NFAT1 já foi descrito por regular diversos genes 

indutores de morte celular (Latinis et al., 1997; Youn et al., 2000; Kaminuma et al., 

2008). Aqui, nós demonstramos que a forma constitutivamente ativa do NFAT1 (CA-
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NFAT1) induz apoptose em células NIH3T3 (Figura 4.2). Além disso, mais 

recentemente, nosso grupo demonstrou que o CA-NFAT1 pode cooperar com a via 

de Ras-Raf-MEK-ERK para induzir apoptose (Robbs et al., 2013). A via de Ras-Raf-

MEK-ERK é capaz de promover sobrevivência e proliferação celular, e se encontra 

alterada em 50% dos tumores humanos, podendo chegar até a 90% para alguns 

tipos de câncer (Roberts e Der, 2007; Alvarez et al., 2010; Calvo et al., 2010). 

Portanto, nós pretendemos avaliar se o CA-NFAT1 poderia ser aplicado como 

terapia gênica para desencadear apoptose em células tumorais, um dos principais 

mecanismos celulares de supressão tumoral. 

Visando esse objetivo, utilizamos adenovírus sorotipo 5, como vetor, para 

induzir a expressão de CA-NFAT1 nas células testadas a seguir. Todos os ensaios 

apresentados a partir daqui foram realizados após a confirmação de que pelo menos 

80% das células eram positivas para o gene repórter EGFP após a transdução 

adenoviral (dados não mostrados). Visando avaliar o nível de expressão de 

CA-NFAT1 induzido pelo vetor adenoviral, primeiramente, transduzimos células 

293A com adenovírus controle (AdEGFP) ou com adenovírus carreando o CANFAT1 

(AdCANFAT1) e o extrato total de proteínas dessas células foi analisado por 

Western Blot. Como podemos observar na figura 4.9, somente as células 293A 

transduzidas com AdCANFAT1 expressam CA-NFAT1. Todos os experimentos 

mostrados adiante foram realizados utilizando esses mesmos preparados 

adenovirais. 
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Figura 4.9. CA-NFAT1 é expresso em altos níveis em células transduzidas com o vetor 
adenoviral AdCANFAT1. Células 293A foram transduzidas com vetor vazio (AdEGFP) ou adenovírus 

expressando CA-NFAT1 (AdCANFAT1). Proteína total de 3x105 células 293A transduzidas foi obtida 

para análise do nível expressão de NFAT1 por Western Blot. 

 

Para avaliarmos a capacidade do AdCANFAT1 de induzir apoptose células 

com via Ras-Raf-MEK-ERK ativa, utilizamos a linhagem NIH3T3 H-RasV12, uma vez 

que já foi observado que ela é susceptível a expressão de CA-NFAT1 mediante 

transdução retroviral (Robbs et al., 2013). Em seguida, células NIH3T3 H-RasV12 

foram tratadas com AdEGFP ou AdCANFAT1 e submetidas à análise das células 

com conteúdo de DNA sub-G0. Nessa análise, observamos que ambos os 

tratamentos não induziram apoptose após 24 horas (Figura 4.10). No entanto, após 

48 horas, a cultura de células tratadas com AdCANFAT1 apresentou uma drástica 

redução no número de células aderidas quando observadas por microscopia (Dados 

não mostrados). A análise de morte celular confirmou que em torno de 78% de 

células possuíam conteúdo DNA sub-G0, contrariamente à cultura de células 

NIH3T3 H-RasV12 tratadas com o vetor controle (AdEGFP) que apresentou em 

torno de 15% de células subdiploides (Figura 4.10). Portanto, este resultado nos 

indica que o tratamento com AdCANFAT1 é capaz de induzir apoptose em células 

NIH3T3 com Ras ativo.  
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Figura 4.10. O tratamento com AdCANFAT1 induz apoptose em fibroblastos NIH3T3 H-RasV12. 
Células NIH3T3 H-RasV12 foram transduzidas com vetor controle (AdEGFP) ou adenovírus 

expressando CA-NFAT1 (AdCANFAT1). Nos tempos indicados, as células foram marcadas com 

iodeto de propídio (PI) e analisadas por citometria de fluxo para morte celular. (A) O gráfico mostra a 

média dos níveis de morte celular obtido a partir de três experimentos independentes. (B) Gráfico 

representativo da análise do percentual de células com conteúdo de DNA sub-G0. 

 

4.5 O AdCANFAT1 Induz Apoptose Moderada em Linhagens Tumorais de 

Cólon  

  Em aproximadamente metade dos tumores humanos, a via de Ras-Raf-MEK-

ERK está hiperativada. Entre esses tumores, mutações ativadoras são encontradas 

no oncogene Ras em aproximadamente 50% dos tumores de cólon e 25% dos 

melanomas (Roberts e Der, 2007). Além do oncogene Ras, mutações no gene B-Raf 

são encontradas em 70% dos melanomas e em 20% dos tumores de cólon (Roberts e 

Der, 2007; Calvo et al., 2010). Outros componentes dessa via também se 

encontram, frequentemente, alterados em células cancerosas. EGFR e HER2, que 

estão acima de Ras na via de sinalização, são normalmente encontrados 

superexpressos em tumores de mama (Dhillon et al., 2007; Alvarez et al., 2010). 

Portanto, nosso próximo objetivo foi avaliar se o adenovírus AdCANFAT1 é capaz de 
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induzir apoptose em linhagens de melanoma, de tumor de mama e de tumor de 

cólon.  

 Uma vez que o tratamento com AdCANFAT1 induziu de forma massiva a 

apoptose em células NIH3T3 H-RasV12, somente, após 48 horas (Figura 4.10), as 

linhagens tumorais foram analisadas para presença de células apoptóticas após 48 

e 72 horas. Primeiramente, avaliamos o fenótipo induzido por AdCANFAT1 na 

linhagem murina de melanoma B16F10. Para este propósito, células B16F10 foram 

tratadas com AdEGFP e AdCANFAT1 e submetidas à análise de morte celular. 

Nessa análise, observamos que o tratamento com adenovírus controle (AdEGFP) 

não induziu morte celular em células B16F10 após 48 e 72 horas de cultivo. Apenas 

um baixo número de células B16F10 apresentou conteúdo de DNA sub-G0 quando 

tratadas com AdEGFP (Figura 4.11). Surpreendentemente, o mesmo foi observado 

para as células B16F10 tratadas com AdCANFAT1 (Figura 4.11). As culturas 

tratadas com AdCANFAT1 apresentaram apenas 1,1% e 2,3% de células 

subdiploides após 48 e 72 horas, respectivamente (Figura 4.11B). Portanto, este 

resultado indica que apesar de induzir apoptose em fibroblastos NIH3T3 H-RasV12, 

o AdCANFAT1 não é capaz de causar o mesmo efeito em células B16F10. 
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Figura 4.11. As células B16F10 não são sensíveis ao tratamento com AdCANFAT1. Células 

B16F10 foram transduzidas com vetor controle (AdEGFP) ou adenovírus expressando CA-NFAT1 

(AdCANFAT1). Nos tempos indicados, as células foram marcadas com iodeto de propídio (PI) e 

analisadas por citometria de fluxo para morte celular. (A) O gráfico mostra a média dos níveis de 

morte celular obtido a partir de três experimentos independentes. (B) Gráfico representativo da 

análise do percentual de células com conteúdo de DNA sub-G0. 

 

 Em seguida, analisamos a indução de apoptose pelo AdCANFAT1 em células 

de tumor de mama. Nesta etapa, foram avaliadas a linhagem murina 4T1 e a 

linhagem humana MDA-MB-231. Primeiro, células 4T1 tratadas com AdEGFP ou 

AdCANFAT1 e submetidas à análise do conteúdo de DNA. Após 24 horas de 

tratamento, a cultura de células 4T1 tratadas com AdCANFAT1 apresentou por volta 

de 16% de células subdiploides, por outro lado, a cultura controle (AdEGFP) 

apresentou apenas 6% de células subdiploides (Figura 4.12A e 4.12B). A princípio, 

este resultado sugere que o AdCANFAT1 induz, ainda que brandamente, apoptose 

em células 4T1. No entanto, após 48 horas, ambas as culturas apresentaram um 

número similar de células com conteúdo de DNA sub-G0. A cultura da linhagem 4T1 

tratada com AdEGFP apresentou em torno de 18% de células com conteúdo de 
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DNA sub-G0, semelhantemente, a cultura tratada com AdCANFAT1 apresentou em 

torno de 21% de células subdiploides (Figura 4.12A e 4.12B). Apesar do 

AdCANFAT1 induzir uma apoptose branda após 48 horas, em 72 horas a morte 

celular causada pelo adenovírus controle e pelo AdCANFAT1 é similar. Portanto, 

estes resultados sugerem que o efeito observado sobre as células 4T1 pode estar 

relacionado a uma possível toxicidade do vetor em detrimento à morte celular 

induzida por CA-NFAT1. 

 A seguir, avaliamos as culturas de células MDA-MB-231 para a presença de 

células subdiploides mediante o tratamento com AdEGFP e AdCANFAT1 após 48 e 

72 horas. A análise do conteúdo de DNA revelou que as culturas de MDA-MB-231 

não sofreram apoptose considerável com ambos os tratamentos em nenhum dos 

tempos testados (Figura 4.12C e 4.12D). Nesse ensaio, foi possível observar apenas 

um ligeiro aumento (em torno de 4%) no número de células subdiploides tratadas 

com AdCANFAT1 após 72 horas (Figura 4.12C e 4.12D). Entretanto, quando 

observamos o percentual de células NIH3T3 H-RasV12 que sofreram morte celular 

após 48 horas de tratamento com AdCANFAT1, é possível concluir que o número de 

células mortas nas culturas de MDA-MB-231 tratadas com esse mesmo vetor é 

inexpressivo. Portanto, estes resultados sugerem que a linhagem MDA-MB-231 não 

é sensível ao tratamento com AdCANFAT1, de forma semelhante às células de 

melanoma B16F10. 
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Figura 4.12. As linhagens de tumor de mama 4T1 e MDA-MB-231 não são susceptíveis ao 
tratamento com AdCANFAT1. Células 4T1 e MDA-MB-231 foram transduzidas com vetor controle 

(AdEGFP) ou adenovírus expressando CA-NFAT1 (AdCANFAT1). Nos tempos indicados, as células 

foram marcadas com iodeto de propídio (PI) e analisadas por citometria de fluxo para morte celular. 

(A) O gráfico mostra a média dos percentuais de células 4T1 com conteúdo de DNA sub-G0 obtido a 

partir de três experimentos independentes. (B) Gráfico representativo da análise do percentual de 

células 4T1 com conteúdo de DNA sub-G0. (C) O gráfico mostra a média dos percentuais de células 

MDA-MB-231 com conteúdo de DNA sub-G0 obtido a partir de três experimentos independentes. (D) 
Gráfico representativo da análise do percentual de células MDA-MB-231 com conteúdo de DNA sub-

G0. 
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 Após avaliar os efeitos do AdCANFAT1 sobre células tumorais de mama e 

melanoma, nós decidimos analisar duas linhagens tumorais de cólon (HCT116 e 

LoVo). Para este propósito, as células das linhagens HCT116 e LoVo foram tratadas 

com adenovírus controle e AdCANFAT1 e analisadas para o percentual de células 

subdiploides como indicativo de apoptose. Essa análise revelou que a cultura de 

células HCT116 tratadas com AdEGFP apresentou 1,5% e 3,9% de células 

subdiploides após 48 e 72 horas, respectivamente (Figura 4.13A e 4.13B). 

Contrariamente, em torno de 6% e 15% das células HCT116 tratadas com 

AdCANFAT1 apresentaram conteúdo de DNA sub-G0 após 48 e 72 horas, 

respectivamente, indicando a presença de um número maior de células apoptóticas 

nas culturas tratadas com AdCANFAT1 em comparação às culturas controles 

(Figura 4.13A e 4.13B). Em relação a linhagem LoVo, observamos que por volta de 

1,6% e 3,6% das células LoVo tratadas com AdEGFP apresentaram conteúdo de 

DNA sub-G0 após 48 e 72 horas, respectivamente (Figura 4.13C e 4.13D). Por outro 

lado, a cultura de células LoVo tratadas com AdCANFAT1 apresentou 7,4% e 22% 

de células subdiploides após 48 e 72 horas, respectivamente (Figura 4.13C e 

4.13D). Juntamente, esses resultados indicam que ambas as linhagens de cólon 

testadas sofrem apoptose mediante ao tratamento com AdCANFAT1, apesar de 

ocorrer mais tardiamente em comparação às células NIH3T3 H-RasV12 com o 

mesmo tratamento. Além disso, vale ressaltar que os percentuais de células 

subdiploides apresentados pelas culturas de cólon mediante tratamento com 

AdCANFAT1 são menores do que os alcançados nas culturas de células NIH3T3 H-

RasV12. 
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Figura 4.13. As linhagens de tumor de cólon HCT116 e LoVo sofrem apoptose moderada 
mediante tratamento com AdCANFAT1. Células HCT116 e LoVo foram transduzidas com vetor 

controle (AdEGFP) ou adenovírus expressando CA-NFAT1 (AdCANFAT1). Nos tempos indicados, as 

células foram marcadas com iodeto de propídio (PI) e analisadas por citometria de fluxo para morte 

celular. (A) O gráfico mostra a média dos percentuais de células HCT116 com conteúdo de DNA sub-

G0 obtido a partir de três experimentos independentes. (B) Gráfico representativo da análise do 

percentual de células HCT116 com conteúdo de DNA sub-G0. (C) O gráfico mostra a média dos 

percentuais de células LoVo com conteúdo de DNA sub-G0 obtido a partir de três experimentos 

independentes. (D) Gráfico representativo da análise do percentual de células LoVo com conteúdo de 

DNA sub-G0. 
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4.6 O AdCANFAT1 não Induz Apoptose na Linhagem não Transformada HME1 

 Diferentes estudos já demonstraram o papel de supressor tumoral para o 

NFAT1. Camundongos deficientes para NFAT1 apresentam hiperproliferação 

linfocitária e aumento dos órgãos linfoides secundários (Xanthoudakis et al., 1996; 

Schuh et al., 1998). Esses fenótipos podem ser atribuídos ao fato de que os 

linfócitos desses animais sofrem menos AICD após a ativação (Schuh et al., 1998). 

Além do que, esses camundongos são mais susceptíveis à carcinogênese química e 

tem maior propensão em desenvolver condrosarcomas (Ranger et al., 2000; Robbs 

et al., 2008). Esse papel de supressor tumoral do NFAT1 está, em parte, relacionado 

a sua capacidade de ativar genes indutores de apoptose, tais como FASL, TNF, 

TRAIL e NUR77 (Mccaffrey et al., 1994; Latinis et al., 1997; Youn et al., 2000; Robbs 

et al., 2013). Na figura 4.10, nós demonstramos que o tratamento com AdCANFAT1 

induz às células NIH3T3 H-RasV12 a sofrerem apoptose. No entanto, as linhagens 

de tumor de mama e de melanoma, aqui analisadas, não apresentaram o mesmo 

fenótipo mediante o mesmo tratamento (Figura 4.11 e 4.12). Além disso, as células 

tumorais de cólon testadas sofreram apoptose, somente, em um tempo mais tardio e 

de forma moderada (Figura 4.13). Apesar de diversos estudos indicarem uma função 

supressora de tumor para o NFAT1, esse papel supressor não foi observado em 

células já transformadas. A linhagem NIH3T3 H-RasV12, apesar de ser 

transformada, possui origem proveniente das células NIH3T3 não transformadas. 

Portanto, a seguir, nos perguntamos se o AdCANFAT1 seria capaz de induzir, 

intensamente, apoptose apenas em linhagens não transformadas. 

 Para analisar essa hipótese, células normais de mama HME-1 foram tratadas 

com AdEGFP e AdCANFAT1 e analisadas para presença de células subdiploides 

por marcação com iodeto de propídio no citômetro de fluxo. A cultura de células 

tratadas com AdEGFP apresentou 1,4% e 3% de células subdiploides após 48 e 72 
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horas, respectivamente (Figura 4.14). Semelhantemente, a cultura tratada com 

AdCANFAT1 exibiu 1,5% e 3,1% de células HME1 com conteúdo de DNA sub-G0 

após 48 e 72 horas, respectivamente, indicando que essas células não sofrem 

apoptose mediante a superexpressão de CA-NFAT1 (Figura 4.14). Juntamente aos 

demais resultados, estes dados sugerem que a capacidade do CA-NFAT1 de induzir 

apoptose pode ser dependente do tipo celular onde esse gene está superexpresso. 

 

Figura 4.14. A linhagem não transformada HME-1 não sofre apoptose mediante a 
superexpressão de CA-NFAT1. Células HME-1 foram transduzidas com vetor controle (AdEGFP) ou 

adenovírus expressando CA-NFAT1 (AdCANFAT1). Nos tempos indicados, as células foram 

marcadas com iodeto de propídio (PI) e analisadas por citometria de fluxo para morte celular. (A) O 

gráfico mostra a média dos níveis de morte celular obtido a partir de três experimentos 

independentes. (B) Gráfico representativo da análise do percentual de células com conteúdo de DNA 

sub-G0. 

 

4.7 O AdCANFAT1 Induz de Forma Massiva o Aumento da Expressão de TNF 

em Diferentes Linhagens Celulares 

 Os resultados apresentados, anteriormente, demonstram que o tratamento 

com AdCANFAT1 é capaz de induzir, fortemente, a apoptose em células NIH3T3 

H-RasV12, entretanto, o mesmo efeito não foi observado em outras cinco linhagens 
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tumorais nem na linhagem não transformada HME1. Em células NIH3T3 selvagens, 

a superexpressão de CA-NFAT1 acompanhada do estímulo com PMA induz o 

aumento da expressão majoritária de Tnf e em menor escala de Traf1 e Trail (Robbs 

et al., 2013). Nessas células, o bloqueio de TNF-α através de anticorpos 

neutralizantes reduz o número de células apoptóticas, indicando que nas células 

NIH3T3 selvagens a indução de apoptose via TNF-α é o braço efetor da morte 

celular por CA-NFAT1 (Robbs et al., 2013). Portanto, nosso próximo passo foi 

analisar a expressão de genes envolvidos na apoptose, incluindo Tnf, mediante o 

tratamento com AdCANFAT1 nas linhagens testadas aqui, com o objetivo de avaliar 

se os fenótipos distintos entre essas células mediante o mesmo tratamento se deve 

a um diferente perfil de expressão gênica induzido pelo CA-NFAT1. 

 Para este propósito, primeiramente, as células NIH3T3 H-RasV12 foram 

submetidas a uma análise de PCR em tempo real em um superarray para avaliar a 

expressão de 84 genes murinos relacionados a apoptose. O mRNA dessas células 

foi isolado após 24 horas de tratamento com AdEGFP ou AdCANFAT1 para a 

análise de expressão gênica. Em seguida, essa análise revelou que a 

superexpressão de CA-NFAT1 levou à amplificação de 1516 vezes no mRNA de Tnf 

e a aumentos mais discretos na expressão de Traf1 (26 vezes), Casp4 (13 vezes) e 

Fas (8 vezes) (Figura 4.15A e 4.15B). Além disso, as células NIH3T3 H-RasV12 

tratadas com AdCANFAT1 também apresentaram uma redução de 25 vezes na 

expressão de Bcl2, de 4 vezes na expressão de Card6 e Nod1 e de 3 vezes na 

expressão de Trp53inp1 (Figura 4.15A e 4.15B). Em conjunto, estes resultados 

demonstram que a superexpressão de CA-NFAT1 em células NIH3T3 H-RasV12 

induz um aumento exacerbado da expressão do gene proapoptótico Tnf e uma 

redução significativa da expressão do gene antiapoptótico Bcl2.  
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 Em seguida, o mRNA das células B16F10 foi extraído nas mesmas condições 

e submetido a mesma análise de PCR em tempo real. Nesta linhagem, a 

superexpressão de CA-NFAT1 induziu o aumento de 129 vezes na expressão de Tnf 

e a amplificação em menor escala do mRNA dos genes Card10 (10 vezes) e Casp4 

(3 vezes) (Figura 4.15A e 4.15C). Este resultado indica que mesmo não sendo 

susceptível ao tratamento com AdCANFAT1, as células B16F10 aumentam 

majoritariamente a expressão do gene proapoptótico Tnf mediante a superexpressão 

de CA-NFAT1. 
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Figura 4.15. O tratamento com AdCANFAT1 induz a diminuição de Bcl2 em fibroblastos 
transformados e o aumento majoritário de Tnf em células de melanoma e em fibroblastos 
transformados. O mRNA de células NIH3T3 H-RasV12 e B16F10 foi isolado após 24 horas de 

tratamento com vetor controle (AdEGFP) ou adenovírus expressando CA-NFAT1 (AdCANFAT1) e 

analisado por PCR em tempo real. (A) Heatmap da análise de superarray mostrando as alterações na 

expressão de 84 genes mediante o tratamento com AdCANFAT1 em relação ao tratamento controle 

(AdEGFP). As marcações na cor cinza indicam que a expressão do gene não foi detectada nas 

células controle nem nas células tratadas com AdCANFAT1. (B e C) Estão representados os níveis 

de expressão dos genes com alterações na expressão maior que duas vezes e que tenham sido 

detectados abaixo do C(t) 30 em pelo menos um dos tratamentos estão apresentados. (B) Gráfico 

indicando a expressão gênica das células NIH3T3 H-RasV12 tratadas com AdCANFAT1 em 

comparação às células controle. (C) Gráfico indicando a expressão gênica das células B16F10 

tratadas com AdCANFAT1 em comparação às células controle. 
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 Uma vez que nosso grupo demonstrou, previamente, que a superexpressão 

de CA-NFAT1 induz, principalmente, o aumento da expressão de Tnf, Traf1 e Trail 

em células NIH3T3, decidimos analisar especificamente a expressão desses genes 

nas linhagens humanas HCT116, LoVo e HME1. O mRNA dessas células foi isolado 

após 24 horas de tratamento com AdEGFP ou AdCANFAT1 e submetido a análise 

de PCR em tempo real. Essa análise demonstrou que as células HCT116 e LoVo 

tiveram um aumento de quase 3000 vezes na expressão de TNF quando tratadas 

com AdCANFAT1 (Figura 4.16A e 4.16B). Nas células HME1, o mesmo tratamento 

resultou em um aumento de 400 vezes na expressão de TNF (Figura 4.16C). 

Enquanto, a expressão de TRAF1 se manteve praticamente estável nas três 

linhagens, aumentando cerca de 2 vezes em cada linhagem mediante o tratamento 

com AdCANFAT1 (Figura 4.16). Já em relação a TRAIL, a sua expressão 

apresentou um aumento de 5 vezes em células HCT116 superexpressando 

CA-NFAT1, no entanto, vale ressaltar que em duas das três replicatas a expressão 

de TRAIL nas células tratadas com AdCANFAT1 não foi detectada (Figura 4.16A). 

Nas células LoVo e HME1, o tratamento com AdCANFAT1 induziu 1 vez e 1,8 vezes 

a expressão de TRAIL, respectivamente (Figura 4.16B e 4.16C). Em conjunto, estes 

resultados demonstram que a expressão de CANFAT1 nas linhagens tumorais de 

cólon e na linhagem não transformada de mama HME1 levam ao aumento 

significativo na expressão de TNF e a pequenas variações na expressão de TRAF1 

e TRAIL. 
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Figura 4.16. O tratamento com AdCANFAT1 induz, massivamente, o aumento de TNF em 
células não transformadas de mama e tumorais de cólon. O mRNA de células HCT116, LoVo e 

HME1 foi isolado após 24 horas de tratamento com vetor controle (AdEGFP) ou adenovírus 

expressando CA-NFAT1 (AdCANFAT1) e analisado por PCR em tempo real para expressão de TNF, 

TRAF1 e TRAIL. (A) Gráfico apresentando a média de expressão dos genes indicados nas células 

HCT116 tratadas com AdCANFAT1 em comparação às células controle, obtida a partir de três 

experimentos independentes. (B) Gráfico apresentando a média de expressão dos genes indicados 

nas células LoVo tratadas com AdCANFAT1 em comparação às células controle, obtida a partir de 

três experimentos independentes. (C) Gráfico apresentando a média de expressão dos genes 

indicados nas células HME1 tratadas com AdCANFAT1 em comparação às células controle, obtida a 

partir de três experimentos independentes. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 Neste estudo, nós demonstramos que a expressão de CA-NFAT1 induz 

apoptose em fibroblastos NIH3T3, que foi evidenciada por características tais como 

fragmentação de DNA, formação de núcleos picnóticos e exposição de 

fosfatidilserina (Figura 4.2). Além disso, nossos resultados identificaram uma região 

específica dentro do NFAT1 TAD-C, entre os aminoácidos 699 a 850, que é 

essencial para indução de apoptose pelo CA-NFAT1 (Figuras 4.4 e 4.5). Embora 

esta região ainda seja grande, correspondendo a 152 resíduos de aminoácidos, 

nossos resultados sugerem que dentro do NFAT1 TAD-C existem pelo menos dois 

domínios de morte, entre os aminoácidos 699 a 734 e 819 a 850, que medeiam a 

apoptose induzida pelo CA-NFAT1 independentemente de outras regiões do TAD-C 

(Figuras 4.4 e 4.5). De fato, a proteína truncada CA-NFAT1Δ699-850 não foi capaz 

de induzir apoptose, enquanto as proteínas CA-NFAT1Δ735-850, CA-NFAT1Δ699-

818 induziram apoptose em células NIH3T3 (Figuras 4.4). Corroborando estes 

resultados, as construções CA-NFAT1DD699-850 e CA-NFAT1DD699-735 

induziram apoptose de forma similar ao CA-NFAT1 inteiro (Figura 4.5). Por outro 

lado, diversos estudos já demonstraram que o NFAT2/α, um membro da família 

NFAT que possui um TAD-C curto, não induz apoptose e está envolvido com 

transformação celular (Neal e Clipstone, 2003; Robbs et al., 2008). A forma 

constitutivamente ativa do NFAT2/α já foi descrita por induzir a formação de colônia, 

a perda da inibição por contato e o crescimento tumoral em um modelo de formação 

tumoral de alotransplantes murinos (Neal e Clipstone, 2003; Robbs et al., 2008). 

Juntamente, estes estudos sugerem que há uma dicotomia entre os membros da 

família NFAT que é desempenhada pelo seu TAD-C. Interessantemente, essa 

hipótese foi confirmada ao demonstrarmos que a proteína NFAT2 quimérica, 

82 

 



fusionada ao NFAT1 TAD-C, (CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1) reduziu a proliferação 

celular e induziu apoptose em células NIH3T3 de forma similar ao CA-NFAT1 (Figura 

4.8). Portanto, este resultado confirma que o NFAT1 TAD-C é um mediador central 

da função proapoptótica do NFAT1. 

 Após caracterizar a atividade proapoptótica do CA-NFAT1 em fibroblastos 

NIH3T3, nos perguntamos se a expressão de CA-NFAT1 seria suficiente para induzir 

o mecanismo de apoptose em células tumorais, uma vez que, nosso grupo 

demonstrou, previamente, que a cooperação com a via oncogênica de Ras-Raf-

MEK-ERK é essencial para a indução de apoptose por CA-NFAT1 (Robbs et al., 

2013). No entanto, apesar do vetor adenoviral AdCANFAT1 induzir apoptose em 

fibroblastos transformados, não observamos o mesmo efeito em diferentes linhagens 

tumorais testadas (Figura 4.10 a 4.12). Somente as linhagens tumorais de cólon 

testadas foram susceptíveis à apoptose via CA-NFAT1, ainda que de maneira mais 

branda (Figura 4.13). Nesse mesmo trabalho onde nosso grupo demonstrou a 

cooperação da via de Ras-Raf-MEK-ERK com o CA-NFAT1 para indução de 

apoptose, foi visto que essa cooperação promove o desencadeamento da via 

extrínseca da apoptose mediante o aumento da expressão de TNF-α (Robbs et al., 

2013). No presente estudo, observamos que as linhagens susceptíveis e não 

susceptíveis à apoptose por CA-NFAT1 aumentam consideravelmente a expressão 

de TNF-α quando tratadas com AdCANFAT1 (Figura 4.15 e 4.16).   

 Para regular a expressão gênica, as proteínas NFAT interagem com diversas 

proteínas parceiras, tais como outros fatores de transcrição, coativadores e 

correpressores (Macian, 2005). Algumas dessas interações já foram descritas por 

ocorrer nos TADs das proteínas NFAT. A proteína ativadora-1 (AP-1), o parceiro 

transcricional do NFAT melhor caracterizado, foi primeiramente descrita por interagir 

com NFAT na região do DBD (Macian et al., 2001), no entanto, outra interação 
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funcional entre NFAT1 e AP-1 foi demonstrada por ocorrer através do NFAT1 TAD-C 

(Nguyen et al., 2010). NFAT1 também interage com o repressor transcricional 

IRF2BP2 através do TAD-C (Carneiro et al., 2011). Além disso, o TAD N-terminal do 

NFAT1 também interage com proteínas parceiras, tais como p300, um conhecido 

coativador da transcrição (Garcia-Rodriguez e Rao, 1998). Os TADs dos NFATs são 

estruturas que medeiam a interação entre NFAT e proteínas parceiras, e devido a 

esta característica aliada a sua baixa conservação de sequência, são extremamente 

importantes para regulação gênica diferenciada entre as proteínas NFAT. Além 

dessas interações, o NFAT1 TAD-C também é um sítio para modificações pós-

traducionais específicas. A sumoilação nos resíduos K684 e K897 contribui para o 

aumento da sua atividade transcricional e da sua retenção no núcleo, 

respectivamente (Terui et al., 2004). No presente estudo, nós demonstramos que o 

CA-NFAT1 depende de regiões específicas do seu TAD-C para induzir apoptose 

(Figuras 4.4 e 4.5), no entanto, ainda falta elucidar através de quais mecanismos o 

NFAT1 TAD-C contribui para indução de apoptose pelo CA-NFAT1. 

 O NFAT1 TAD-C parece ser particularmente importante para regulação 

gênica de alguns genes proapoptóticos. O receptor nuclear órfão Nur77, um ativador 

da via de apoptose mitocondrial, já foi descrito por induzir apoptose em timócitos 

imaturos e vários tipos de células tumorais (Liu et al., 1994; Yu et al., 2007; Yang et 

al., 2010). Nur77 é capaz de converter Bcl-2, uma conhecida proteína antiapoptótica, 

em uma proteína proapoptótica (Lin et al., 2004). A interação entre NFAT1 e o fator 

de transcrição MEF2 através do NFAT1 TAD-C é necessária para ativação do 

promotor de Nur77 (Youn et al., 2000). Interessantemente, esta ativação é 

independente da ligação do NFAT1 ao DNA (Youn et al., 2000). No entanto, já foi 

visto que, em células NIH3T3, uma proteína CA-NFAT1 incapaz de se ligar ao DNA 

não é capaz de induzir apoptose, indicando que a ligação ao DNA é necessária para 
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indução de morte celular via CA-NFAT1 (Faget et al., 2012). Portanto, este estudo 

indica que o gene Nur77 não é ativado por CA-NFAT1 para induzir apoptose em 

fibroblastos NIH3T3, apesar do papel do NFAT1 TAD-C na ativação do promotor de 

Nur77. 

 O NFAT1 é expresso em células T periféricas, onde está envolvido na 

terminação da resposta imune através da morte celular induzida por ativação 

(AICD). AICD é uma forma de apoptose que é desencadeada pela ativação da via 

extrínseca através de um ligante. O NFAT1 é capaz de ativar a transcrição de dois 

desses ligantes, o FasL e o TNF-α (Mccaffrey et al., 1994; Latinis et al., 1997). No 

entanto, o NFAT1 TAD-C é importante para ativação somente de TNF-α pelo 

NFAT1. O fator NFAT1 é capaz de se ligar ao elemento κ3 do promotor de TNF-α e 

ativar a sua transcrição (Mccaffrey et al., 1994). A ativação do promotor de TNF-α 

pelo NFAT1 já foi demonstrada por ser dependente do seu TAD-C, uma vez que o 

NFAT1 é capaz de induzir maior transativação do promotor de TNF-α quando 

comparado ao NFAT2/α (Kaminuma et al., 2008). Interessantemente, o NFAT2/α só 

foi capaz de ativar o promotor de TNF-α tanto quanto o NFAT1, quando fusionado 

ao NFAT1 TAD-C (Kaminuma et al., 2008). No entanto, a função específica do 

NFAT1 TAD-C na regulação de TNF-α ainda permanece desconhecida. A regulação 

do TNF-α pelo NFAT1 explica os fenótipos observados nas células NIH3T3 

expressando CA-NFAT1 e a proteína quimérica CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1 (Figuras 

4.2 e 4.8). Vale ressaltar que nesse modelo a apoptose induzida por CA-NFAT1 é 

decorrente do aumento da expressão de TNF-α (Robbs et al., 2013). Portanto, esses 

estudos e os resultados apresentados sugerem que a apoptose observada em 

fibroblastos NIH3T3 mediante a expressão da proteína quimérica CA-NFAT2-TAD-C-

NFAT1 também é desencadeada pelo aumento da expressão TNF-α. 
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 O mecanismo de AICD também pode ser desencadeado por TRAIL e FasL. O 

promotor de TRAIL possui diversos possíveis sítios de ligação para NFAT e a sua 

expressão em células T estimuladas é sensível a ciclosporina, um conhecido inibidor 

de calcineurina (Mariani e Krammer, 1998; Wang et al., 2000). Além do mais, a 

expressão de CA-NFAT1 em células NIH3T3 estimuladas com PMA é capaz de 

aumentar a transcrição de TRAIL (Robbs et al., 2013). Em conjunto, estes estudos 

indicam que TRAIL também pode ser ativado em células NIH3T3 pelo CA-NFAT1 

em nosso modelo, apesar de ainda não haver evidências de que a ativação de 

TRAIL pelo CA-NFAT1 é dependente do TAD-C. O FasL é outro membro da família 

do fator de necrose tumoral e desempenha papéis cruciais em diversos processos 

imunológicos (Ettinger et al., 1995). O NFAT1 presente em extratos nucleares de 

células T ativadas é capaz de se ligar a dois sítios dentro do promotor de FasL 

(Latinis et al., 1997), e a expressão ectópica de NFAT1 ativa o promotor de FasL 

(Holtz-Heppelmann et al., 1998). Contudo, apesar de ter sido demonstrado que o 

CA-NFAT1 promove um aumento majoritário da transcrição de TNF-α em 

fibroblastos NIH3T3 selvagens, o NFAT1 é capaz de regular positivamente outros 

genes proapoptóticos em outros tipos celulares. 

Dentro da perspectiva de que o CA-NFAT1 poderia induzir a expressão de 

diferentes genes indutores de apoptose, nós propusemos a sua utilização como 

forma de terapia gênica para o tratamento de tumores. Aqui, nós observamos que a 

transdução adenoviral, visando a superexpressão de CANFAT1, é capaz de 

promover mais intensamente a indução de apoptose em fibroblastos NIH3T3 do que 

a transdução retroviral, indicando que a opção pelo vetor adenoviral foi a mais 

adequada para levar ao rápido aumento da expressão do CA-NFAT1 (Figura 4.2 e 

4.10) (Robbs et al., 2013). No entanto, quando submetemos células de melanoma 

B16F10 ao tratamento com AdCANFAT1, nenhuma morte celular foi detectada 
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(Figura 4.11). Em oposição a nossa hipótese, em 2012, foi demonstrado que o 

silenciamento de NFAT1 é capaz de promover a apoptose em células de melanoma 

(Perotti et al., 2012). Além disso, foi demonstrado que a sinalização de NFAT1 na 

linhagem de melanoma A375SM contribui para o crescimento tumoral in vivo e para 

o processo de metástase (Braeuer et al., 2012). Outros estudos indicam que a 

sinalização de NFAT também é importante no contexto das células do 

microambiente tumoral para promover metástase. Células B16F10 inoculadas em 

camundongos deficientes para NFAT1 fazem menos metástase para o pulmão 

(Werneck et al., 2011). Corroborando esse estudo, foi visto que essas mesmas 

células quando inoculadas em camundongos deficientes para DSCR1, uma proteína 

inibidora da via de calcineurina/NFAT, formam um maior número de nódulos 

metastáticos nos pulmões (Minami et al., 2013a). Em vista desses dados, a 

utilização de adenovírus AdCANFAT1 poderia promover metástase, uma vez que, 

mediante a aplicação de injeções intratumorais, células do estroma tumoral seriam, 

igualmente, transduzidas assim como as células tumorais. 

 Em células de mama, nós demonstramos também que duas linhagens 

tumorais (4T1 e MDA-MB-231) não sofrem apoptose mediante o aumento da 

expressão de CA-NFAT1 (Figura 4.12). No entanto, um estudo recente demonstrou 

que as células MDA-MB-231 superexpressando CA-NFAT1 formam tumores muito 

menores do que as células controle em modelos murinos de xenotransplante 

(Kaunisto et al., 2015). Apesar da redução do volume tumoral mediante a expressão 

de CA-NFAT1 nesse modelo, o autor sugere que essa supressão tumoral ocorre por 

um mecanismo não-autônomo da célula tumoral, já que não observaram morte 

celular nem alterações no ciclo celular (Kaunisto et al., 2015). Um outro estudo 

também aponta na direção de que o NFAT1 é um supressor tumoral, demonstrando 

que o silenciamento de NFAT1 induz a hiperproliferação de células tumorais de 
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mama T47D (Zheng et al., 2011). No entanto, outros estudos apontam para direções 

opostas a essa. Em 2002, já havia sido mostrado que a superexpressão de NFAT1 

em células de tumorais de mama MDA-MB-435 era capaz de promover migração 

celular e invasão (Jauliac et al., 2002). Mais recentemente, foi visto que células 4T1, 

mediante o silenciamento de NFAT1, não alteram seu perfil de proliferação, mas, 

têm sua motilidade drasticamente reduzida (Quang et al., 2015). Nesse mesmo 

estudo, foi demonstrado que o silenciamento de NFAT1 também levou a uma 

redução do crescimento tumoral de 4T1 in vivo (Quang et al., 2015). Além disso, a 

expressão de NFAT1 também está envolvida no aumento da resistência a 

quimioterápicos e da expressão da ubiquitina-ligase MDM2, importante regulador 

negativo de p53, em células MCF7 (Zhang et al., 2012). Em conjunto, esses 

trabalhos indicam que o papel de NFAT1 no tumor de mama parece ser ambíguo. 

Embora, alguns trabalhos demonstrem atividades supressora de tumor para o 

NFAT1, outros aspectos aqui levantados demonstram que o NFAT1 também age em 

prol do desenvolvimento tumoral, promovendo migração, invasão tecidual e 

resistência a quimioterápicos. 

 O NFAT1 também é bem caracterizado por contribuir com o processo de 

inflamação que é essencial para o surgimento de vários tipos de câncer. Em 

especial para o tumor de cólon, a inflamação crônica é um fator primordial para o 

seu surgimento. Em 2012, foi demonstrado que células tumorais de cólon 

superexpressam NFAT1 (Gerlach et al., 2012). Nesse mesmo trabalho, foi descrito 

que camundongos deficientes para NFAT1 desenvolviam menos tumores de cólon 

em um modelo murino associado a colite (Gerlach et al., 2012). A diminuição da 

produção da citocina proinflamatória IL-6 em camundongos deficientes para NFAT1 

foi determinante para a redução do número de tumores de cólon nesse modelo 

(Gerlach et al., 2012). Além de IL-6, NFAT1 também regula positivamente uma outra 
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citocina proinflamatória, o TNF-α. Esta citocina, como já apresentada aqui, é capaz 

de ativar a via extrínseca da apoptose, mas também é capaz de levar ativação de 

NFκB. A via de NFκB é capaz de promover a transcrição de diferentes ciclinas e 

genes antiapoptóticos, contribuindo diretamente para a proliferação e sobrevivência 

celular. Além disso, essa via também é capaz de levar ao aumento de TNF-α, 

gerando um retroalimentação positiva, e de COX-2, enzima essencial na produção 

de prostaglandinas. Além disso, em 2012, foi visto que a expressão de NFAT1 em 

células de tumor de cólon HCT116 também induz ao aumento da expressão do 

oncogene MDM2 (Zhang et al., 2012). Apesar de termos observado apoptose 

moderada nas linhagens tumorais de cólon testadas, esses trabalhos indicam que o 

NFAT1 está envolvido na regulação negativa de p53 e na manutenção de um 

microambiente inflamatório que é essencial para surgimento de tumores de cólon.  

Como já abordado, anteriormente, nosso grupo demonstrou que a apoptose 

induzida pelo CA-NFAT1 em células NIH3T3 selvagens é mediada por TNF-α. Além 

do aumento de TNF-α, esse trabalho demonstrou que o CA-NFAT1 eleva também a 

expressão de TRAF1 e TRAIL em fibroblastos. A proteína TRAF1 é capaz de inibir a 

ativação de NF-κB via TNF-α como também pode contribuir para o processo de 

apoptose ao ser clivado pela caspase-8 (Lee e Choi, 2007). No presente estudo, 

observamos de forma consistente que todas as linhagens normais e tumorais 

testadas aumentam a expressão de TNF-α mediante o tratamento com AdCANFAT1 

(Figura 4.15 e 4.16). Enquanto que a expressão TRAIL e TRAF1 permaneceu 

praticamente inalterada em quase todas linhagens tumorais e normais testadas 

mediante a superexpressão de CA-NFAT1, exceto nas células NIH3T3 H-RasV12 

onde a expressão de TRAF1 aumentou 26 vezes (Figura 4.15 e 4.16). O aumento de 

TNF-α e TRAF1 aliado à redução da expressão de Bcl-2, provavelmente, tornam os 

fibroblastos transformados NIH3T3 H-RasV12 bastante susceptíveis a apoptose 
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induzida por CA-NFAT1 (Figura 4.15). Por outro lado, somente o aumento da 

expressão de TNF-α nas demais células testadas não parece ser o suficiente para 

induzir, intensamente, a apoptose. Além do mais, o aumento de TNF-α, 

isoladamente, pode contribuir para ativação da via de NF-κB promovendo 

proliferação, sobrevivência celular e inflamação. A apoptose induzida por TNF-α 

pode ser superada por diferentes mecanismos de sobrevivência em células 

tumorais, tais como as vias de sinalização desencadeadas pela superexpressão de 

β-catenina em células tumorais de cólon e pela amplificação de HER2, comum, em 

tumores de mama (Han et al., 2013; Fouad et al., 2014). A inflamação promovida 

pela sinalização de TNF-α também contribui para o surgimento e agravamento de 

tumores de mama e cólon (Popivanova et al., 2008; Grivennikov e Karin, 2011; 

Fouad et al., 2014). Além disso, o NFAT1 ativo, mediante estímulo de PMA e o 

ionomicina, eleva os níveis de COX-2 em células tumorais de mama (Yiu e Toker, 

2006). Portanto, em conjunto esses trabalhos sugerem que o tratamento com 

AdCANFAT1 em células tumorais poderia contribuir para o aumento da inflamação 

tanto via TNF-α como através de prostaglandinas produzidas por COX-2. 

Além dos estudos apresentados acima que demonstram a contribuição do 

NFAT1 em tumores de mama e cólon e melanoma, outros estudos recentes 

demonstram o envolvimento do NFAT1 no glioblastoma, no câncer de pulmão e de 

pâncreas. O silenciamento de NFAT1 diminui a invasão de células tumorais de 

pulmão SK-MES-1 e de glioblastoma U87 em um ensaio de Matrigel® (Liu et al., 

2013; Tie et al., 2013). Já em câncer de pâncreas, a expressão de NFAT1 está 

associada à inibição da expressão de p15INK4b, um inibidor de CDK, e ao aumento da 

resistência à apoptose mediante tratamento quimioterápico (Baumgart et al., 2012; 

Griesmann et al., 2013). Desta forma, estes estudos corroboram a maioria dos 
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fenótipos observados mediante a expressão de NFAT1 em células tumorais nos 

demais trabalhos citados acima. 

 A iniciação e progressão tumoral envolvem contextos distintos de sinalização 

em diferentes tipos de câncer. Os fenótipos apresentados pelos camundongos 

deficientes para NFAT1 são claros ao demonstrar que a ausência de NFAT1 

promove a hiperproliferação linfocitária, a redução na deleção de células T ativadas, 

o surgimento de condrosarcomas e linfomas e aumenta a susceptibilidade à 

carcinogênese química, indicando que o NFAT1 exerce um papel crucial suprimindo 

a iniciação de tumores (Hodge et al., 1996; Xanthoudakis et al., 1996; Ranger et al., 

2000; Robbs et al., 2008; May et al., 2014). Corroborando estes fenótipos, o NFAT1 

já foi descrito por regular a expressão de genes relacionados à progressão do ciclo 

celular, tais como ciclina A2 (Regulação Negativa), CDK4 (Regulação Negativa) e 

p21waf1 (Regulação Positiva) (Santini et al., 2001; Baksh et al., 2002; Carvalho et al., 

2007). Além disso, como já relatado aqui, NFAT1 também regula positivamente 

diferentes genes proapoptóticos. Todos esses aspectos mencionados caracterizam 

o NFAT1 como um gene supressor de tumor. No entanto, os fenótipos apresentados 

por diferentes linhagens tumorais mediante a ativação ou supressão de NFAT1 

indicam que a sua expressão também pode levar a células tumorais, já 

estabelecidas, a adquirir características agravadoras da doença que auxiliam na 

progressão tumoral, como a promoção de inflamação, a resistência a 

quimioterápicos e a capacidade metastática. Portanto, nós avaliamos também se o 

CA-NFAT1 seria capaz de induzir apoptose somente em células não transformadas. 

No entanto, células não tumorais de mama HME1 não sofreram apoptose mediante 

tratamento com AdCANFAT1, mesmo tendo aumentado os níveis de expressão de 

TNF-α (Figura 4.14 e 4.16). Este resultado aliado aos dados publicados sobre os 

camundongos deficientes para NFAT1 sugerem que a supressão tumoral de NFAT1 
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pode estar atrelada aos compartimentos linfocitário e mesenquimal, uma vez que 

células epiteliais de mama não sofrem apoptose mediante a superexpressão de CA-

NFAT1 e camundongos nocautes para NFAT1 desenvolvem sarcomas e linfomas 

espontâneos. 

 Além do NFAT1, outras proteínas já descritas como oncoproteínas ou 

supressores tumorais também desempenham ambos os papéis em determinados 

contextos. O fator de transcrição c-Myc é amplamente conhecido como um 

oncogene por regular positivamente a expressão de diversas ciclinas contribuindo 

para a progressão do ciclo celular em células normais e cancerosas, mas também 

pode contribuir para expressão de genes proapoptóticos da família Bcl-2 tornando a 

célula susceptível à apoptose quando em privação de nutrientes (Prendergast, 1999; 

Hoffman e Liebermann, 2008). Mais recentemente, foi demonstrado que 

camundongos deficientes em p38α MAPK são mais susceptíveis a indução de tumor 

colorretal associado a colite, no entanto, a deleção ou inibição de p38α após a 

formação do tumor no mesmo modelo leva à redução da carga tumoral (Gupta et al., 

2014). Neste trabalho, foi demonstrado que a deleção de p38α, anterior a formação 

tumoral, altera a permeabilidade do intestino o que correlaciona com um aumento do 

infiltrado inflamatório após o início do protocolo de formação de tumor, por outro 

lado, a deleção de p38α após a formação do tumor leva à redução da proliferação e 

ao aumento da apoptose nessas células (Gupta et al., 2014). Portanto, é possível 

que o NFAT1 se comporte de maneira semelhante contribuindo para a supressão 

tumoral ou para progressão tumoral em contextos específicos. 

Interessantemente, é possível também que o papel duplo de NFAT1 no 

câncer não esteja, obrigatoriamente, relacionado a tipos celulares diferentes. Assim 

como nós demonstramos, aqui, que a fusão do NFAT1 TAD-C ao CA-NFAT2, o faz 

adquirir a capacidade de induzir apoptose em fibroblastos NIH3T3, a remoção do 
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NFAT1 TAD-C do CA-NFAT1 faz com que esta proteína passe a induzir 

hiperproliferação de fibroblastos NIH3T3 (Robbs et al., 2008; Faget et al., 2012). 

Além disso, fibroblastos NIH3T3 também hiperproliferam quando tratados com meio 

condicionado de culturas de fibroblastos NIH3T3 expressando CA-NFAT1, o que 

sugere que o fator CA-NFAT1, além de aumentar os níveis de TNF-α, regula 

positivamente algum fator mitógeno secretado (dados não publicados). Em vista 

disso, em conjunto com os resultados e estudos apresentados aqui, a 

superexpressão de CA-NFAT1 em células tumorais não parece ser uma alternativa 

terapêutica viável para a maioria dos tipos tumorais testados. Entretanto, vale 

ressaltar que para determinados tipos tumorais, como os tumores de cólon, a 

expressão de CA-NFAT1 pode levar a uma resposta terapêutica, uma vez que, que 

as células tumorais de cólon, testadas aqui, são susceptíveis a apoptose induzida 

por CA-NFAT1. Portanto, mais estudos ainda são necessários para caracterizar 

melhor os genes regulados por CA-NFAT1 nestas células e os aspectos moleculares 

envolvidos na susceptibilidade a apoptose induzida por CA-NFAT1. 
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6. CONCLUSÕES 

 

- A apoptose induzida por CA-NFAT1 em fibroblastos depende de pelo menos 

dois domínios situados no TAD-C entre os aminoácidos 699 a 734 e 819 a 850. 

 

- O CA-NFAT2, quando fusionado ao NFAT1 TAD-C, é capaz de promover 

apoptose. 

 

- A expressão de CA-NFAT1 não induz apoptose em células de melanoma e 

tumorais de mama. 

 

- A expressão de CA-NFAT1 promove apoptose moderada em células tumorais 

de cólon. 

 

- A expressão de CA-NFAT1 leva ao aumento majoritário de TNF em diferentes 

linhagens celulares normais e tumorais. 
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Sufficient for Inducing Cell Death
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Abstract

The proteins belonging to the nuclear factor of activated T cells (NFAT) family of transcription factors are expressed in
several cell types and regulate genes involved in differentiation, cell cycle and apoptosis. NFAT proteins share two
conserved domains, the NFAT-homology region (NHR) and a DNA-binding domain (DBD). The N- and C-termini display two
transactivation domains (TAD-N and TAD-C) that have low sequence similarity. Due to the high sequence conservation in
the NHR and DBD, NFAT members have some overlapping roles in gene regulation. However, several studies have shown
distinct roles for NFAT proteins in the regulation of cell death. The TAD-C shows low sequence similarity among NFAT family
members, but its contribution to specific NFAT1-induced phenotypes is poorly understood. Here, we described at least two
regions of NFAT1 TAD-C that confer pro-apoptotic activity to NFAT1. These regions extend from amino acids 699 to 734 and
819 to 850 of NFAT1. We also showed that the NFAT1 TAD-C is unable to induce apoptosis by itself and requires a functional
DBD. Furthermore, we showed that when fused to NFAT1 TAD-C, NFAT2, which is associated with cell transformation,
induces apoptosis in fibroblasts. Together, these results suggest that the NFAT1 TAD-C includes NFAT death domains that
confer to different NFAT members the ability to induce apoptosis.
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Introduction

The proteins belonging to the nuclear factor of activated T cells

(NFAT) family of transcription factors were first reported to play a

central role in transcription during immune responses. However,

after the isolation and characterization of each protein of the

NFAT family, it became clear that their expression was not

restricted to T cells. At least one member of the NFAT family is

expressed by almost every cell type that has been examined,

including immune and non-immune cells [1]. The NFAT family

consists of four calcium-responsive proteins named NFAT1

(NFATc2/NFATp), NFAT2 (NFATc1/NFATc), NFAT3

(NFATc4) and NFAT4 (NFATc3/NFATx). The regulation of

NFAT by calcium influx is mediated by the NFAT homology

region (NHR) [2]. This region is highly phosphorylated in resting

cells, maintaining NFAT in an inactivated state in the cytoplasm

[2]. Through sustained increases of intracellular calcium, NFAT is

activated by calcineurin-mediated dephosphorylation and translo-

cates to the nucleus. NFAT proteins also contain a highly

conserved DNA-binding domain (DBD), which mediates binding

to the DNA core sequence (A/T)GGAAA(A/N)(A/T/C)N [2]. In

addition to the DNA-binding and regulatory domains, NFAT

proteins include two transactivation domains (TAD) located at the

N- and C-termini [2,3]. These regions show relatively low

sequence conservation among NFAT family members and may

confer different regulatory ability of gene expression.

NFAT transcription factors are well-characterized for their role

in the regulation of genes related to immune responses, such as

interleukin-2 (IL-2), IL-4, IL-13, IL-21, IL-22, GM-CSF and

interferon-c [2,4]. However, NFAT proteins have also been

reported to regulate a wide range of genes involved in cell

differentiation [5], cell cycle [6,7,8] and apoptosis [9,10,11]. Due

to their high sequence conservation in the NHR and DBD, NFAT

members play some overlapping roles in gene regulation [12,13].

Nevertheless, non-redundant roles are evident in the phenotypes

observed in individual NFAT knockout mice. Six-month old

NFAT1 deficient mice show lymphocyte hyper-proliferation and

an increased size of lymphoid organs [14,15,16]. In addition, mice

lacking NFAT1 show retarded thymic involution and a reduction

in the deletion of activated CD4+ T cells, indicating a possible

defect in activation-induced cell death (AICD) [16]. In contrast,

NFAT2 deficient mice die before day 14.5 of gestation due to a

failure to develop normal cardiac valves and septa [17,18].

However, in the RAG-22/2 complementation system, NFAT2

deficient T cells show impaired proliferation and secretion of IL-4

[19]. The divergent roles of NFAT members have been further

characterized elsewhere [20]. It has previously been shown that

NFAT1 and NFAT2 have opposing effects in tumorigenesis [20].

The constitutively active form of NFAT1 (CA-NFAT1) induces

cell cycle arrest and apoptosis in NIH3T3 fibroblasts and inhibits

H-rasV12-induced transformation [20]. On the other hand, CA-

NFAT2 induces cell transformation and tumor growth in allograft
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models [20,21]. Interestingly, the long C-terminus TAD (TAD-C)

of NFAT1 was shown to be essential for the divergent phenotypes

induced by NFAT1 and NFAT2 [20]. In fact, the induction of

apoptosis by NFAT1 in NIH3T3 fibroblasts is dependent on its

TAD-C [20].

The NFAT1 TAD-C is composed of 248 amino acid residues

and extends from amino acid residue 679 to 927. Here, we

investigated the amino acid residues and putative domains of

NFAT1 TAD-C that are required for NFAT1-induced apoptosis

in NIH3T3 fibroblasts. We found at least two regions of the

NFAT1 TAD-C that confer the pro-apoptotic activity of NFAT1.

These regions comprise amino acids 699 to 734 and 819 to 850

from NFAT1. We also showed that NFAT1 TAD-C is unable to

induce apoptosis by itself and requires a functional NFAT DBD.

Furthermore, we showed that when fused to NFAT1 TAD-C,

NFAT2, an NFAT member associated with cell transformation

[20,21], induces apoptosis in fibroblasts. Together, these results

suggest that the NFAT1 TAD-C includes NFAT death domains

that mediate the induction of apoptosis by different NFAT

members.

Materials and Methods

Cell Culture
NIH3T3 cells (ATCC, Manassas, VA) were maintained in

Dulbecco’s modified medium supplemented with 10% fetal bovine

serum (FBS), L-glutamine, penicillin-streptomycin, essential and

nonessential amino acids, sodium pyruvate, vitamins, HEPES and

b-mercaptoethanol (All from Invitrogen, Carlsbad, CA) at 37uC
and 5% CO2 in a humidified environment.

Plasmid Construction
The retroviral expression vector pLIRES-EGFP was used to

express CA-NFAT1 (Figure S1), CA-NFAT2 (Figure S1), CA-

NFAT1-MutDBD, CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1 chimera and

each CA-NFAT1 construct described below. The plasmids

pLIRES-EGFP, pLIRES-EGFP-CA-NFAT1, pLIRES-EGFP-

CA-NFAT1D699-927 (pLIRES-EGFP-CA-NFAT1DC) and

pLIRES-EGFP-CA-NFAT2/a have been previously described

[20,22]. To clone the CA-NFAT1 constructs CA-NFAT1D759-

927, CA-NFAT1D819-927 and CA-NFAT1D889-927 with TAD-

C deletions into the retroviral vector pLIRES-EGFP, we amplified

portions of CA-NFAT1 by PCR (to amino acid residues 758, 818

or 888, respectively) using an anti-sense primer adapted with an

EcoRV restriction site. The amplicon was cleaved by XhoI and

EcoRV and inserted into pLIRES-EGFP-CA-NFAT1 cleaved by

XhoI and NruI. These constructs were made using pLIRES-

EGFP-CA-NFAT1 as a backbone to maintain the nuclear

localization signal of the SV40 T antigen located at the C-

terminus. The CA-NFAT1 constructs CA-NFAT1D699-758, CA-

NFAT1D699-818, CA-NFAT1D699-850, CA-NFAT1D699-888

and CA-NFAT1D735-850 were constructed by inserting an HpaI

restriction site within CA-NFAT1 at two points of interest

corresponding to the amino acid positions specified in their names

with the GeneTailor Site Directed Mutagenesis system (Invitro-

gen, Carlsbad, CA). Then, the mutated CA-NFAT1 was cleaved

by HpaI and ligated, thereby deleting the amino acids residues

between the HpaI sites. NFAT1 691-927 cDNA was amplified by

PCR, using CA-NFAT1 as a template and a sense primer adapted

with a new initiation codon. Later, this amplicon was inserted into

the retroviral vector pLIRES-EGFP. The CA-NFAT2 TAD-C

NFAT1 chimera was constructed in two steps. First, the NFAT1-

TAD-C cDNA was amplified by PCR using pLIRES-EGFP-CA-

NFAT1 as template and a sense primer adapted with an XhoI

restriction site and cloned into the retroviral vector pLIRES-

EGFP, creating pLIRES-EGFP-NFAT1-TAD-C. Second, the

CA-NFAT2 cDNA was amplified by PCR until the end of its

DBD using pLIRES-EGFP-CA-NFAT2/a as a template and an

anti-sense primer adapted with an XhoI restriction site and cloned

in-frame into pLIRES-EGFP-NFAT1-TAD-C, constructing

pLIRES-EGFP-CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1. The CA-NFAT1-

MutDBD was constructed by mutating the amino acids residues of

arginine, tyrosine and glutamate in positions 423, 426 and 429,

respectively, to alanine, using the GeneTailor Site-Directed

Mutagenesis system (Invitrogen). These amino acid residues from

the highly conserved recognition loop present in the DBD have

been shown to be essential for DNA contact [23]. All of the

constructs were confirmed by restriction enzyme mapping and

DNA sequencing. All of the primer sequences are available upon

request.

Production of Recombinant Retroviruses and Infection of
NIH3T3 Cells

The BD EcoPack2 ecotropic packaging cell line (BD Bioscienc-

es, San Jose, CA) was transiently transfected with a retroviral

vector by calcium phosphate precipitation for 24 h. The virus-

containing cell supernatant was collected 48 h after transfection,

supplemented with 8 mg/ml Polybrene (Fluka Chemie, Buchs,

Switzerland) and immediately used for spin infection (twice for

45 min each time at 4006g at room temperature) of 2.56104

NIH3T3 cells. The infected cells were incubated at 37uC for an

additional 24 h and trypsinized, and the efficiency of transduction

was assessed by enhanced green fluorescent protein (EGFP)

expression using flow cytometry analysis. For the CA-NFAT1 and

NFAT1 691-927 co-expression experiments, cells were first

infected with NFAT 691-927 expression vector, and 48 h after

the infection, co-infected with CA-NFAT1 or empty vector. The

efficiency of transduction was analyzed for NFAT1 691-927

expression by EGFP expression prior to the second round of

infection and for CA-NFAT1 using intracellular staining with the

NFAT1 polyclonal antibody anti-67.1 [24] and rhodamine-labeled

anti-rabbit immunoglobulin G (KPL, Gaithersburg, MD) by flow

cytometric analyses. To ensure reproducibility, each experiment

was repeated using cells derived from independent viral infections.

Cell Proliferation Assay
To assess proliferation, 86103 NIH3T3 wild-type cells infected

with either the control pLIRES-EGFP or pLIRES-EGFP-NFAT

construct virus were plated in triplicate in 96-well microtiter plates.

Cell proliferation was analyzed at the indicated times by crystal

violet. The crystal violet incorporation assay was performed by

fixing the cells with ethanol for 10 min, followed by staining them

with 0.05% crystal violet in 20% ethanol for 10 min and

solubilization with methanol. The plate was read on a spectro-

photometer at 595 nm (SpectraMax 190, Molecular Devices,

Sunnyvale, CA).

Cell Cycle and Sub-G0 Analysis
To assess the cell cycle and the sub-G0 DNA content, 2.46104

or 2.46105 NIH3T3 cells were plated in six-well microtiter plates,

respectively. On the indicated day, the cells were trypsinized and

washed once with phosphate-buffered saline (PBS). The cells were

then stained with propidium iodide (75 mM) in the presence of NP-

40. Analysis of the DNA content was performed by collecting

10,000 events for cell cycle analysis or 15,000 events for sub-G0

analysis using a FACScalibur flow cytometer and CellQuest

software (BD Biosciences, San Jose, CA).

NFAT1 C-Terminal Domain in NFAT-Induced Apoptosis
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Pyknotic Nuclei Formation Analysis
NIH3T3 cells infected with either pLIRES-EGFP or pLIRES-

EGFP-CA-NFAT1 viruses were fixed with paraformaldehyde (4%)

at room temperature for 15 minutes. Then, the cells were

incubated in wash buffer (PBS 1x, 0.5% NP-40, 5% FBS) for one

hour for membrane permeabilization. Later, the cells were

incubated in DAPI solution (300 nM) for 1 min and visualized

with an Olympus BX60 fluorescence microscope.

Annexin-V Staining
To assess the level of exposed phosphatidylserine, 2.46105

NIH3T3 cells infected with either pLIRES-EGFP or pLIRES-

EGFP-NFAT virus were plated in six-well microtiter plates,

trypsinized 24 h later, washed with PBS, stained with APC-

conjugated annexin-V (BD Biosciences, San Jose, CA), and

analyzed by flow cytometry.

Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)
The NFAT1 DBD recombinant protein was expressed as

previously described [23]. The NFAT1 mutated DNA-binding

domain (MutDBD) was expressed following the same protocol

used for the wild type DBD. The DBD and MutDBD were then

purified under native conditions with Ni-NTA spin columns

according to the manufacturer’s instructions (Qiagen, West

Sussex, United Kingdom). The proteins were eluted in 50 mM

Tris-Cl pH 8.0, 100 mM NaCl and 300 mM imidazole. Oligo-

nucleotide duplexes (5.0 mg of each oligo) were generated by

denaturation for 10 min at 95̊C in hybridization buffer (10 mM

Tris pH 7.5, 50 mM NaCl) followed by overnight hybridization at

room temperature. Oligonucleotides (50 ng) were labeled for 1

hour at 37̊C with 10 U T4 polynucleotide kinase (New England

Biolabs, Ipswich, MA) and 50 mCi [c32P] dATP (GE Healthcare,

Little Chalfont, United Kingdom). Later, probes were purified

with MicroSpinTM G-25 columns (GE Healthcare). Increasing

amounts of purified NFAT1 DBD or NFAT1 MutDBD protein

(10 nm, 100 nM, 500 nM and 1 mM) were incubated with the

indicated labeled oligonucleotides (20,000 counts/min) and

0.2 mg/reaction of poly(dI:dC) (Amersham Biosciences) in a total

volume of 20 mL of binding buffer (10 mM HEPES pH 7.0,

125 mM NaCl, 10% glycerol, 0.25 mM DTT, 0.8 mg/mL BSA)

for 20 min at room temperature. DNA-protein complexes were

separated by electrophoresis under nondenaturing conditions on a

4% polyacrylamide gel in 1x TBE buffer. Later, the gel was dried

onto Whatman filter paper and analyzed by autoradiography. The

following oligonucleotide was used for the IL-2 promoter: 59

GCCCAAAGAGGAAAATTTGTTTCATACAG 39.

Transactivation Assay
Jurkat cells (26106 cells/600 ml) were electroporated (950 mF,

250 V) in a 0.4 cm GenePulser Cuvette with GenePulser II (Bio-

Rad Laboratories, Hercules, CA). The cells were co-transfected

with three different plasmids in serum-free media, as follows: (1)

the indicated retroviral vectors (10 mg), (2) the pGL4.30 reporter

plasmid (2 mg) (Promega, Madison, WI), and (3) the pRL-TK

Renilla expression plasmid for normalization (0.2 mg) (Promega).

After 24 hours, cells were harvested and lysed for 15 min at room

temperature with 50 ml of 1x cell culture lysis reagent (Promega).

Crude extracts (20 ml) were added to 30 ml of luciferase assay

substrate (Promega), and luciferase activity was promptly mea-

sured in a Veritas Microplate Luminometer (Promega). Luciferase

activities were expressed as relative light units (RLU).

Western Blot
Total protein from 46105 NIH3T3 cells was obtained from cells

lysis in buffer containing 40 mM Tris pH 7.5, 60 mM sodium

pyrophosphate, 10 mM EDTA, and 5% SDS, followed by

incubation at 100uC for 15 min. Total cell lysates were resolved

by SDS-PAGE, and the separated proteins were transferred onto a

nitrocellulose membrane. The antibodies used were as follows:

GAPDH monoclonal antibody 6C5 (Santa Cruz Biotechnology,

Santa Cruz, CA), NFAT1 polyclonal antibody anti-67.1 [24] or

anti-T2B1 [25] and NFAT2 monoclonal antibody 7A6 (Santa

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Immunodetection was

performed with the ECL Western Blotting Detection Kit (GE

Healthcare).

Results

CA-NFAT1 Expression in NIH3T3 Fibroblasts Induces
Apoptosis

To study the role of the NFAT1 TAD-C in NFAT1-induced cell

death, we used the previously described constitutively active form

of NFAT1 isoform C (CA-NFAT1) [20,26]. CA-NFAT1 has

several mutations of serine residues to alanine in the NHR that

prevent its phosphorylation and consequent inactivation (Figure

S1). Expression analysis showed that the CA-NFAT1 is restricted

to the nucleus and is able to transactivate an NFAT responsive

promoter in a luciferase gene-reporter assay allowing the analysis

of the phenotype induced by CA-NFAT1 in the absence of

external stimuli (data not shown). Retroviral transduction was used

to introduce CA-NFAT1 into NIH3T3 cells, and .80%

transduction was regularly achieved (data not shown).

To evaluate the induction of apoptosis by NFAT1, NIH3T3

cells were infected with empty vector (control) or a CA-NFAT1-

expressing vector. First, proliferation was assessed by crystal violet

incorporation, which correlates with total cell number. While

NIH3T3 cells transduced with empty vector proliferated until

confluence, CA-NFAT1-expressing cells had low proliferation

levels and showed a reduction in total cell number (Figure 1A).

Next, to assess whether the low proliferation levels observed in

CA-NFAT1-expressing NIH3T3 cells reflects a reduction in the

number of cells entering the cell cycle, we evaluated the cell cycle

profile 24 hours after plating by propidium iodide staining. Cell

cycle analysis revealed that CA-NFAT1 expression arrested cells at

G0/G1 phase of the cell cycle (Figure 1B).

In addition to a low proliferation rate, we also observed a

reduction in the total number of CA-NFAT1-expressing cells.

Thus, we next assessed the presence of apoptotic features in

NIH3T3 cells, as NFAT1 has been reported to induce the

expression of apoptotic genes [9,10,11]. The sub-G0 DNA content

of NIH3T3 cells infected with the empty vector or CA-NFAT1-

expressing vector was evaluated by propidium iodide staining to

examine DNA fragmentation. As shown in Figures 1C and 1D,

control cells showed a low percentage of cells with sub-G0 DNA

content. On the other hand, 48 hours after plating, approximately

30% of the CA-NFAT1-expressing cells had sub-G0 DNA content

(Figure 1C and 1D), suggesting that CA-NFAT1 expression

induces apoptosis of NIH3T3 fibroblasts. To better characterize

the phenotype induced by CA-NFAT1, we assessed pyknotic

nuclei formation, another indication of apoptosis. In agreement

with the sub-G0 DNA content analysis, we observed pyknotic

nuclei formation in CA-NFAT1-expressing NIH3T3 cells, while

the control cells did not contain pyknotic nuclei as determined by

fluorescence microscopy (Figure 1E). Furthermore, the expression

of CA-NFAT1 in NIH3T3 cells resulted in high phosphatidylser-

ine exposure, another well-known feature of apoptosis (Figure 1F).
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Figure 1. CA-NFAT1 expression induces cell cycle arrest and apoptosis in NIH3T3 fibroblasts. NIH3T3 cells were transduced with empty
vector or retrovirus expressing CA-NFAT1 and subjected to proliferation, cell death and cell cycle assays. (A) Proliferation was assessed by
incorporation of crystal violet. The cells were plated in triplicate and analyzed for proliferation for 120 hours. This graph is representative of three
independent experiments. (B, C, D) NIH3T3 cells were stained with propidium iodide (PI) and analyzed by flow cytometry for cell cycle and death. (B)
Cell cycle was analyzed by the incorporation of propidium iodide (PI). The cells were plated in triplicate and analyzed 24 hours after plating. The
percentage of cells in each phase of the cell cycle is indicated in the graphs. (C) Analysis of cell death 48 hours after plating. The percentage of cells in
sub-G0 is shown in the graph. (D) The graph shows the average percentage of cells in sub-G0 from three independent experiments. (E) Analysis of
pyknotic nuclei by DAPI staining. Cells were stained 48 hours after plating and visualized by fluorescence microscopy. (F) Analysis of
phosphatidylserine exposure 24 hours after plating. The cells were stained with APC-conjugated annexin-V and analyzed by flow cytometry. The
graph showing annexin-V staining and EGFP fluorescence is representative of three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0047868.g001
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Figure 2. The deletion of amino acids 699 to 850 of TAD-C prevents the induction of apoptosis by CA-NFAT1. NIH3T3 cells were
transduced with empty vector or retrovirus expressing CA-NFAT1 or the indicated CA-NFAT1 truncated proteins. (A, B) NIH3T3 cells were stained with
propidium iodide (PI) and analyzed by flow cytometry for cell death. (A) Analysis of cell death 48 hours after plating. The graph shows the average
levels of cell death observed in three independent experiments. This graph was normalized by setting the percentage of cells with sub-G0 DNA
content induced by CA-NFAT1 to 100%. The cell death index shown is the ratio of the percentage of cells in sub-G0 induced by empty vector or the
indicated CA-NFAT1 construct and the percentage of cells in sub-G0 induced by full-length CA-NFAT1. A schematic of full-length CA-NFAT1 and the
truncated CA-NFAT1 proteins is shown. The crosshatched bar represents TAD-N (N-terminal transactivation domain), the grey bar represents NHR
(NFAT-homology region), the black bar represents the DBD (DNA-binding domain), and the white bar represents the TAD-C (C-terminal
transactivation domain). (B) Representative graph of sub-G0 DNA content of NIH3T3 cells transduced with empty vector or retrovirus expressing CA-
NFAT1, CA-NFAT1 D699-927 or CA-NFAT1 D699-850. The percentage of cells in sub-G0 is shown in the graph. (C) Proliferation was assessed by
incorporation of crystal violet. The cells were plated in triplicate and analyzed for 144 hours. This graph is representative of three independent
experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0047868.g002
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Approximately 75% of the CA-NFAT1-expressing cells were

positive for annexin-V 24 hours after plating (Figure 1F). In

contrast, a low percentage of cells infected with empty retrovirus

was positive for annexin-V (Figure 1F). Together, these data

suggest that CA-NFAT1 induces cell cycle arrest and apoptosis in

NIH3T3 fibroblasts.

The Deletion of Amino Acid Residues 699 to 850 of the
NFAT1 TAD-C Abolishes CA-NFAT1-induced Apoptosis

The NFAT transactivation domains are not well conserved

among NFAT family members [2], and the NFAT1 C-terminus

transactivation (NFAT1 TAD-C) domain has been shown to be

responsible for some of the differences of NFAT-mediated gene

regulation [11,27,28]. Indeed, we have previously shown that the

ability of CA-NFAT1 to induce apoptosis is dependent on its

TAD-C [20]. However, it is not known which amino acid residues

of the TAD-C are required for CA-NFAT1-induced apoptosis. To

better understand the role of the TAD-C in NFAT1-induced

apoptosis, we mapped the TAD-C amino acids residues required

by NFAT1 to induce apoptosis. To this end, we constructed

several CA-NFAT1 truncated proteins that lack different regions

of the NFAT1 TAD-C. The CA-NFAT1 truncated proteins were

named according to the amino acid residues deleted. All of the

CA-NFAT1 truncated protein showed similar expression levels

and had the expected molecular weight (Figure S2).

To evaluate the ability of these CA-NFAT1 truncated proteins

to induce apoptosis, we performed sub-G0 DNA content analysis

of NIH3T3 cells expressing each construct. First, we observed that

CA-NFAT1D699-927, which lacks the TAD-C, completely lost

the ability to induce apoptosis, in contrast to full length CA-

NFAT1, indicating that the NFAT1 TAD-C is essential for

induction of apoptosis by CA-NFAT1 in our model (Figure 2A

and 2B). On the other hand, CA-NFAT1D759-927 induced

apoptosis, similar to CA-NFAT1, indicating that the amino acid

residues required for CA-NFAT1-mediated apoptosis are between

amino acids 699 to 758 (Figure 2A). However, the truncated

protein CA-NFAT1D699-758, which lacks amino acids 699 to

758, was still able to induce apoptosis, suggesting the existence of

multiple regions of the NFAT1 TAD-C that play a role in

NFAT1-mediated apoptosis (Figure 2A). This hypothesis was

supported by the phenotypes induced by CA-NFAT1D699-850

and CA-NFAT1D699-818. CA-NFAT1D699-850 failed to induce

apoptosis in NIH3T3 cells, similar to CA-NFAT1D699-927

(Figure 2A and 2B). On the other hand, CA-NFAT1D699-818

induced a moderate degree of cell death when compared to the

full-length CA-NFAT1, indicating that amino acids 819 to 850

also play a role in NFAT1-induced apoptosis (Figure 2A). Next, we

added 35 amino acid residues from positions 699 to 734 to the

CA-NFAT1D699-850 construct, creating CA-NFAT1D735-850.

CA-NFAT1D735-850 induced high levels of apoptosis, similar to

the full-length CA-NFAT1 (Figure 2A). Together, these results

showed that the removal of amino acids 699 to 850 prevents the

induction of apoptosis by CA-NFAT1 and suggest that there are at

least two domains within TAD-C, between amino acids 699 to 734

Figure 3. The amino acids 699 to 850 of TAD-C are sufficient to provide to CA-NFAT1 the ability to induce apoptosis. NIH3T3 cells
were transduced with empty vector or retrovirus expressing CA-NFAT1 or CA-NFAT1 DD699-850. (A, B) NIH3T3 cells were stained with propidium
iodide (PI) and analyzed by flow cytometry for cell death. (A) Analysis of cell death 48 hours after plating. The graph shows the average levels of cell
death observed in three independent experiments. This graph was normalized by setting the percentage of cells with sub-G0 DNA content induced
by CA-NFAT1 to 100%. The cell death index shown is the ratio of the percentage of cells in sub-G0 induced by empty vector or the indicated CA-
NFAT1 construct and the percentage of cells in sub-G0 induced by full-length CA-NFAT1. A schematic of full-length CA-NFAT1 and CA-NFAT1 DD699-
850 proteins is shown. (B) Representative graph of sub-G0 DNA content of NIH3T3 cells transduced with empty vector or retrovirus expressing CA-
NFAT1 or CA-NFAT1 DD699-850. The percentage of cells in sub-G0 is shown in the graph. (C) Proliferation was assessed by incorporation of crystal
violet. The cells were plated in triplicate and analyzed for 120 hours. This graph is representative of three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0047868.g003
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and 819 to 850, which mediate CA-NFAT1-induced apoptosis. To

further investigate the role of these two domains located between

amino acids 699 and 850, we constructed a CA-NFAT1 truncated

protein containing only amino acids 699 to 850 from TAD-C (CA-

NFAT1 DD699-850) and assessed its ability to induce apoptosis by

sub-G0 DNA content analysis. When expressed in NIH3T3

fibroblasts, CA-NFAT1 DD699-850 induced apoptosis similarly to

CA-NFAT1 (Figure 3A and 3B). CA-NFAT1 DD699-850

expression also reduced proliferation in a CA-NFAT1-like manner

(Figure 3C). Therefore, these results suggest that this region of

TAD-C plays a critical role in NFAT1-induced apoptosis.

We also assessed whether there are different roles in apoptosis

for NFAT1 splice variants that are divergent in their TAD-C.

NFAT1 isoforms B and C are the predominant isoforms in T cells

[25]. NFAT1 isoform B diverges in its TAD-C from NFAT1

isoform C at amino acid residue 907. Despite this divergence, sub-

G0 DNA content analysis indicated that the constitutively active

form of NFAT1 isoform B induced apoptosis in NIH3T3 cells in a

manner similar to CA-NFAT1 isoform C (data not shown). This

result suggests that both NFAT1 isoforms B and C induce

apoptosis and corroborates our conclusion that the NFAT1 TAD-

C region required to induce apoptosis is located between amino

acids 699 to 850. Moreover, we also evaluated the role of non-

constitutively active form of NFAT1 protein on trigger apoptosis.

As shown in Figure S3, wild-type NFAT1 was not able to induce

apoptosis when expressed in NIH3T3 fibroblasts upon stimulation

with phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) and ionomycin.

However, we cannot rule out the role of NFAT1 protein in

apoptosis induction, since the PMA plus ionomycin stimulation

may trigger survival pathways that could prevent cell death [29].

Furthermore, this result may indicate that sustained activity of

NFAT1 is required for induction of cell death.

In addition to the suppression of apoptosis, deletion of the

NFAT1 TAD-C has been shown to induce hyper-proliferation in

fibroblasts [20]. To assess whether the removal of amino acids 699

to 850 of CA-NFAT1 induces hyper-proliferation, NIH3T3 cells

infected with empty vector, CA-NFAT1, CA-NFAT1D699-850 or

CA-NFAT1D699-927 were analyzed for proliferation. This assay

revealed that CA-NFAT1D699-927, which lacks the NFAT1

TAD-C, and CA-NFAT1D699-850, which fails to induce apop-

tosis, were able to induce hyper-proliferation of NIH3T3 cells

(Figure 2B and 2C). The CA-NFAT1D699-927- and CA-

NFAT1D699-850-expressing cells proliferated beyond confluence,

while the CA-NFAT1-expressing cells did not (Figure 2C). Taken

together, these results further support the role of amino acid

residues 699 to 850 in NFAT1-induced apoptosis and suggest that

there is a duality of NFAT1 that regulates both proliferation and

cell death.

Overexpression of the NFAT1 C-terminus Peptide is
Unable to Prevent CA-NFAT1-mediated Apoptosis

The apoptosis induced by CA-NFAT1 is dependent on amino

acid residues 699 to 850 of the NFAT1 TAD-C (Figure 2),

however, it is unclear whether the NFAT1 TAD-C alone can

induce apoptosis. To assess this hypothesis, we constructed a

retroviral vector expressing the NFAT1 C-terminus peptide,

NFAT1 691-927. This protein was fused to the nuclear

localization signal of the SV40 T antigen for constitutive

localization in the nucleus (data not shown). A schematic

alignment of NFAT1 and NFAT1 691-927 is shown in

Figure 4A. Next, NIH3T3 cells were infected with empty vector

or CA-NFAT1- or NFAT1 691-927-expressing vectors, and the

cells were subjected to proliferation assays. We observed that the

NFAT1 691-927-expressing cells and control cells proliferated

until confluence, in contrast to the CA-NFAT1-expressing cells,

indicating that NFAT1 691-927 is unable to induce apoptosis

(Figure 4B). These results were later confirmed by sub-G0 DNA

content analysis. The NFAT1 691-927-expressing cells had a low

percentage of cells with sub-G0 DNA content, which was similar

to control cells (Figure 4C and 4D). However, approximately 30%

of the CA-NFAT1-expressing cells had sub-G0 DNA content 48

hours after plating (Figure 4C and 4D). Together, these data

demonstrate that NFAT1 691-927 does not trigger apoptosis by

itself, indicating that other CA-NFAT1 domains are required.

NFAT transcription factors interact with several transcription

partners that are important integrators of the calcineurin/NFAT

pathway with other signaling pathways [1]. The induction of

apoptosis by CA-NFAT1 could be dependent on interaction

between the NFAT1 TAD-C and an NFAT partner. Therefore,

we hypothesized that NFAT1 691-927 may act as a dominant

negative of CA-NFAT1 by competing for the binding to an NFAT

partner. To test this hypothesis, NIH3T3 cells were infected with

empty vector or the NFAT1 691-927 vector, and co-infected with

empty vector or the CA-NFAT1-expressing vector 48 hours later.

As shown in Figures 4E and 4F, the NIH3T3 cells that were co-

infected with empty retrovirus and CA-NFAT1-expressing cells

revealed low levels of proliferation and high levels of DNA

fragmentation. Similarly, the NIH3T3 cells that were co-infected

with CA-NFAT1 and NFAT1 691-927 vectors displayed low

proliferation (Figure 4E) and high percentages of cells with sub-G0

DNA content (Figure 4F), indicating that NFAT1 691-927 does

not act as a dominant negative of CA-NFAT1.

The Induction of Apoptosis by CA-NFAT1 is Dependent
on DNA Binding

The main function of the NFAT family members is to regulate

the expression of genes. It has been postulated that NFAT proteins

depend entirely on their ability to bind to DNA to regulate gene

expression. Therefore, to test whether CA-NFAT1-induced

apoptosis is dependent on NFAT1-mediated transcriptional

activation, we constructed a CA-NFAT1 mutant that is unable

to bind to DNA, CA-NFAT1 MutDBD. A schematic represen-

tation of CA-NFAT1 MutDBD is shown in Figure 5A. CA-

NFAT1 MutDBD expression in NIH3T3 cells was confirmed by

Western Blot (Figure 5B). Then, to confirm that the NFAT1

MutDBD cannot bind DNA, we performed an electrophoretic

mobility shift assay. As shown in Figure 5C, wild-type NFAT1

DBD was able to bind to DNA in a dose-dependent manner, while

NFAT1 MutDBD was unable to bind to DNA at any of the

concentrations tested. Further, luciferase gene reporter assays were

performed to confirm that the CA-NFAT1 MutDBD cannot

activate gene expression. While CA-NFAT1 induced transactiva-

tion of an NFAT-responsive luciferase promoter that was 130-fold

higher than that of the control, the empty vector and CA-NFAT1

MutDBD induced similarly low levels of transactivation, indicating

that CA-NFAT1 MutDBD is unable to bind DNA and

transactivate NFAT-responsive promoters (Figure 5D).

To assess whether CA-NFAT1 MutDBD induces cell death,

NIH3T3 cells were infected with empty vector or CA-NFAT1 or

CA-NFAT1 MutDBD vectors, and cell proliferation was assessed.

As shown in Figure 5E, the CA-NFAT1-expressing cells showed a

low rate of proliferation and a reduction in total cell number.

However, the CA-NFAT1 MutDBD-expressing cells proliferated

until confluence, similar to control cells (Figure 5E), demonstrating

that CA-NFAT1 MutDBD is unable to induce cell death in

NIH3T3 cells. To confirm this finding, the NIH3T3 cells infected

with empty vector or CA-NFAT1 or CA-NFAT1 MutDBD

vectors were assessed for sub-G0 DNA content by propidium
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Figure 4. The overexpression of NFAT1 691-927 does not prevent the induction of apoptosis by CA-NFAT1. (A) Schematic
representation of the primary structure of NFAT1 and NFAT1 691-927. See Figure 2A for detailed information. (B, C, D) NIH3T3 cells were transduced
with empty vector or retrovirus expressing CA-NFAT1 or NFAT1 691-927. (B) Proliferation was assessed by incorporation of crystal violet. NIH3T3 cells
were plated in triplicate and analyzed for 120 hours. This graph is representative of three independent experiments. (C, D) NIH3T3 cells were stained
with propidium iodide (PI) and analyzed for cell death by flow cytometry. (C) Analysis of cell death 48 hours after plating. The graph shows the
average percentage of cells in sub-G0 determined in three independent experiments. (D) Representative graph of cell death analysis shown in (C).
The percentage of cells in sub-G0 is shown in the graph. (E, F) NIH3T3 cells transduced with empty vector or retrovirus expressing NFAT1 691-927
were re-infected with empty vector or retrovirus expressing CA-NFAT1 and subjected to proliferation and cell death assays. (E) Proliferation was
assessed by incorporation of crystal violet. The cells were plated in triplicate and analyzed for 120 hours. This graph is representative of three
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iodide staining. The CA-NFAT1-expressing cells had a high

percentage of cells with sub-G0 DNA content, while the control

cells and CA-NFAT1 MutDBD-expressing cells showed low levels

of sub-G0 DNA content, indicating that CA-NFAT1 MutDBD

does not induce apoptosis in NIH3T3 cells (Figure 5F and 5G).

Taken together, these results demonstrate that CA-NFAT1-

mediated apoptosis in NIH3T3 cells requires DNA binding of

NFAT1.

Fusion of the NFAT1 TAD-C to CA-NFAT2 Confers the
Ability to Induce Apoptosis

The NFAT transactivation domains have low conservation

among NFAT family members and may confer different gene

expression regulatory abilities. It has previously been shown that

NFAT1 and NFAT2 have opposing effects on cell proliferation

and death [20]. CA-NFAT1 induces cell cycle arrest and apoptosis

in NIH3T3 fibroblasts [20], while CA-NFAT2 induces cell

proliferation and protects cells from dying [20,21]. The NFAT2

protein possesses a short TAD-C, and the long C-terminus of

NFAT1 has been shown to be essential for the divergent

phenotypes induced by NFAT1 and NFAT2 [20]. Thus, we

assessed whether the NFAT1 TAD-C could induce apoptosis

when fused to CA-NFAT2 and reverse the phenotype induced by

CA-NFAT2 in NIH3T3 cells.

To this end, we fused the NFAT1 TAD-C to CA-NFAT2,

creating the chimeric protein expression vector named CA-

NFAT2-TAD-C-NFAT1. A schematic alignment of NFAT1,

NFAT2 and the chimeric protein is shown in Figure 6A. Then,

we performed Western Blot to assess whether the chimeric CA-

NFAT2 protein includes the NFAT1 TAD-C. As shown in

Figure 6B, the anti-NFAT1 antibody that recognizes the NFAT1

TAD-C recognized both CA-NFAT1 and CA-NFAT2-TAD-C-

NFAT1 (left panel), and the anti-NFAT2 antibody detected the

expression of CA-NFAT2 and CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1 (right

panel), indicating that the CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1 chimeric

protein is expressed in NIH3T3 cells.

Then, to assess whether CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1 can

induce cell death, NIH3T3 cells were infected with empty vector

or CA-NFAT1-, CA-NFAT2- or CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1-

expressing vectors, and the cells were analyzed by proliferation

assay and for sub-G0 DNA content. As shown in Figure 6C, the

CA-NFAT2-expressing cells proliferated beyond confluence, in

contrast to the CA-NFAT1-expressing cells. Interestingly, the CA-

NFAT2-TAD-C-NFAT1-expressing cells had low rates of prolif-

eration and a reduction in total cell number, similar to the CA-

NFAT1-expressing cells (Figure 6C). These results demonstrated

that CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1 is able to induce a phenotype

similar to that induced by CA-NFAT1 in NIH3T3 cells. We next

determined whether this chimeric protein is also able to trigger

apoptosis. Sub-G0 DNA content analysis revealed that CA-

NFAT2-TAD-C-NFAT1 induced apoptosis similar to CA-NFAT1

(Figure 6D and 6E). In contrast, a low number of CA-NFAT2-

expressing cells had sub-G0 DNA content (Figure 6D and 6E).

Taken together, these results suggest that the NFAT1 TAD-C plus

a functional NFAT DNA-binding domain confers the ability to

induce apoptosis to an NFAT family member.

Discussion

In this study, we showed that CA-NFAT1 expression induces

apoptosis in NIH3T3 fibroblasts, as evidenced by cell features such

as DNA fragmentation, pyknotic nuclei formation and phospha-

tidylserine exposure (Figure 1). Furthermore, our results identified

a specific region of the NFAT1 TAD-C, amino acids 699 to 850,

that is essential for the apoptosis induced by CA-NFAT1 (Figure 2

and 3). Although this region is still large, comprising 152 amino

acids, our data suggest that the NFAT1 TAD-C includes at least

two death domains between amino acids 699 to 734 and 819 to

850 that mediate the pro-apoptotic function of NFAT1 indepen-

dently of other regions of TAD-C. Indeed, the truncated protein

CA-NFAT1D699-850 was unable to induce apoptosis, while CA-

NFAT1D735-850 and CA-NFAT1D699-818 induced apoptosis in

NIH3T3 cells (Figure 2). Corroborating these results, CA-NFAT1

DD699-850, a CA-NFAT1 construct that contains only the TAD-

C amino acids 699 to 850, induced apoptosis similarly to CA-

NFAT1 (Figure 3). In addition, we also observed that CA-

NFAT1D699-927 and CA-NFAT1D699-850 drove the NIH3T3

cells to proliferate beyond confluence (Figure 2C). This result

suggests that NFAT1 can induce proliferation in the absence of the

amino acid residues that are required for the induction of

apoptosis. Interestingly, several studies have demonstrated that

NFAT2 isoform a, an NFAT member that possess a short TAD-C,

is involved in cell transformation [20,21]. The constitutively active

form of NFAT2 isoform a has been reported to induce colony

formation, deregulation of contact inhibition and tumor growth in

a mouse allotransplant tumor model [20,21]. Taken together,

these studies suggest that there is a dichotomy between NFAT

members that is mediated by their TAD-C. To test this hypothesis,

we analyzed a chimeric NFAT2 protein (CA-NFAT2-TAD-C-

NFAT1). Interestingly, CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1 reduced cell

proliferation and induced apoptosis in NIH3T3 cells in a manner

similar to CA-NFAT1 (Figure 6). Therefore, this result confirms

that the NFAT1 TAD-C is a central mediator of the NFAT1 pro-

apoptotic function.

To regulate gene expression, NFAT proteins interact with

several proteins, such as transcriptional activators, co-activators

and repressors [1]. Some of these interactions have been shown to

be mediated by the TADs. Activator protein-1 (AP-1), the most

well-characterized NFAT transcription partner, was first reported

to interact with NFAT through its DBD [30]. However, functional

interaction between AP-1 and NFAT1 has been shown to occur at

the NFAT1 TAD-C [31]. NFAT1 also interacts with the IRF2BP2

transcriptional repressor through the TAD-C [28]. Moreover, the

NFAT1 N-terminal TAD (TAD-N) interacts with other NFAT

partners, such as p300, a well-known transcriptional co-activator

[32]. Despite the low sequence similarity, the NFAT TADs are

important structures that mediate the interaction between NFAT

and partner proteins and are therefore very important for NFAT-

mediated gene regulation. In this study, we observed that a

NFAT1 TAD-C peptide (NFAT1 691-927) was unable to prevent

CA-NFAT1-induced apoptosis by acting as dominant negative

(Figure 4), suggesting that CA-NFAT1 may not interact with an

NFAT partner protein through its TAD-C to induce apoptosis.

The NFAT1 TAD-C appears to be particularly important for

the regulation of some apoptotic genes. Nur77, an activator of the

mitochondrial apoptosis pathway, has been shown to induce

apoptosis in immature timocytes and several types of cancer cells

independent experiments. (F) Cell death analysis 48 hours after plating. NIH3T3 cells were stained with propidium iodide (PI) and analyzed by flow
cytometry for cell death. The percentage of cells with sub-G0 DNA content is shown in the graph.
doi:10.1371/journal.pone.0047868.g004
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Figure 5. Apoptosis induced by CA-NFAT1 in NIH3T3 fibroblasts is dependent on DNA binding. (A) Schematic representation of the
primary structure of CA-NFAT1 MutDBD. The mutated residues are indicated in the Figure. (B, E, F, G) NIH3T3 cells were transduced with empty vector
or retrovirus expressing CA-NFAT1 or CA-NFAT1 MutDBD. (B) The total lysate of transduced NIH3T3 cells was obtained for analysis of NFAT1 and
GAPDH expression levels by Western Blot. The molecular weights are indicated in kilodaltons (kDa). (C) The ability of the NFAT1 DBD and NFAT1
MutDBD to bind to DNA was tested by EMSA. The NFAT1 DBD and NFAT1 MutDBD peptides were incubated with oligonucleotides corresponding to
the NFAT responsive element in the IL-2 promoter. (D) Jurkat cells were transfected with expression vector (empty vector or vector containing the
CA-NFAT1 or CA-NFAT1 MutDBD cDNAs), luciferase reporter vector pGL4.30 and the Renilla luciferase expression vector pRL-TK. After 24 hours, the
luciferase activity was measured by the release of luminescence resulting from the oxidation of its substrate (luciferin), normalized with the Renilla
vector and expressed as relative light units (RLU). (E) Proliferation was assessed by incorporation of crystal violet. The cells were plated in triplicate
and analyzed for 120 hours. This graph is representative of three independent experiments. (F, G) NIH3T3 cells were stained with propidium iodide
(PI) and analyzed by flow cytometry for cell death. (F) Analysis of cell death 48 hours after plating. The graph represents the average percentage of
cells in sub-G0 in three independent experiments. (G) Representative graph of the cell death analysis shown in (F). The percentage of cells in sub-G0 is
shown in the graph.
doi:10.1371/journal.pone.0047868.g005
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Figure 6. The fusion of NFAT1 TAD-C to CA-NFAT2 reverses the phenotype induced by CA-NFAT2. (A) Schematic representation of the
primary structures of CA-NFAT1, CA-NFAT2 and CA-NFAT2 TAD-C NFAT1. See Figure 2A legend for details. (B, C, D, E) NIH3T3 cells were transduced
with empty vector or retrovirus expressing CA-NFAT1, CA-NFAT2 or CA-NFAT2 TAD-C NFAT1. (B) The total lysate of transduced NIH3T3 cells was
obtained for analysis of NFAT expression levels and molecular weight by Western Blot using anti-NFAT1 and anti-NFAT2 antibodies. Levels of the
housekeeping protein GAPDH were also analyzed as a loading control. The molecular weights are indicated in kilodaltons (kDa). (C) Proliferation was
assessed by incorporation of crystal violet. The cells were plated in triplicate and analyzed for 144 hours. This graph is representative of three
independent experiments. (D, E) NIH3T3 cells were stained with propidium iodide (PI) and analyzed for cell death by flow cytometry. (D) Analysis of
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[33,34,35]. Interestingly, Nur77 is able to convert Bcl-2, a well-

known anti-apoptotic protein that prevents the release of

apoptogenic factors from mitochondria, into a pro-apoptotic

protein [36]. The interaction of NFAT1 and the myocyte

enhancer factor-2 (MEF2) through the NFAT1 TAD-C is required

for activation of the Nur77 promoter [11]. Interestingly, this

regulation was shown to be independent of NFAT1 binding to

DNA [11]. Here, we assessed whether a mutant CA-NFAT1 that

is unable to bind to DNA could induce apoptosis. Our analysis

showed that CA-NFAT1 MutDBD did not induce apoptosis in

NIH3T3 cells (Figure 5). This result demonstrated that binding to

DNA and the transcriptional activity of CA-NFAT1 are required

for induction of apoptosis in NIH3T3 cells.

NFAT1 is expressed in peripheral T cells, where it is involved in

terminating the immune response by AICD. AICD is a form of

apoptosis that is triggered by the activation of the extrinsic

pathway by a death ligand. The NFAT1 TAD-C is important for

the activation of one of these death ligands, the tumor necrosis

factor-a (TNF-a) gene. NFAT1 binds to the k3 promoter element

of the TNF-a gene and activates TNF-a transcription [9]. The

induction of the TNFa promoter by NFAT1 has been shown to be

dependent on its TAD-C, as NFAT1 is able to transactivate the

TNF-a promoter, while NFAT2 is not [27]. Interestingly, NFAT2

is only able to induce the TNF-a promoter when fused to the

NFAT1 TAD-C [27]. The role of the NFAT1 TAD-C in the

regulation of TNF-a has not been determined. Regulation of

TNF-a by NFAT1 may explain the phenotype observed in CA-

NFAT1-expressing and CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1-expressing

cells (Figs. 1, 2 and 6). As TNF-a is most commonly secreted, we

assessed whether conditioned media from CA-NFAT1-expressing

NIH3T3 cells induced apoptosis in wild-type NIH3T3 cells.

Preliminary results from our group showed that supernatants from

CA-NFAT1-expressing cells did not induce apoptosis in wild-type

NIH3T3 cells (data not published). However, further studies are

required to determine whether TNF-a is implicated in CA-

NFAT1-mediated apoptosis in NIH3T3 cells.

AICD can also be activated by TRAIL and FasL. The TRAIL

promoter possesses several putative NFAT binding sites [37]. In

addition, TRAIL expression in stimulated T cells is sensitive to

cyclosporine, a well-known inhibitor of calcineurin, suggesting a

role for NFAT in its regulation [38]. However, no studies have

reported direct regulation of TRAIL by NFAT1. FasL belongs to

the tumor necrosis factor family and plays an important role in

many immunological processes [39]. NFAT1 protein from nuclear

extracts of activated T cells has been shown to bind two sites

within the FasL promoter [10], and ectopic NFAT1 expression

activates the FasL promoter [40]. However, there is no evidence of

a role for the NFAT1 TAD-C in the regulation of the FasL

promoter.

Although the TADs harbor the main differences of the NFAT

members, the contributions of the TADs to NFAT-induced

phenotypes are not well defined. Here, we showed that the

NFAT1 TAD-C includes at least two NFAT death domains that

mediate the pro-apoptotic function of NFAT1 and can also confer

this function to another NFAT member. Apoptosis is implicated in

several pathological conditions, including cancer. The evasion of

mechanism of apoptosis is considered one of the cancer hallmarks

[41]. Over the past two decades, several studies have demonstrat-

ed the roles of NFAT transcription factors in the regulation of

cancer and have revealed that the functions of the NFAT

members are not redundant [42]. NFAT1 has been reported to

be a tumor suppressor gene, whereas NFAT2 has been reported to

be an oncogene [20,21,43]. Thus, it appears that NFAT1 and

NFAT2 have opposing effects. In our study, we showed that the

opposing effects are mediated partially by a specific region of the

NFAT1 TAD-C located between amino acids 699 to 850. The

tumor suppressor activity of NFAT1 is dependent on its TAD-C

[20] and may be conferred by NFAT1 TAD-C to another NFAT

member, including a NFAT members described as a oncogene,

such as NFAT2. Further studies will be necessary to determine the

mechanisms by which NFAT1 induces apoptosis and which genes

are differentially regulated by NFAT proteins in this context.

Supporting Information

Figure S1 Schematic representation of CA-NFAT pro-
teins. Schematic representation of the primary structures of CA-

NFAT1 and CA-NFAT2. The mutated residues are indicated in

the Figure. The crosshatched bar represents TAD-N (N-terminal

transactivation domain), the grey bar represents NHR (NFAT-

homology region), the black bar represents the DBD (DNA-

binding domain), the white bar represents the TAD-C (C-terminal

transactivation domain) and the red bar represents the nuclear

localization signal (NLS) from T-antigen of simian virus 40 (SV40).

(A) CA-NFAT1 representation. (B) CA-NFAT2 representation.

(TIF)

Figure S2 All of the CA-NFAT1 truncated proteins show
similar expression levels and have the expected molec-
ular weight. The total lysate of 46105 transduced NIH3T3 cells

was obtained for analysis of all CA-NFAT1 truncated protein

expression levels and molecular weight by Western Blot using anti-

NFAT1 antibody.

(TIF)

Figure S3 Wild-type NFAT1 does not induce apoptosis
in NIH3T3 upon stimulation. NIH3T3 cells were transduced

with empty vector or retrovirus expressing NFAT1 or NFAT1

D699-850 and plated. After plating, cells were left unstimulated

(Unst) or stimulated with PMA (20 nM) plus ionomycin (2 mM).

NIH3T3 cells were stained with propidium iodide and analyzed

for cell death by flow cytometry, 48 hours after stimulation. The

percentage of cells in sub-G0 is shown in the graph.

(TIF)
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