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RESUMO

Papel do dominio de transativacdo C-terminal na apoptose induzida por

NFAT1 e o potencial uso do CA-NFAT1 na terapia génica contra o cancer

A familia do fator nuclear de células T ativadas (NFAT) é composta por quatro
membros regulados por influxo de calcio. Embora, os fatores de transcricdo NFAT
apresentem algumas sobreposicfes de funcdo na regulacdo génica, varios estudos
tém mostrado papéis distintos para as proteinas NFAT na regulacdo da morte celular.
O dominio de transativacdo C-terminal (TAD-C) € a regido que apresenta a menor
similaridade de sequéncia entre as proteinas NFAT. O TAD-C é essencial para
interacdo entre o NFAT1 e diferentes proteinas, no entanto, sua contribuicdo para
inducdo de morte celular pelo fator NFAT1 € pouco conhecida. Recentemente, foi
demonstrado também que o NFAT1 pode cooperar com a via oncogénica de Ras-Raf-
MEK-ERK para induzir apoptose. Portanto, temos como objetivos avaliar quais regides
do TAD-C do NFAT1 sédo necessarias para inducdo de apoptose e se a forma
constitutivamente ativa do NFAT1 (CA-NFAT1) pode ser utilizada como terapia génica
para inducdo de morte celular em tumores. Aqui, n0s descrevemos pelo menos duas
regibes do TAD-C do NFATL, que conferem atividade proapoptética ao NFAT1. Além
disso, mostramos que quando fundido ao TAD-C do NFATL, o fator NFAT2, que esta
associado a transformacado celular, induz a apoptose em fibroblastos. Em seguida,
observamos que os fibroblastos transformados com H-RasV12 sofreram apoptose de
forma intensa mediante tratamento com adenovirus carreando o gene CA-NFAT1
(AdCANFAT1). No entanto, ndo foi possivel observar morte celular na maioria das
células tumorais testadas mediante transducdo com AdJCANFATL1. Apenas as culturas
das linhagens tumorais de colon testadas sofreram apoptose moderada quando
tratadas com AdCANFAT1. Além disso, observamos que o tratamento com
AdCANFAT1 levou a um massivo aumento da expressdo de TNF em todas as
linhagens avaliadas. Portanto, estes resultados sugerem que as linhagens de célon
testadas sdo susceptiveis a apoptose induzida por NFAT1, entretanto, mais estudos
sd0 necessarios para compreender os aspectos moleculares que tornam, somente,

essas linhagens celulares susceptiveis a morte celular induzida por CA-NFATL1.

Palavras-chave: NFAT; apoptose; cancer; terapia génica
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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 NFATL1 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 NFATL1. 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 (AdCANFATL1).
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

viii



LISTA DE ABREVIATURAS

AICD -

AlF —
AP1 -

Apaf —

Bad —

Bak —

Bax —

Bcl —

BH —

Bid —

Bik —

Bim —

CAD -
CA-NFAT —
cDNA —

c-FLIP —

CK1 -
CMV —
COX2 -

CRAC -

DAG —

Morte celular induzida por ativacado (Activation-induced
cell death)

Fator de induc&o da apoptose (Apoptosis inducing factor)
Proteina ativadora -1 (Activator protein -1)

Fator ativador de proteases apoptéticas (Apoptotic
protease activating factor)

Promotor de morte associado a Bcl-2 (Bcl-2-associated
death promoter)

Antagonista/assassino  homdlogo a Bcl-2 (Bcl-2
homologous antagonist/killer)

Proteina X associada a Bcl-2 (Bcl-2-associated X protein)

Proteina associada ao linfoma de células B (B cell
lymphoma protein)

Dominio de homologia a Bcl-2 (Bcl-2 homology domain)

Agonista da morte com dominio de interacdo BH3 (BH3
interacting domain death agonist)

Assassino que interage com Bcl-2 (Bcl-2 interacting killer)

Mediador da morte celular que interage com Bcl-2 (Bcl-2
interacting mediator of cell death)

DNase ativada por caspase (Caspase activated DNase)
Forma constitutivamente ativa do NFAT
DNA complementar

Proteina inibidora FLICE - celular (cellular — FLICE-
inhibitory protein)

Quinase de caseina -1 (Casein kinase -1)
Citomegalovirus
Cicloxigenase -2

Canal de célcio responsivo a liberacdo de calcio
(Calcium-release activated calcium channel)

Diacilglicerol



DAPI —
dATP —
DBD -
DD —

DED -

DLBCL —

DMEM —

DNA —

DYRK2 —

EDTA -

EGFP —

EndoG -

FADD —

FceRI -
GSK3 -

HEPES —

H-rasV12 —

IAP —

iCAD —
IFN-y —
IL -
P —

IP3 —

4’,6-diamidino-2-fenilindol

Trifosfato de deoxiadenosina

Dominio de Ligacdo ao DNA (DNA binding domain)
Dominio de morte (Death domain)

Dominio efetor de morte (Death effector domain)

Linfoma de células B grandes e difusas (Diffuse large B
cell lymphoma)

Meio de Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco
modified Eagle médium)

Acido desoxirribonucléico

Quinase regulada por fosforilacdo de tirosina de dupla
especificidade -2 (Dual specificity tyrosine-
phosphorylation-regulated kinase -2)

Acido etilenodiamino tetra-acético

Proteina verde fluorescente melhorada (Enhanced Green
fluorescent protein)

Endonuclease G

Proteina associada a Fas com dominio de morte (Fas-
associated protein with death domain)

Receptor Fc épsilon —I (Fc-epsilon receptor —I)

Quinase de sintase de glicogénio -3 (Glycogen synthase
kinase -3)

Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanosulfonico

Proteina H-ras com uma mutacdo para valina na posicéo
12

Proteina inibidora da apoptose (Inhibitor of apoptosis
protein)

Inibidor de CAD (inhibitor of CAD)
Interferon -y

Interleucina

lodeto de propidio

Inositol trifosfato



IRES —

MAPK —

Mcl —

MEF2 —

MEM —
MRNA —

NES —

NFAT —

NHR —
NLS —
NP-40 —
Nur 77—

OREBP —

PAK2 —
PBS —
PCR -
PGE2 —
PKC —
PLC-y —

Puma —

RLU —

SDS -

Sitio interno de entrada de ribossomo (Internal ribossomal
entry site)

Proteina quinase ativada por mitdgeno (Mitogen-activated
protein kinase)

Proteina de diferenciagdo de células leucémicas
mieldides induzida (Induced myeloid leukemia cell
differentiation protein)

Fator realcador de miocito -2 (Myocyte enhancing factor -
2)

Meio essencial minimo
Acido ribonucléico mensageiro

Sequéncia de exportacdo nuclear (Nuclear export
sequence)

Fator nuclear de células T ativadas (Nuclear factor of
activated T cells)

Regido de homologia do NFAT (NFAT homology region)
Sinal de localizag&o nuclear (Nuclear localization signal)
Nonidet P-40

Receptor nuclear -77 (Nuclear receptor -77)

Proteina ligante do elemento da resposta osmatica
(Osmotic response element binding protein)

Quinase ativada por p21 -2 (p21-activated kinase -2)
Salina tamponada com fosfato

Reacdo em cadeia da polimerase

Prostaglandina —E2

Proteina cinase C

Fosfolipase C -y

Modulador da apoptose regulado por p53 (p53-
upregulated modulator of apoptosis)

Unidades relativas de luz

Dodecil sufato de sddio (Sodium dodecyl sulfate)

Xi



SDS-PAGE —

SFB -
Smac/DIABLO —

STIM —

SVv40 -
TACE —

TAD —

TAD-C —
TAD-N —
tBid —
TBS —
TBS-T -
TCR -
TNF -
TNFR —

TonEBP —

TRAIL —

TRAILR —

Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis

Soro fetal bovino

Segundo ativador de caspase derivado da mitocondria/
Proteina com baixo pl ligante direta de IAP (Second
mitochondria-derived activator of caspase/Direct |IAP
binding protein with low PI)

Molécula de interacdo estromal (Stromal interaction
molecule)

Virus simio -40 (Simian virus -40)
Enzima conversora do TNF-a (TNF-a converting enzyme)

Dominio de ativacdo da transcricdo (Transcriptional
activation domain)

TAD C-terminal

TAD N-terminal

Bid truncada

Solucéo tampéao Tris

Solucéo tampao Tris com Tween

Receptor de células T (T cell receptor)

Fator de necrose tumoral (Tumor necrose factor)
Receptor de TNF (TNF receptor)

Proteina ligadora do realgador responsivo a tonicidade
(Tonicity-responsive enhancer binding protein)

Ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF (TNF-
related apoptosis inducing ligand)

Receptor de TRAIL (TRAIL receptor)

Xii



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1.1

Figura 1.2

Figura 1.3

Figura 1.4

Figura 4.1

Figura 4.2

Figura 4.3

Figura 4.4

Figura 4.5

Figura 4.6

Figura 4.7

Figura 4.8

Representacdo esquematica das proteinas da familia NFAT
de fatores de tranSCriCAO. ...........oeevvevveuuiiiiie i e e e ee e e e e
Via de sinalizacdo dos fatores de transcricdo NFAT................

Representacéo das vias extrinseca e intrinseca da apoptose..
Rede de sinalizacao intracelular regulando diferentes circuitos
CRIUIAIES. ...ttt
A forma constitutivamente ativa do NFAT1 é expressa em
altos niveis, esta localizada especificamente no nucleo e é
capaz de transativar um promotor responsivo a NFAT.............
Células NIH3T3 expressando CA-NFATL1 sofrem apoptose.....
Todas as proteinas CA-NFAT1 truncadas apresentam niveis
de expresséo similares e o peso molecular esperado...............
A remocao dos aminoacidos 699 a 850 do TAD-C do NFAT1
previne completamente a inducdo de apoptose pelo
CA-NFAT L e
Os residuos de aminoéacidos 699 a 735 sdo suficientes para
conferir ao CA-NFATL1 a capacidade de induzir apoptose........

O NFAT1 selvagem nado é capaz de induzir apoptose em
células NIH3T3 mediante estimulo..............ueveviiiieeiiiiniiiiiin,

A quimera CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1 é expressa em altos

niveis em células NIH3T3 transduzidas com o respectivo

A fusdo do NFAT1 TAD-C ao CA-NFAT2 reverte o fendtipo

INAUZIAO Pelo CA-NFAT2. ...

Xiii

10

23

54

56

57

59

60

62

63

65



Figura 4.9

Figura 4.10

Figura4.11

Figura 4.12

Figura 4.13

Figura 4.14

Figura 4.15

Figura 4.16

Tabela 1.1

Tabela 3.1

CA-NFAT1 ¢é expresso em altos niveis em células
transduzidas com o vetor adenoviral ACANFATL...................
O tratamento com AdCANFAT1 induz apoptose em
fibroblastos NIH3T3 H-RaSV12..........uuiiiiiiiiiieeeiieeeeeeeeiiiiiiiiians
As células B16F10 ndo sdo sensiveis ao tratamento com
ADCANFAT L. ..
As linhagens de tumor de mama 4T1 e MDA-MB-231 nao sao
susceptiveis ao tratamento com AACANFATL........cccceeveeeeenn.e.
As linhagens de tumor de co6lon HCT116 e LoVo sofrem
apoptose moderada mediante tratamento com AdCANFAT1...
A linhagem néo transformada HME-1 n&o sofre apoptose
mediante a superexpressdo de CA-NFATL........ccccooeeiiiiiiiennn.
O tratamento com AdCANFATL1 induz a diminuicdo de Bcl2
em fibroblastos transformados e 0 aumento majoritario de Tnf
em células de melanoma e em fibroblastos transformados......
O tratamento com AdCANFAT1 induz, massivamente, o0
aumento de TNF em células ndo transformadas de mama e
tUMOraisS de COION........cccoiiiiiieee e
Genes envolvidos no controle da apoptose regulados
transcricionalmente pelo NFAT .......ouviiiiiii s

Lista dos primers utilizados na reacédo de PCR em tempo real.

Xiv

67

68

70

72

74

76

79

81

15



INDICE

1- INTRODUGAO . ...ttt ettt eteeteate e
1.1- Familia de fatores de transcric80 NFAT........ooovvviiiiiiiiiieiee e,
L0 0 NFAT L e e

L 2 APOPLOSE. ..ttt
1.2.1- Viaintrinseca da apoptOSe..........cccevivieiiiiininiiiiiiieeeeeeeeeeeee e
1.2.2- Via extrinseca da apOptOSE.......ccevvverrrrrvriiiiiieeeieeeeeeeeeeeraesnnnnnnnns
1.2.3- NFAT € QPOPIOSE. . .ceviiiiiiiiieeiei ettt e et e e eees

1.3 CANCE ...t
1.3.1- Via de Ras-Raf-MEK-ERK............ccccconiimiiiic e
1.3.2- NFAT € CANCET ..ottt

1.4- Terapia GENICA........uuuuuuiiiieei e e e e e e e et e eie ettt s e e e e e e e e e aeeeeeeeeaeessnennnes

2- OBJETIVOS. ...ttt ettt e e e e e e e e e e e nnne e
2.1- ODbJetivo PrinCipal..........cooiiiiiiiieeeerre e

2.2- ObjetivVOS ESPECITICOS.....cvuueeieiiiiiiiei e e e

3- MATERIAIS E METODOS........ooiiieieteeteeeeeeeeee et
3.1- Cultura de CEIUIAS..........ceiriiiiieeeee e
3.2- Construcao dos plasmideos.........cceeveeviviiiiiiieiiiee e e e e ee e
3.3- Producéo de retrovirus recombinantes e infec¢do de células-alvo..
3.4- Producéao de adenovirus recombinantes, infeccao de células-alvo.
3.5- Transfecgao por cloreto de CaAlCIO......cccevvveeeeiiiiiiieieeee e
3.6- Ensaios de proliferac@o celular................oovvviiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeiiiin,

3.7- Analise de ciclo celular e conteido de DNA Sub-GO............cven.....

XV

11

13

14

20

23

27

32

39

39

39

40

40

40

43

44

46

47

47



5-

6-

3.8- Andlise da formacao de nucleos PiCNOtICOS........cvvvvveeeeeeeeeiiiiiiiis
3.9- Andlise de exposicao de fosfatidilserina.............cccoevvvviviieeeeeeeennenn.
3.10- Analise por Western BlOt..............ouvuiuiiiiiiiiiiee e
3.11- Imunolocalizag8o do NFAT ...
3.12- ENsaios de TranSatiVAGAOD. .........uuurrrrriiiieeeiaeaeeaeeae e

3.13- RT-PCR e PCR em tempo real..........c.oovuviuiiiiiiiiniiie e

RESULTADOS. ... ottt e e e e e et e e et e e enans
4.1- Expressdo de CA-NFAT1 Induz Apoptose em Fibroblastos
AN G0 I PR
4.2- A Retirada dos Residuos de Aminoacidos 699 a 850 do TAD-C do
NFAT1 Abole a Apoptose Induzida pelo CA-NFATL........ccoeeiiiiiiiiiiiiennns
4.3- A Fusdao do NFAT1l TAD-C ao CA-NFAT2 lhe Confere a
Capacidade de INdUzir APOPLOSE.......uuuuuuiiiiiiieee et
4.4- O Vetor Adenoviral Carreando o Gene CA-NFATL1 Induz Apoptose
em Células NIH3T3 H-RaSV12........ccccuiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e
45- O AdCANFAT1 Induz Apoptose Moderada em Linhagens
TUMOFAIS A8 COlON.....uuiiiiiiiiiiiiiiie e re e e e e e e e e e e e anaaes
4.6- O AdCANFAT1 né&o Induz Apoptose na Linhagem néo
Transformada HMEL.........ccooooiiiiiiiiie e
4.7- O AdCANFAT1 Induz de Forma Massiva o Aumento da

Expressao de TNF em Diferentes Linhagens Celulares.........................

DISCUSSAOD . ...ttt

CONCLUSOES . ... et

XVi

48

48

48

49

50

51

53

53

56

62

65

68

75

76

82

94



T- REFERENCIAS. ... ettt 95

8- ANEXO S ... e 107
8.1- Faget, D.V; Lucena, P.l.; Robbs, B.K.; Viola, J.P.B. NFAT1 C-
Terminal Domains are Necessary but not Sufficient for Inducing Cell
DRALN. ... e e et 108
8.2- Amarante-Mendes, G.P.; Jacysyn, J.F.; Faget, D.V.; Pereira,
W.O.; Weinlich, R.; Viola, J.P.B. Capitulo 9: Eventos Significativos na

Vida das Células: Ciclo Celular, Proliferacéo e Quantificacdo de Morte. 121

XVii



1. INTRODUCAO

1.1 Familia de fatores de transcricdao NFAT

As proteinas pertencentes a familia NFAT (nuclear factor of activated T cells)
de fatores de transcricdo desempenham um papel central na transcricdo génica
durante a resposta imune. Entretanto, apds a caracterizagcdo molecular e isolamento
de cada uma das proteinas da familia NFAT ficou claro que a sua expresséo nao é
restrita as células T, pelo menos um membro da familia NFAT é expresso em quase
todos os tipos celulares examinados (Macian, 2005; Vihma et al., 2008). Atualmente,
cinco proteinas ja foram descritas e caracterizadas como membros da familia NFAT:
NFAT1 (NFATp; NFATc2); NFAT2 (NFATc; NFATcl); NFAT3 (NFATc4); NFAT4
(NFATx; NFATc3) e NFAT5 (TonEBP; OREBP) (Rao et al., 1997; Macian, 2005).
Destes cinco membros, os quatro primeiros séo regulados por influxo de calcio e o
altimo por estresse hiperosmoético (Macian, 2005). Todas as proteinas NFAT sao
capazes de transativar o promotor de IL-2 e apresentam um dominio de ligacdo ao
DNA (DBD) altamente conservado (Masuda et al., 1998). Este DBD confere a
mesma especificidade de ligacdo ao DNA a todos os membros da familia NFAT. Os
membros NFAT1-4 compartilham uma regidao N-terminal conservada denominada de
regido de homologia do NFAT que confere a regulacao por influxo de célcio. O Unico
membro da familia NFAT néo regulado por calcio, o NFAT5, possui caracteristicas
peculiares que o difere dos demais membros. Além das quatro proteinas
originalmente descritas, os membros NFAT1-4 possuem diversas variantes
provenientes de splicing, inicios alternativos de transcricdo e/ou sinais alternativos
de poliadenilacdo, culminando em 36 diferentes variantes humanas para estes

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



as estruturas primarias, os principais dominios das proteinas NFAT1-4 e algumas de

suas isoformas.
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Figura 1.1. Representacdo esquematica das proteinas da familia NFAT de fatores de
transcricdo. As proteinas desta familia apresentam um dominio de ligacdo ao DNA (DBD), altamente
conservado entre si. A regido de homologia do NFAT (NHR), responséavel pela regulagado do NFAT via
influxo de célcio, é conservada entre os membros NFAT1-4. Os dois dominios de transativacéo
(TAD), N- e C- terminais, estdo representados na figura. Entre as isoformas, cores idénticas
representam sequéncias idénticas. Além desses dominios, estdo representados alguns motivos

conservados (quadrados coloridos presentes nos TADs) entre diferentes membros da familia.
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O dominio de ligacdo ao DNA, a principal regido de homologia entre as
proteinas NFAT, confere a todos os membros a capacidade de se ligar a sequéncia
de DNA consenso 5" AITGGAAA 3’ e esta situado entre os residuos de aminoacidos

#2410 e #680 de cada membro da familia NFAT (Figura 1.1). Este DBD possui uma

similaridade moderada na sequéncia primaria, porém, demonstra uma forte
similaridade estrutural com o DBD da familia Rel de fatores de transcricdo. As
proteinas NFAT possuem, entre si, 60-70% de identidade de sequéncia do DBD, no
entanto, em comparacdo com membros da familia Rel ha somente 15-17% de
identidade (Macian et al., 2001). Este DBD contém a alca de reconhecimento
altamente conservada (RFRYXCEG) das proteinas da familia Rel, representada na
familia NFAT pela sequéncia igualmente conservada RAHYETEG, onde cada um
dos residuos sublinhados entra em contato com o DNA (Jain et al., 1995).

Ja a regido de homologia do NFAT (NHR) de aproximadamente 300
aminoacidos, que esta localizada adjacente ao DBD na parte N-terminal, possui uma
menor similaridade entre os membros da familia NFAT. Apesar da baixa
similaridade, esta regido apresenta grande conservacdo de Vvarios motivos
caracteristicos das proteinas NFAT e é responsavel por controlar a localizacao
subcelular do NFAT. Mediante a um aumento sustentado do calcio intracelular, o
NFAT sofre uma mudanca conformacional expondo o seu sinal de localizagcéao
nuclear (NLS) e transloca do citoplasma para o nucleo (Okamura et al.,, 2000). A
regido de homologia do NFAT é altamente fosforilada em varios residuos de serina
conservados, os quais sdo desfosforilados em resposta ao aumento de calcio
intracelular (Macian, 2005).

Em células em repouso, o NFAT esta fosforilado, reside no citoplasma e
apresenta baixa afinidade pelo DNA. Em condi¢cdes fisioldgicas, a sinalizacao via

receptores de superficie acoplados a ativacdo de fosfolipase C-y (PLCy), tais como



imunorreceptores e receptores associados a proteina G, leva a geracdo de inositol-
(1,4,5)trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). Enquanto DAG leva a ativagéo da via de
Ras-MAPK/PKC, IP3 medeia a liberagdo de calcio dos estoques intracelulares via
receptor de IP3 (IP3R). Mediante a deplecdo dos estoques de calcio, a proteina
STIM1 forma oligbmeros que se movem para juncdo do reticulo endoplasmatico com
a membrana plasmatica, onde interage com o canal de calcio ORAI1 (Shou et al.,
2015). Essa interacédo leva a uma mudanga conformacional em ORAI1 resultando
em um aumento sustentado nos niveis intracelulares de célcio, que por sua vez, leva
a ativacdo da fosfatase de serina-treonina calcineurina, o principal regulador do
NFAT. A calcineurina ativada desfosforila o NFAT, promovendo a exposi¢céo do seu
NLS e consequente translocagdo nuclear. No nucleo, o NFAT coopera com
proteinas parceiras, genericamente denominadas NFATn, formando heterodimeros
ou homodimeros, e regula a expressao de diversos genes (Figura 1.2) (Macian,
2005; Falvo et al., 2008). A ativacao de proteinas parceiras pode ocorrer atraves da
ativacdo de outras vias, paralelamente a ativacdo da via de NFAT. Por exemplo, a
principal proteina parceira do NFAT j& descrita, a proteina ativadora 1 (AP1), é
ativada pelas vias de Ras-MAPK/PKC (Macian et al., 2001). Passado o estimulo de
calcio, o NFAT é refosforilado por diferentes proteinas quinases, como quinase de
caseina 1 (CK1), DYRK2 e quinase de sintase de glicogénio 3 (GSK3) (Beals et al.,
1997; Zhu et al., 1998; Gwack et al., 2006). A refosforilacdo do NFAT promove uma
mudanca conformacional onde o NLS é escondido e a sequéncia de exportacao
nuclear (NES) € exposta (Okamura et al., 2000). Além dessas proteinas quinases,
dois potentes inibidores da calcineurina sdo capazes de interferir na ativagdo do
NFAT, ciclosporina (CsA) e FK506. Devido a grande importancia do NFAT na
resposta imune, ambos o0s inibidores sdo potentes imunossupressores utilizados

amplamente para evitar a rejeicdo de tecidos transplantados. Além desses



inibidores, um pequeno peptideo, VIVIT, é capaz de inibir especificamente a
desfosforilagcdo do NFAT mediada pela calcineurina competindo pelo mesmo sitio de
ligacdo. A calcineurina se liga ao NFAT em uma sequéncia consenso (PXIXIT)
presente na NHR, e o peptideo VIVIT € uma versdo de alta afinidade desta

sequéncia capaz de se ligar mais avidamente a calcineurina (Aramburu et al., 1998).

Receptores Tirosina-Quinase
ou acoplados a proteina G

Nucleo

Integracdo P)
(p3§; ISFI!rI‘-'aZIEPZ . Quinases do NFAT P
ER, MEF2, etc) (CK1, GSK3, etc) =
Fl:
Regulagéo -
Génica
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Figura 1.2. Via de sinalizacdo dos fatores de transcricdo NFAT. Representacdo esquematica da
ativacdo e translocacdo do NFAT para o nicleo. PLC — Fosfolipase C; PIP2 — Fosfatidilinositol-(4,5)
bifosfato; DAG — Diacilglicerol; IP3 — Inositol-(1,4,5) trifosfato; STIM — Molécula de interacédo estromal;
CRAC - Canal de célcio responsivo a liberacdo de calcio; CaM — Calmodulina; AP1 — Proteina

ativadora 1; NLS — Sinal de localizac&o nuclear; P — Grupamento Fosfato.

Além do dominio de ligacdo ao DNA e da regido regulatéria, as proteinas
NFAT possuem dois importantes dominios de ativacdo da transcricdo (TAD —

transcriptional activation domain) localizados nas regidoes N- e C-terminais (Luo et
5



al.,, 1996b). Estes dominios possuem relativamente pouca conservagao de
sequéncia e sdo, possivelmente, as principais regides responsaveis pelas diferencas
na regulacao génica entre as diferentes isoformas e membros da familia NFAT. O

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

proteinas NFAT. Enquanto, o TAD C-terminal (TAD-C), localizado logo ap6s o DBD,

pode variar de #10 a #470 residuos de aminoacidos dependendo da isoforma

(Figura 1.1). Apesar da fraca conservacdo de sequéncia, dentro destas regides
existem pequenos motivos conservados. No TAD-N do NFAT1, existe um motivo N-
terminal composto por varios residuos acidicos/hidrofébicos, 2QDELDFSILFDYE?’,
que se assemelham a motivos acidicos de ativacdo da transcricdo (Cress e
Triezenberg, 1991; Schmitz et al., 1994). Motivos similares estdo presentes no
NFAT2/B, NFAT2/B, NFAT2/C, NFAT3 e NFAT4 (Figura 1.1). J& no TAD-C das
proteinas NFAT, ha outro caso de conservagdo de sequéncia, onde o NFAT1/C
apresenta o motivo C-terminal, °®LDQTYLDDVNEIIRKEFS®Y’, altamente similar aos
existentes no NFAT2/C, NFAT3 e NFAT4/x (Figura 1.1). Interessantemente, o
NFAT1/C € mais ativo em ensaios de transativacdo do que a isoforma NFAT1/B, que
nao possui parte deste motivo C-terminal (Figura 1.1) (Luo et al.,, 1996a).
Corroborando este dado, 0 mesmo ocorre para o NFAT4/x que possui um motivo C-
terminal bem semelhante ao presente no NFAT1/C. Em ensaios de transativacao, o
NFAT4/x induz a uma transativacdo maior do que a isoforma NFAT4/C que nao
possui parte do motivo C-terminal (Figura 1.1) (Imamura et al., 1998).

A regulacdo génica mediada por NFAT, normalmente, ocorre através da sua
ligacdo a regides promotoras ou a enhancers dos genes-alvo. Uma notavel
caracteristica da maioria dos promotores e enhancers dependentes de NFAT é a
existéncia de multiplos sitios de ligacdo do NFAT. Isto foi primeiramente observado

no enhancer de IL-2 (Randak et al., 1990) e no promotor de IL-4 (Chuvpilo et al.,



1993), mas o0 mesmo também ocorre para outros genes regulados por NFAT (Rao et
al., 1997). Geralmente, cada uma dessas regides regulatdrias contém de trés a cinco
sitios para ligagdo do NFAT, dentro de uma regido de 200 a 300 pares de base. A
existéncia de multiplos sitios, possivelmente, implica em interagdes sinérgicas entre
complexos transativadores contendo NFAT para que ocorra uma ativagdo da
transcricdo efetiva. Além disso, os TADs nas regides N- e C-terminais das proteinas
NFAT auxiliam no recrutamento de coativadores, correpressores ou outros fatores
de transcricdo que podem compor complexos reguladores, promovendo uma

ativacao ou repressao da transcricdo mais efetiva (Masuda et al., 1998).

1.1.1 NFAT1

O NFAT foi primeiramente descrito como um fator indutivel essencial para a
expressado de IL-2 em células T ativadas (Shaw et al., 1988; Ullman et al., 1990). O
primeiro membro da familia NFAT, o NFATL, foi inicialmente purificado de extratos
citoplasmaticos do clone Ar-5 de células T murinas, através de cromatografia de
afinidade utilizando o sitio 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 ja foi detectada presenca da proteina em
células de musculo esquelético (Abbott et al., 1998), células cartilaginosas (Ranger
et al., 2000), neurbnios (Ho et al., 1994), adipocitos (Ho et al., 1998) e endotélio
(Cockerill et al., 1995). Trés 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 regido do TAD-C, divergindo no residuo de aminoacido 909 em

camundongos e no residuo 907 em humanos (Luo et al., 1996a). NFAT1/B e



NFAT1/C séo as isoformas predominantemente expressas em ceélulas T murinas e
humanas (Wang et al., 1995). Aléem dessas, outras isoformas do NFAT1 que variam
na regido do TAD-N ja foram descritas (Vihma et al., 2008). Apesar do grande
namero de variantes do NFAT1, ha poucos estudos comparativos sobre possiveis

papéis divergentes entre estas variantes.

1.2 Apoptose

Metazoarios frequentemente precisam livrar-se de células para manter a
fisiologia regular dos tecidos. Para tal, tdo importante como o ciclo e a diferenciagao
celular, a morte celular programada permite ao organismo controlar, rigorosamente,
0 numero de células e o tamanho dos tecidos, e proteger a si mesmo de células que
possam vir a ameacar a homeostase do organismo. A apoptose € um dos principais
mecanismos de protecdo contra o surgimento de cancer. Este € o primeiro tipo de
morte celular programada a ser descrito, sendo caracterizado por mudangas
morfoldégicas acompanhadas de redugdo do volume celular, retracdo de
pseuddpodos, condensacdo de cromatina, fragmentacdo nuclear, blebbing da
membrana plasmatica e engolfamento dos restos celulares por células fagocitarias in
vivo (Kerr et al.,, 1972; Kroemer et al., 2009). A maioria dessas mudancas
morfolégicas é causada por um determinado grupo de cisteino-proteases que sao
ativadas especificamente em células apoptéticas. Essas proteases, denominadas de
caspases, sao sintetizadas como zimogénios 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 sdo ativadas por autoprotedlise induzida por
oligomerizacdo e as caspases efetoras (caspase-3, -6 e -7) que sdo ativadas por

outras proteases, como as caspases iniciadoras e granzima B (Assuncao Guimaraes



e Linden, 2004). Entretanto, as caspases nao sao as unicas proteinas efetoras da
apoptose, mediante a permeabilizagdo da membrana externa da mitocondria, outras
proteinas como, o fator de indug&o da apoptose (AIF) e a endonuclease G (EndoG),
sao liberadas e induzem a apoptose (Figura 1.3) (Lorenzo et al., 1999; Li et al.,
2001).

A apoptose pode ser induzida por diferentes estimulos como, por exemplo,
privacdo de fatores de crescimento, sinais extrinsecos ou algum tipo de
dano/estresse celular. Duas vias de sinalizacdo sao as principais responsaveis pela
ativacdo da apoptose: a via intrinseca e a via extrinseca da apoptose (Amarante-
Mendes e Green, 1999; Zimmermann et al., 2001; Galluzzi et al.,, 2012). Na via
intrinseca, a mitocbndria desempenha um papel central, liberando fatores
apoptogénicos, tais como o citocromo c¢, do espago 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
€ capaz ativar através de protedlise as caspases efetoras -3, -6 e -7 (Figura 1.3). Ja
na via extrinseca, sinais extracelulares podem induzir a apoptose através da
ativacdo 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 ativacéo
desses receptores induz a oligomerizagdo de procaspase-8 ou -10 e sua
consequente ativagdo por autoproteolise (Assuncao Guimaraes e Linden, 2004). A
ativacdo destas caspases leva a ativacdo direta de caspases efetoras ou a
integracdo da via extrinseca com a via intrinseca através da clivagem da proteina
Bid (Figura 1.3) (Wei et al., 2000). Além dessas duas principais vias, a apoptose
também pode ser induzida por estresse do reticulo endoplasmatico, geralmente

causado pelo dobramento incorreto de proteinas (Kim et al., 2008). A principal



proteina desencadeadora da apoptose via estresse de reticulo, descrita em
camundongos, € a caspase-12. Esta proteina é capaz de ativar caspase-9 e
desencadear a apoptose (Kim et al., 2008). No entanto, a maioria dos humanos néo
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 reticulo endoplasmatico (Szegezdi et al., 2003;
Kim et al., 2008). Mais detalhes sobre as vias intrinseca e extrinseca da apoptose

serdo descritos a seguir.
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Figura 1.3. Representacdo das vias extrinseca e intrinseca da apoptose. A via extrinseca esta
representada a partir da ativacdo dos receptores de morte (na figura estd exemplificado pelo receptor
Fas (CD95)) que ativam a caspase iniciadora —8. A via intrinseca esta representada a partir do dano
ao DNA que leva ativagéo da via mitocondrial. As duas vias séo capazes de ativar caspases efetoras,
como a caspase-3, que induzem a apoptose. Mais detalhes sobre as duas vias estdo descritos no
texto. Figura adaptada (Hengartner, 2000).
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1.2.1 Viaintrinseca da apoptose

A permeabilizagdo da membrana externa da mitocondria e a liberagdo do
citocromo ¢, do espacgo intermembrana para o0 citoplasma, sdo essenciais para
formacdo do apoptossomo e consequente ativacdo da via intrinseca da apoptose.
Embora, haja controvérsias sobre 0 exato mecanismo pelo qual ocorre a
permeabilizacdo da membrana externa, ndo ha duvidas de que as proteinas da
familia Bcl-2 estdo envolvidas (Chipuk e Green, 2008). A familia de proteinas Bcl-2 é
dividida em trés grupos, baseado na presenca de até quatro dominios de homologia
a Bcl-2 (Bcl-2 homology domain — BH1-4). O primeiro grupo € composto pelas
proteinas antiapoptoéticas tais como, Bcl-2, Bel-w, Bcl-xL, A1 e Mcl-1 que possuem
0s quatro dominios BH (BH1-4). Ja o segundo grupo € composto pelas proteinas
proapoptoticas efetoras, tais como Bax e Bak que possuem trés dominios BH
(BH1-3). E finalmente, o terceiro grupo que é composto por proteinas proapoptéticas
BH3-only tais como, Bim, Bid, Bik, Bad, Noxa e Puma que possuem apenas 0
dominio BH3 (Chipuk e Green, 2008).

As proteinas proapoptoticas efetoras Bax e Bak séo responsaveis pela
permeabilizacdo da membrana externa da mitocondria, através da criagcdo de um
poro por onde sdo liberados os fatores apoptogénicos (Figura 1.3) (Leber et al.,
2007; Chipuk e Green, 2008). Em oposi¢cdo a essas proteinas, estdo as proteinas
antiapoptoticas da familia Bcl-2 geralmente localizadas na membrana externa
mitocondrial que impedem a formagé&o deste poro pelas proteinas Bax e Bak (Leber
et al., 2007; Chipuk e Green, 2008). Na auséncia de qualquer estimulo indutor de
apoptose, as proteinas antiapoptoticas estdo constantemente inibindo as proteinas
proapoptoticas efetoras (Chipuk e Green, 2008). No entanto, estimulos apoptéticos
podem levar a ativacao das proteinas proapoptoticas BH3-only que agem atraves de

interacdes proteina-proteina com as proteinas antiapoptéticas ou proapoptoticas
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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 proteinas proapoptoticas
BH3-only, Bid e Bim s&o as unicas que podem ativar diretamente Bax e Bak (Wei et
al., 2000; Kuwana et al., 2005). As demais proteinas BH3-only agem apenas como
sensibilizadores ao interagir com as proteinas antiapoptéticas, impedindo-as de se
ligar as proteinas proapoptoticas efetoras e desempenhar suas fungdes (Chipuk e
Green, 2008).

A partir da permeabilizacdo da membrana externa da mitocondria ndo ha
retorno e a liberacao de fatores apoptogénicos da mitocondria, tais como citocromo ¢
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
proteina Smac/DIABLO impede a inibicdo das caspases por proteinas inibidoras da
apoptose (IAPs), liberando caspase-9 da inibicdo e permitindo sua associacdo ao
complexo Apaf-1/citocromo c (Figura 1.3) (Ekert et al., 2001). Esta associagao leva a
ativacdo das caspases efetoras -3, -6 e -7, entre elas, a caspase-3 é a
predominante. Juntas as trés caspases efetoras levam ao fenétipo apoptotico pela
clivagem de varios substratos (Figura 1.3) (Zimmermann et al., 2001). Por exemplo,
a fragmentacdo de DNA é causada pela acdo da caspase-3 no complexo formado
por CAD (caspase-activated DNAse), uma nuclease, e iCAD (inhibitor of caspase-
activated DNAse), seu inibidor. Em células ndo apoptoticas, CAD se encontra em um
complexo inativo com iCAD, entretanto, durante a apoptose, a caspase-3 cliva iCAD
levando a ativacdo de CAD e consequente fragmentacdo do DNA (Zimmermann et
al., 2001). Outro exemplo € a formacdo de blebbing de membrana, que ocorre em
decorréncia a clivagem de gelsolina, PAK2 (p21-activated kinase 2) e fodrina

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

Os receptores de morte da familia do TNFR (tumoral necrosis factor —
receptor), tais como TNFR-1, Fas (CD95), TRAILR-1 e TRAILR-2, sdo o ponto de
partida para a ativacdo da via extrinseca da apoptose. Os membros dessa familia
sdo caracterizados por uma sequéncia de 80 amino4cidos na por¢do intracelular da
proteina, denominada de dominio de morte (DD), que é essencial para transmissao
do sinal de apoptose (Amarante-Mendes e Green, 1999). Cada um desses
receptores pode disparar vias especificas de sinalizagdo, na Figura 1.3 temos
representada a via do receptor Fas. ApGOs receber o sinal do seu ligante (FasL), o
receptor Fas multimeriza e recruta a proteina adaptadora FADD através de interacdo
homotipica entre os seus DD (Amarante-Mendes e Green, 1999). Além do DD,
FADD possui outro dominio chamado de dominio 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 autoprotedlise das procaspases levando
a ativacdo das caspases e ao desencadeamento da via extrinseca da apoptose
(Salvesen e Dixit, 1999). A interacao entre a procaspase-8 e FADD neste complexo,
pode ser impedida pela proteina c-FLIP, um homdlogo degenerado das caspases
incapaz de desencadear a via de sinalizacdo da apoptose (Figura 1.3) (Irmler et al.,
1997).

A ativacdo de caspase-8 € capaz de levar a clivagem e consequente ativacao
das caspases efetoras -3 e -7 (Figura 1.3). Estas caspases efetoras sao capazes de
clivar uma série de substratos, como ja foi descrito no texto, anteriormente. Em
decorréncia a clivagem desses substratos, ocorre 0 processo de apoptose. Além
disso, a ativacdo da caspase -8 pode levar a uma integracdo da via extrinseca com

a via intrinseca da apoptose através da clivagem da proteina Bid. Como ja foi
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comentado no texto, a proteina Bid truncada (tBid) é capaz de ativar Bax e Bak,
induzindo a liberagdo do citocromo ¢ da mitocondria e consequente ativagdo de

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

1.2.3 NFAT e apoptose

Os fatores de transcricdo da familia NFAT desempenham um papel central na
transcricdo génica durante a resposta imune (Rao et al., 1997). O envolvimento do
NFAT na regulacéo da expressao dos genes de diversas citocinas, tais como da IL-
2, IL-3, IL-4, IL-5 e IFN-y, j& € bem estabelecido (Rao et al., 1997; Macian, 2005).
Assim como também estéa estabelecido o envolvimento dos fatores de transcricdo da
familia NFAT no controle da morte celular. Camundongos NFAT1-/-, a partir de seis
meses de idade, apresentam uma hiperproliferacdo linfocitaria associada a uma
alteracdo no mecanismo de morte celular e acompanhada de um aumento
moderado no tamanho dos 6érgéaos linfoides (Hodge et al., 1996; Xanthoudakis et al.,
1996; Schuh et al., 1998). A auséncia de NFAT1 também leva a um aumento da
resposta proliferativa do sistema imune mediante a um estimulo antigénico primario
e secundario com L. major e ovalbumina, respectivamente (Xanthoudakis et al.,
1996). Além disso, os camundongos deficientes para NFAT1 apresentam um retardo
na involucdo timica e uma reducdo na delecdo de células T CD4* ativadas,
sugerindo um possivel defeito na morte celular induzida por ativacdo (AICD -
activation-induced cell death), uma forma particular de apoptose essencial para a
manutencdo da homeostase do sistema imune (Schuh et al., 1998). Em conjunto,
esses fendtipos sugerem que o NFAT1 pode agir como um regulador positivo da
morte celular. No entanto, o NFAT1 ndo é o unico membro da familia envolvido no
controle da morte celular, outros membros da familia também estdo envolvidos.

Células T CD4* expressando a isoforma longa do NFAT2 (NFAT2/C) ou NFAT1
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sofrem mais apoptose apos estimulacdo em comparacdo a células expressando a
isoforma NFAT2/a (Chuvpilo et al., 2002). Contrariamente ao NFAT1 e NFAT2/C, o
NFAT3 parece mediar a sobrevivéncia celular, o silenciamento da expressao de
NFAT3 em neurdnios, por interferéncia de RNA, leva a inducdo de apoptose
(Benedito et al., 2005). Além do NFAT3, o NFAT4 também pode estar envolvido na
sobrevivéncia celular, ja que camundongos deficientes para NFAT4 apresentam um
aumento da morte celular de timdcitos duplo positivos (CD4*CD8*) acompanhada de
uma diminui¢cdo da expressao da proteina antiapoptética Bcl-2 (Oukka et al., 1998).
Apesar dos membros da familia NFAT possuirem a mesma especificidade de
ligacdo ao DNA, os fenotipos resultantes da superexpressdo ou deplecdo dos
diferentes membros da familia sugerem que essas proteinas possuem papéis
relevantes e ndo redundantes no controle da morte celular. Corroborando esses
dados, diversos estudos ja demonstraram que o NFAT esta envolvido na regulacao
de genes importantes no controle da apoptose, tais como TNF-a, FasL, c-FLIP,

Nur77 e Al (Tabela 1.1).

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

NFAT.
Gene* Funcéo Referéncia
- (Mccaffrey et al., 1994; Oum et
TNF-o Proapoptotico al., 2002; Kaminuma et al., 2008)
” (Latinis et al., 1997; Holtz-
A ) FaslL Proapoptotico Heppelmann et al., 1998)
poptose (Zaichuk et al., 2004; Ueffin
i . . o ; g et
c-FLIP Antiapoptoético al., 2008)
Nur77 Proapoptotico (Youn et al., 2000)
Al Antiapoptético (Ulleras et al., 2008)

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

“Gene”. A funcdo de cada gene no controle da apoptose esta indicada na coluna ao lado.
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Células T recém-ativadas sdo resistentes a apoptose induzida por FasL,
possivelmente devido a expressdo da variante curta de c-FLIP (cFLIPsHorT). COmo
ja foi dito, anteriormente, a proteina c-FLIP pode impedir a ativacéo da via extrinseca
da apoptose. A inibicao da atividade de calcineurina leva a reducao da expressao de
cFLIPsHorT € aumenta a susceptibilidade de células T a apoptose induzida por FasL,
indicando o envolvimento do NFAT na regulacdo de cFLIP (Ueffing et al., 2008). Os
membros NFAT1 e NFAT2 séo capazes de se ligar e transativar o promotor de
c-FLIP. Contrariamente, o NFAT4 € incapaz de se ligar ao promotor de c-FLIP,
sugerindo funcdes diferentes na regulacdo deste promotor para os membros da
familia NFAT (Ueffing et al., 2008). Além do c-FLIP, o NFAT participa da regulacéo
da expressao de outra proteina antiapoptética, a proteina Al pertencente a familia
Bcl-2 (Ulleras et al., 2008). A proteina Al € capaz de sequestrar tBid e impedir a sua
colaboracdo com os membros proapoptoticos da familia Bcl-2, Bax e Bak (Werner et

al., 2002). A sobrevivéncia celular de mastécitos induzida pela ativacado de FczRI &

dependente da expressdo de Al (Xiang et al., 2001). lonomicina, um ionéforo de
calcio, induz a expressao de Al e a sobrevivéncia celular em mastocitos, e também
€ capaz de promover a ativacao de calcineurina, indicando um possivel papel do
NFAT na regulacao génica de Al (Ulleras et al., 2008). Interessantemente, a forma
constitutivamente ativa do NFAT1 € capaz de induzir a um aumento da expressao de
A1 em mastdocitos, ao contrario da forma constitutivamente ativa do NFAT2/B
(Ulleras et al., 2008). A diferenca entre a expressao induzida pelos diversos
membros da familia NFAT pode ser explicada pelo fato de que cada uma das
isoformas do NFAT possui dominios de transativacdo (TAD) nas porcdes N- e C-
terminais diferentes, implicando, possivelmente, em uma menor capacidade de
transativacdo por parte de algumas isoformas ou falta de capacidade de interagir

com um determinado parceiro transcricional.
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Além das proteinas c-FLIP e Al, ja foi descrito que o NFAT também é capaz
de regular a expressdo de outras proteinas importantes no controle da apoptose.
Entre essas proteinas estédo trés, ja comentadas no texto, capazes de ativar a via
extrinseca da apoptose, 0 TRAIL, o FasL e o TNF-a. O promotor de TRAIL possui
diversos possiveis sitios de ligacdo para NFAT e a sua expressao em ceélulas T
ativadas é sensivel a ciclosporina (Mariani e Krammer, 1998; Wang et al., 2000).
Além disso, a superexpressao da forma constitutivamente ativa do NFAT1 em
células NIH3T3 aumenta a transcricdo de TRAIL mediante estimulo com PMA
(Robbs et al.,, 2013). Camundongos deficientes para NFAT1 expressam FasL e
TNF-o em niveis mais baixos em comparacao aos camundongos selvagens (Hodge
et al., 1996). Corroborando esse dado, ja foi descrita a existéncia de dois sitios 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
lonomicina, induzem uma forte transativacdo do promotor de FasL (Holtz-
Heppelmann et al., 1998). Ja para regido promotora do TNF-a, diversos estudos
demonstraram a existéncia de quatro possiveis sitios de ligagdo para o NFAT
(Goldfeld et al., 1993; Mccaffrey et al., 1994; Tsai et al.,, 1996). Embora todos os
membros da familia NFAT sejam capazes de se ligar ao promotor de TNF-a, existem
controvérsias sobre a afinidade dos diferentes membros por cada sitio de NFAT
presente no promotor (Esensten et al., 2005). Aparentemente, enquanto o NFAT1 &
capaz de se ligar aos quatro sitios de NFAT presentes no promotor de TNF-a, 0
NFAT2/B pode se ligar a somente dois destes sitios (Tsai et al., 1996; Oum et al.,
2002). Interessantemente, essa falta de capacidade de se ligar a todos os sitios de
NFAT presentes no promotor de TNF-a, por parte do NFAT2, pode se refletir em
uma menor capacidade de transativacdo. A isoforma NFAT2/a induz a uma

transativacdo muito menor do promotor de TNF-a em comparacdo ao NFAT1 em
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ensaios reporter de luciferase (Kaminuma et al., 2008). Essa menor capacidade de
transativar o promotor de TNF-a foi associada a auséncia do TAD-C longo existente
no NFAT1 (Figura 1.1). Uma proteina hibrida do NFAT2/a contendo o TAD-C do
NFAT1 é capaz de transativar o promotor de TNF-a. 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-a, porém com uma intensidade menor do que o NFAT1
(Kaminuma et al., 2008). Em conjunto, esses dados sugerem que ha fun¢des néo
redundantes entre as diferentes isoformas e membros da familia NFAT, ressaltando
a importancia dos diferentes TADs dessas proteinas nesta regulagdo génica
diferenciada.

A principal funcdo descrita para os membros da familia NFAT é de agir como
fatores de transcricdo se ligando diretamente a promotores e/ou enhancers para
regular a expressdo de diversos genes. No entanto, ja foi demonstrado que a
proteina NFAT1 pode regular a transcricdo de Nur77 independentemente da sua
ligacdo ao DNA, agindo como um coativador do fator de transcricdo MEF2D (Youn et
al., 2000). Nur77 é um receptor nuclear oOrfao capaz de induzir apoptose em
timocitos imaturos (Liu et al., 1994). Este receptor nuclear orfao pode converter a
proteina antiapoptética Bcl-2 em uma proteina proapoptdtica semelhante as
proteinas do tipo BH3-only (Lin et al., 2004). O promotor de Nur77 possui dois
elementos responsivos a calcineurina que séo sitios de ligacdo para o fator de
transcricdo MEF2 (Woronicz et al., 1995). No entanto, ndo ha relatos na literatura
gue demonstrem que o fator MEF2 seja regulado pela calcineurina. Corroborando
estes dados, foi demonstrado que o NFAT1 € capaz de interagir cooperativamente
com MEF2D e aumentar sua atividade transcricional, implicando a via de

calcineurina/NFAT na regulacdo génica 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 transcricdo de Nur77 via MEF2D é dependente de seu
TAD-C e do seu TAD-N. O NFATL1 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 proteina coativadora conhecida por auxiliar no
recrutamento de fatores basais de transcricdo e/ou promover a acetilacdo de
histonas (Snowden e Perkins, 1998). Esses dados em conjunto sugerem que 0S
membros da familia de fatores de transcricio NFAT desempenham papéis
importantes na regulacdo do processo de apoptose, ressaltando a importancia dos
seus dominios de ativacao da transcricdo (TAD) nesta regulacao.

As proteinas NFAT também sdo capazes de regular a apoptose de forma
indireta, regulando transcricionalmente proteinas reguladoras de mediadores do
processo de apoptose. O NFAT4 é capaz de ativar a transcricdo de Trim17, uma
ubiquitina-ligase E3 que é responsavel por levar a proteina antiapoptoética Mcl-1 a
degradacdo via proteassoma, promovendo assim apoptose em células neuronais
(Mojsa et al., 2015). Nesse trabalho, também foi demonstrado que a superexpressao
de NFAT3, ao contrario do NFAT4, ndo aumenta a expressdo de Triml7,
corroborando dados anteriores que indicam NFAT3 como um proteina promotora da
sobrevivéncia celular em neurénios. NFAT3 ja foi descrito por regular positivamente
a transcricdo do fator neurotréfico derivado do cérebro (BNDF - brain derived
neurotrophic factor), uma neurotrofina capaz de desencadear a ativacdo da via de
sobrevivéncia celular de PI3K-Akt (Vashishta et al., 2009). Juntamente, esses dados
demonstram que a regulacdo positiva ou negativa da apoptose pelas proteinas
NFAT vai além da regulacéo direta da expressédo génica de mediadores apoptoticos.

Diversos estudos aqui descritos demonstram o envolvimento da familia de

fatores de transcricdo NFAT na regulacdo direta ou indireta de genes/proteinas
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envolvidos na apoptose, tornando mais evidente que a funcdo de cada membro
nesta regulacédo ndo parece ser redundante. Os dominios de ativacao da transcri¢cao
sdo, possivelmente, as principais regides responsaveis por essas diferencas entre
os diferentes membros da familia NFAT. Aparentemente, os membros da familia
NFAT apresentam como principal diferenca estrutural, os dominios de ativagdo da
transcricdo (TAD; Figura 1.1). Apesar da importancia dos TADs na funcdo das
proteinas NFAT, o grande numero de variantes dos TADs foi pouco estudado
comparativamente em ensaios funcionais para determinar seu papel na regulacéo
génica. Devido a esta grande heterogeneidade, temos grande interesse em entender
qual a funcdo de diferentes variantes do NFAT e o papel dos TADs na sua funcéo.
Diversos estudos ja demonstraram que o NFAT1 é capaz de induzir apoptose em
diferentes modelos e que essa capacidade € dependente do seu TAD-C (Chuvpilo et
al., 2002; Kondo et al., 2003; Robbs et al., 2008). Portanto, neste presente estudo, o
membro NFATL1 sera utilizado para melhor avaliar o papel dos TADs na inducdo de

apoptose por NFAT.

1.3 Cancer

A organizacgdo celular em metazoarios permitiu a criacdo de tecidos e 6rgaos
de ampla diversidade anatdmica. No entanto, a maioria das células possui em seu
genoma mais informagdo do que o0 necessério para que estas células possam
exercer propriamente as suas funcbes. Muitas destas células ainda retém a
capacidade de crescer e se dividir mesmo ap0s o completo desenvolvimento do
organismo. A retencdo desta capacidade de proliferar torna possivel a manutencao
dos tecidos adultos ao longo da vida do organismo. Entretanto, o balanco entre
proliferacdo e morte celular € essencial para manutencdo da homeostase. A perda

da capacidade de induzir morte celular ou o aumento desenfreado da proliferacéo
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podem levar ao surgimento de cancer, que se desenvolve pelo acimulo desregulado
de células. O cancer € essencialmente uma doenga 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 passara estas alteracdes
adiante, e no caso de ocorrerem danos adicionais a esse mesmo material genético,
o acumulo de danos pode criar células que progressivamente irdo proliferar mais
subvertendo os mecanismos de restricao de crescimento.

Alteracbes em duas amplas classes de genes estdo diretamente envolvidas
no surgimento e desenvolvimento do cancer: 0s proto-oncogenes e 0S genes
supressores de tumor (Hanahan e Weinberg, 2000). Os proto-oncogenes codificam
proteinas que participam normalmente no recebimento e na transmissdo de sinais
estimuladores da proliferagdo ou sobrevivéncia celular. No entanto, quando ocorre a
perda da regulacdo dos proto-oncogenes por mutacdes ou alteragbes que levam a
uma superexpressdo do gene ou a um estado hiperativo da proteina promovendo o
crescimento tumoral, estes genes passam a ser denominados de oncogenes. Genes
supressores de tumor geralmente retém o crescimento tumoral se opondo aos
oncogenes, portanto danos que levem a perda de funcdo desses genes também
podem causar o surgimento de tumores.

As células tumorais sdo, principalmente, conhecidas e definidas pela sua
capacidade de proliferar e sobreviver a sinais indutores de morte celular. No entanto,
vale ressaltar que esses nao sao 0s Unicos aspectos envolvidos no surgimento e na
manutencdo do cancer. Atualmente, ja se chegou ao entendimento de que o cancer
ndo € apenas um conjunto de células em proliferacdo, e sim uma doenca do tecido
onde o0 estroma associado ao tumor desempenha um papel essencial na
manutencdo do cancer compondo o microambiente tumoral. Além da atuacdo do

estroma tumoral no desenvolvimento do cancer, o gendtipo das células tumorais
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contribui para a manifestacdo de outras alteracdes fisiolégicas que ajudam a
promover o0 crescimento maligno, tais como: a criagdo de novos vasos
(angiogénese), instabilidade gendmica, evasdao do sistema imune, capacidade de
migrar e invadir outros tecidos, mudancas no metabolismo celular, aumento da
inflamacé&o e capacidade replicativa ilimitada (Hanahan e Weinberg, 2011).

Os circuitos formados por oncoproteinas e proteinas supressoras tumorais
formam vias de sinalizagdo celular capazes de promover ou suprimir diferentes
aspectos, como 0s mencionados acima, e sdo essenciais para a tumorigénese e a
manutencdo do tumor (Figura 1.4). Nas vias de supressdo tumoral, o fator de
transcricdo p53 é uma proteina-chave, e sua ativagdo pode culminar no arresto do
ciclo celular, no reparo ao DNA, na senescéncia ou na apoptose, todos estes
considerados importantes mecanismos de supressao tumoral (Caetano et al., 2002).
A inibicdo do fator p53, seja por mutacdo ou por outro mecanismo, é frequente em
diversos tipos de tumor, jA que ela pode levar a inativacdo desses diferentes
mecanismos de supressao, simultaneamente (Luo et al., 1996b). Em lado oposto,
estdo as vias de sinalizagdo promotoras do tumor, e nestes circuitos a proteina Ras
desempenha papel central, promovendo proliferagcédo, sobrevivéncia celular, invasao
tecidual, alteracbes metabdlicas e angiogénese, diversas caracteristicas essenciais
para o desenvolvimento tumoral (Hanahan e Weinberg, 2011). O proto-oncogene
Ras atua normalmente na fisiologia celular, entretanto, mutacoes ativadoras de Ras
sdao comuns em 30% dos tumores humanos (Calvo et al., 2010). Diferentes
proteinas compdem as vias de sinalizagcdo 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
proteinas mediadoras e as vias que sao capazes de desencadear importantes alvos

de estudo.
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Figura 1.4. Rede de sinalizacdo intracelular regulando diferentes circuitos celulares. Alguns dos
oncogenes e genes supressores de tumor mais conhecidos sdo mostrados, estes sdo capazes de
operar diversas vias de sinalizacdo em células normais, no entanto, essas vias podem ser
reprogramadas em células tumorais para regular diferentes capacidades adquiridas por esta célula.
Esta representacdo € simplista e mostra diferentes vias de sinalizacdo e os circuitos que estas

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

1.3.1 Via de Ras-Raf-MEK-ERK

A via de sinalizacédo celular encontrada, com maior frequéncia, hiperativada
em diferentes tipos de tumores é a via de Ras-Raf-MEK-ERK e esta relacionada,
principalmente, com o aumento da proliferacdo e sobrevivéncia 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

trés proteinas quinases que participam da transducdo de sinais através da
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fosforilacdo de proteinas: uma quinase de quinase de MAPK (MAPKKK), uma
quinase de MAPK (MAPKK) e uma MAPK (Roberts e Der, 2007). A ativacao de Ras
leva ao recrutamento de Raf (c-Raf-1, A-Raf e B-Raf) e induz a sua dimerizacéo e
ativacdo (Samatar e Poulikakos, 2014). Uma vez ativada, Raf fosforila e ativa as
proteinas MEK1 e MEK2, que por sua vez, fosforilam e ativam ERK1 e ERK2. As
proteinas ERK1-2 ativadas fosforilam e regulam a atividade de uma série de
substratos, que sdo estimados em mais de cento e sessenta proteinas (Roberts e
Der, 2007). ERK ativada pode translocar para o ndcleo, aonde é capaz de fosforilar
e ativar diversos fatores de transcrigdo, tais como proteinas da familia Ets, Fos, Jun
e Myc, culminando em alteracbes da expressdo génica que levardo ao
desencadeamento de circuitos relacionados a progressdo do ciclo celular,
diferenciacéo, sintese de proteinas e evasao da morte celular (Hanahan e Weinberg,
2000; Roberts e Der, 2007).

A via de Ras-Raf-MEK-ERK funciona abaixo do fluxo de sinalizagédo de
receptores tirosina-quinase de superficie, tais como EGFR e HER2. A
superexpressao de EGFR e HER2 ocorre com frequéncia em tumores de mama e
esta associada a um pior prognéstico (Alvarez et al., 2010). J& os genes da familia
Ras (N-Ras, K-Ras e H-Ras) sdo encontrados ativados por mutagbes em 30% de
todos os tipos de cancer, sendo que este percentual pode ser maior em
determinados tumores, como o de pancreas (90%), célon (50%) e tireoide (50%)
(Roberts e Der, 2007). Além disso, a hiperativacdo ou superexpressdo de
mediadores abaixo do fluxo de sinalizacdo de Ras ou EGFR também é suficiente
para promover a ativagdo da via de Ras-Raf-MEK-ERK. H& evidéncias substanciais
de que Raf e MEK também promovem crescimento tumoral e auxiliam na progressao
do cancer (Shields et al., 2000). Mutacdes no gene B-Raf sdo encontradas em 70%

dos melanomas e 20% dos tumores de coélon, além do mais, ocorréncias de
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mutacdes ndo sobrepostas em Ras e Raf ja& foram descritas em melanoma,
carcinoma de colon, cancer de tireoide, de ovéario e de pulméo (Roberts e Der,
2007). Em conjunto, esses estudos indicam que esta via de sinalizacdo desempenha
papel fundamental no desenvolvimento tumoral.

Devido a sua grande importancia, diversas terapias anticancer que definem
como alvos terapéuticos, componentes da via de Ras-Raf-MEK-ERK, ja foram e
ainda sdo desenvolvidas. A sinalizagcdo do receptor tirosina-quinase EGFR é,
comumente, encontrada em varios tumores e pode desencadear ndo somente a via
de Ras-Raf-MEK-ERK como também a via de sobrevivéncia celular PI3K-Akt
(Roberts e Der, 2007). Entre as estratégias ja desenvolvidas com sucesso para inibir
a sinalizacdo de EGFR estédo a utilizagdo de anticorpos monoclonais que se ligam
diretamente ao dominio extracelular do EGFR e de pequenas moléculas inibidoras
de tirosina-quinase. O primeiro anticorpo monoclonal contra EGFR a ser aprovado
para uso clinico foi o cetuximab, que é utilizado, principalmente, para o tratamento
de carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco e cancer colorretal
metastatico (Roberts e Der, 2007). Outro conhecido antagonista da sinalizacdo de
EGFR, também utilizado para fins terapéuticos, € o erlotinib, um inibidor de tirosina-
quinase, usado no tratamento de céncer de pulmédo de n&o-pequenas células e
cancer de pancreas metastatico (Roberts e Der, 2007).

O oncogene Ras, importante componente de diferentes vias de sinalizacao,
também é alvo de estudos para o desenvolvimento de inibidores especificos. As
principais estratégias utilizadas para a criagdo de inibidores de Ras sdo o
impedimento do seu ancoramento a membrana plasmatica mediante a inibicdo de
determinadas modificagfes pos-traducionais, e a inibicdo da troca de GDP por GTP,

gue sao essenciais para que Ras funcione adequadamente (Roberts e Der, 2007,

Samatar e Poulikakos, 2014). Entretanto, grande parte dos inibidores de Ras ja
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desenvolvidos ndo é eficaz no combate a transformacdo celular causada por Ras
(Roberts e Der, 2007; Samatar e Poulikakos, 2014). Apesar dos esforgos realizados
para desenvolver drogas anti-Ras, ainda existe um caminho a ser percorrido até
chegar ao uso clinico destas drogas no tratamento contra o cancer.

Muitos esfor¢cos também tém sido realizados com o propésito 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 avancado e
carcinoma hepatocelular (Montagut e Settleman, 2009; Santarpia et al., 2012).
Entretanto, alguns testes clinicos falharam em fornecer evidéncias de que a inibigdo
de Raf possui valor clinico, apesar da sua contribuicdo no processo de tumorigénese
(Santarpia et al.,, 2012). Vale ressaltar que sorafenib ja foi descrito por inibir
receptores tirosina-quinase, tais como VEGFR-2, VEGFR-3 e PDGFR-B (Montagut e
Settleman, 2009; Santarpia et al., 2012). Portanto, € possivel que a boa resposta ao
tratamento com sorafenib de pacientes com carcinoma de células renais e a
auséncia de resposta em pacientes com outros tumores dependentes da sinalizacéo
de Raf, se deve a importancia da angiogénese na progressao do carcinoma de
células renais (Montagut e Settleman, 2009). Outros dois inibidores de Raf ja
desenvolvidos, o vemurafenib e o dabrafenib, causaram grande impacto na melhora
da resposta clinica de pacientes com melanoma que possuem as mutacdes V600E
ou V600K em B-Raf (Samatar e Poulikakos, 2014). No entanto, alguns estudos
demonstraram que, a0 mesmo tempo em que essas moléculas inibem de forma
eficaz B-Raf mutado, elas levam a ativacdo de B-Raf selvagem em baixas

concentragdes, 0 que acarretou no aparecimento de outro tumor primario em alguns
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pacientes (Samatar e Poulikakos, 2014). Além de inibidores de Raf, moléculas
inibidoras de MEK ja foram desenvolvidas, no entanto, apesar dos bons resultados
em ensaios pré-clinicos, estes inibidores ndo alcancaram os resultados esperados
quando utilizados em testes clinicos de fase Il (Santarpia et al., 2012).

Em conjunto, todos estes trabalhos demonstram que apesar dos avangos no
desenvolvimento de anticorpos e outras moléculas inibidoras da sinalizacdo de Ras-
Raf-MEK-ERK, ainda sao poucos os tipos de cancer que apresentam uma boa
resposta ao tratamento com estas moléculas. A existéncia de diversas vias
concomitantes a via de Ras-Raf-MEK-ERK em células tumorais, a ocorréncia de
mutacdes ativadoras em mais de um mediador de sinalizacdo desta via, 0
surgimento de vias de sinalizacdo alternativas mediante a inibicdo da via de Ras-
Raf-MEK-ERK e a toxicidade de varios inibidores desta via de sinalizagédo, devido a
sua importancia em células ndo cancerosas, tornam muito mais complexo o
desenvolvimento de terapias anticancer que tenham como alvo, mediadores de

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

1.3.2 NFAT e céancer

Um dos primeiros estudos implicando o NFAT no processo de tumorigénese
demonstrou que a expressdao da forma constitutivamente ativa do NFAT2/a
(CA-NFAT2/a) em fibroblastos induz a transformacédo celular e a formacdo de
colénias (Neal e Clipstone, 2003). Apesar de possuirem fun¢des redundantes, os
membros da familia NFAT também podem apresentar fun¢cdes opostas. Diversos
estudos ja demonstraram que outro membro da familia NFAT, o NFAT1, possui
atividade supressora de tumor. Como ja relatado aqui, os camundongos deficientes
para NFAT1 apresentam uma hiperproliferacdo de linfécitos e aumento dos 6rgaos

linfoides (Hodge et al., 1996; Xanthoudakis et al., 1996). Aléem destes fenotipos
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apresentados, ja foi descrito que estes camundongos possuem uma maior
propensdo a desenvolver tumores de cartilagem em comparagdo a camundongos
selvagens (Ranger et al., 2000). Corroborando estes dados, foi demonstrado que o
NFAT1 é capaz de inibir a expressdo de CDK4 e ciclina A2, implicando este membro
da familia NFAT na regulacdo do ciclo celular e proliferacdo (Baksh et al., 2002;
Caetano et al., 2002; Carvalho et al., 2007). Em outro estudo, foi demonstrado, em
um mesmo modelo, que membros da familia NFAT exercem papéis antagbnicos no
processo de tumorigénese, onde o NFAT1 age como um supressor de tumor e o
NFAT2/a. age como um oncogene (Robbs et al., 2008). A expressdo do CA-NFAT1
em fibroblastos induz o arresto do ciclo celular e a apoptose, e inibe a transformacéo
celular, enquanto que o CA-NFAT2/a induz a transformacdo e o crescimento de
tumores em camundongos Nude (Robbs et al., 2008). Corroborando estes dados, foi
demonstrado que camundongos deficientes para NFAT1 sdo mais susceptiveis a
carcinogénese quimica em comparag¢do a camundongos selvagens, reafirmando a
funcdo supressora de tumor do NFAT1 (Robbs et al., 2008).

As proteinas NFAT estdo presentes em diversos tipos de malignidades
(Medyouf e Ghysdael, 2008). A proteina NFAT2 esta localizada no nucleo 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 pancreatico (Marafioti
et al., 2005; Buchholz et al., 2006). Corroborando o papel oncogénico do NFAT2, foi
demonstrado que a proliferacdo e o crescimento independente de ancoragem de
células tumorais do pancreas sdo dependentes da expressdo de NFAT2 e da
atividade de calcineurina (Buchholz et al., 2006). Além disso, foi demonstrado que a
inibicdo da atividade de calcineurina é capaz de reverter a proliferacdo 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 esta, diretamente, relacionada ao aumento da proliferagdo celular em
tumores de prostata (Lehen'kyi et al., 2007). Esses dados demonstram a importancia
das proteinas NFAT na regulacdo do ciclo celular e da apoptose durante o processo
de tumorigénese.

A familia NFAT também esté implicada em outros eventos determinantes para
o desenvolvimento tumoral, como a angiogénese 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 angiogénese e
organizacdo da vasculatura durante o desenvolvimento (Graef et al., 2001).
Portanto, ndo € surpreendente que a via de NFAT/calcineurina também atue sobre a
angiogénese tumoral. A sinalizacdo do fator de crescimento do endotélio vascular A
(VEGFA) é capaz de induzir a ativacdo de PLCy, levando ao aumento do célcio
intracelular e a ativacdo de calcineurina e, consequente, translocacéo nuclear do
NFAT (Ferrara et al., 2003). Por sua vez, o NFAT leva a transativacao de genes
essenciais para a angiogénese, como COX2, resultando na sintese de
prostaglandina E2 (PGE2), um importante mediador da migracdo de células
endoteliais e da formacéo de vasos (Hernandez et al., 2001). A expressao de COX2
induzida por NFAT também desempenha um papel importante na migracdo e
invasdo de células tumorais de mama (Yiu e Toker, 2006). Corroborando este
trabalho, outros estudos que ja demonstraram a importancia 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 manutencdo do cancer. As proteinas NFAT
também agem nas células desse microambiente influenciando o desenvolvimento

tumoral. Células de adenocarcinoma bronquial quando injetadas nos pulmdes de
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camundongos NFAT1-/- proliferam mais e sofrem menos necrose, comparadas as
mesmas células injetadas nos pulmdes de camundongos selvagens (Maxeiner et al.,
2009). Aparentemente, devido a uma menor producéo de IL-2 e TNF-a por células T
CD8 e a um aumento do numero de células T regulatoérias isoladas dos pulmdes dos
camundongos NFAT1-/- (Maxeiner et al., 2009). Por outro lado, outro estudo
demonstrou que camundongos deficientes para NFAT1 tem menor susceptibilidade
em desenvolver metastases pulmonares em um modelo murino de melanoma
(Werneck et al., 2011). Células de melanoma B16F10, conhecidas pela sua
capacidade de fazer metastases pulmonares, formam menos colénias nos pulmdes
de camundongos NFAT1-/- em comparacao a camundongos selvagens (Werneck et
al., 2011). No entanto, neste estudo foi mostrado que a menor susceptibilidade dos
camundongos NFAT1-/- ndo estava relacionada a resposta imune antitumoral por
parte das células derivadas da medula o6ssea (Werneck et al., 2011). Mais
recentemente, Minami e colaboradores apresentaram resultados semelhantes
utilizando o mesmo modelo de metastase pulmonar. Neste trabalho, foi demonstrado
que camundongos deficientes para DSCR1, um inibidor da fosfatase calcineurina,
apresentam maior numero de metastases pulmonares em comparacdo a
camundongos selvagens (Minami et al., 2013b). Neste caso, o0 aumento do numero
de metastases ocorreu devido a maior expressao de angiopoietina-2 (ANG-2) no
endotélio pulmonar dos camundongos DSCR1-/- (Minami et al., 2013b). Em outro
estudo, foi demonstrado que os camundongos NFAT1-/- sGo menos susceptiveis a
desenvolver cancer de célon, devido a uma reducdo da inflamacéo na regido do
célon (Gerlach et al., 2012). Em conjunto, estes estudos demonstram a relevancia
do NFAT ndo somente como componente intrinseco da célula tumoral, mas também

como componente do microambiente tumoral.
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Muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de elucidar as fun¢des dos
diferentes membros da familia NFAT no cancer. As proteinas NFAT1 e NFAT2 séo
os membros da familia NFAT mais estudados. Varios 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
ja demonstraram que o NFAT1 também pode agir como um oncogene. O NFAT1 é
capaz de induzir a expressdo de MDM2, um dos principais reguladores negativos de
p53 (Zhang et al., 2012). Além disso, no mesmo trabalho foi demonstrado que a
superexpressao de NFAT1 aumenta a resisténcia de linhagens tumorais de mama
ao tratamento com etoposideo (Zhang et al., 2012). Em outro trabalho, o NFAT1 foi
descrito por inibir a transcricdo do gene supressor de tumor p15™NK4 ao induzir
formacdo de heterocromatina na regido promotora deste gene (Baumgart et al.,
2012). Em conjunto, estes trabalhos demonstram uma dualidade do NFAT1 na
regulacdo da tumorigénese, podendo tanto promover o crescimento tumoral como
também restringi-lo.

Apesar de alguns trabalhos demonstrarem papéis oncogénicos para o0
NFAT1, os fendtipos dos camundongos deficientes para NFAT1 indicam fortemente
uma funcado supressora de tumor para o0 NFAT1. Além do mais, o NFATL1 é capaz de
inibir a transcricdo de genes envolvidos na progressdo do ciclo celular, como
também é capaz de induzir a expressao de genes indutores de apoptose. Nosso
grupo, ja demonstrou que a expressao da forma constitutivamente ativa do NFAT1
(CA-NFAT1) é capaz de suprimir a transformacéo celular induzida pelo oncogene H-
RasV12, através da ativacdo do mecanismo de apoptose (Robbs et al., 2008).
Interessantemente, o CA-NFAT1 induz apoptose em cooperacdo com 0 proprio
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
ja demonstraram que a inibicdo da via de NFAT/calcineurina em queratindcitos
humanos expressando H-RasV12 leva a formacdo de tumores, indicando que esta
via pode ter uma importante funcdo de supressao tumoral (Wu et al., 2010). Em
conjunto, estes dados sugerem que o NFAT1 pode suprimir a formagao de tumores,

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

1.4 Terapia Génica

Apesar do enorme conhecimento adquirido sobre a biologia tumoral nas
Gltimas décadas, o cancer foi a segunda maior causa de morte em 2013 no Brasil e
a Organizacdo Mundial de Saude projeta um crescimento de 45% para 0 ano de
2030 no numero de mortes ligadas ao cancer no mundo (Datasus, 2013; Who,
2015). O tratamento contra o cancer tem avancado bastante ao longo dos anos, mas
ele ainda é sustentado por trés pilares, relativamente, antigos: cirurgia, radioterapia
e quimioterapia (Weinberg, 2014). O tratamento cirdrgico se baseia na premissa de
que a resseccdo de tumores primarios ira diminuir drasticamente a ocorréncia de
metéstases. Ja a radioterapia comecou a ser desenvolvida no final do século 19 e é
aplicada de forma localizada minimizando a exposi¢do a radiagdo de areas do corpo
que ndo sejam o tumor, uma vez que a radiacdo também pode causar cancer
(Weinberg, 2014). Por ultimo, a quimioterapia comecou a ser desenvolvida durante a
Segunda Guerra Mundial, mediante a observacdo de que sobreviventes a um
acidente com gas mostarda apresentavam deplecdo da medula 6ssea e anemia. Em
seguida, na Universidade de Yale, pesquisadores demonstraram que doses
intravenosas de gas mostarda levavam a regressao temporaria de linfomas
(Weinberg, 2014). A partir de entdo, cresceu o interesse no desenvolvimento de

agentes quimioterapicos que levassem, preferencialmente, a morte de células
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neoplasicas em prol das células saudaveis. Atualmente, quimioterapicos com
diferentes métodos de acdo sdo utilizados na clinica, entre esses estdo agentes
alquilantes, antraciclinas, anélogos de nucleosideos e desestabilizadores de
microtubulos (Weinberg, 2014). Esses trés tratamentos também sdo, comumente,
combinados para obtencdo de uma melhor resposta terapéutica. A radio e a
guimioterapias séo classificadas em terapias adjuvantes, quando sucedem a cirurgia
de resseccao, ou neoadjuvantes quando antecedem a cirurgia visando a reducao do
tamanho do tumor para que seja possivel sua ressecc¢ao.

Apesar de serem antigos, os tratamentos citados acima foram bem
aprimorados ao longo do tempo e ainda sao utilizados por serem muito efetivos para
determinados tipos de céancer. No entanto, diante do fendmeno de resisténcia a
multiplas drogas, dos graves efeitos colaterais das terapias apresentadas e do fato
de que diversos tipos de tumores ainda permanecem incuraveis, novas formas de
terapia continuam a ser desenvolvidas. Nas Ultimas duas décadas, novos
tratamentos surgiram e tem sido utilizados para uma parcela de tumores que nao
responde bem aos tratamentos classicos, entre essas novas estratégias estdo a
imunoterapia, a terapia-alvo e a terapia génica. A imunoterapia se baseia na
utilizacdo de moduladores da resposta imune ou na modificacdo genética de células
do sistema imune para que o préprio sistema do paciente combata as células
tumorais. Ja a terapia-alvo tem como foco uso de anticorpos ou moléculas inibidoras
de proteinas-chave para as principais vias de sinalizacéo ativas em células tumorais.
Por sua vez, a terapia génica visa a melhora terapéutica através da insercdo 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 apds estudos

demonstrarem transferéncia de material genético entre bactérias (Avery et al., 1944).
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Os primeiros testes de terapia génica em humanos comecaram no final da década
de 1980 e no inicio da década de 1990. Primeiramente, linfécitos geneticamente
marcados foram infundidos em pacientes com melanoma metastatico para
demonstrar que um gene poderia ser inserido de forma segura em células de um
paciente (Rosenberg et al., 1990). Em 1990, comecaram 0s primeiros testes com
fins terapéuticos, onde duas criancas com imunodeficiéncia severa combinada por
deficiéncia da enzima adenosina deaminase (ADA) tiveram a expressao de ADA
restaurada em células T (Anderson, 1992). Em 2002, foram descritos 0s primeiros
casos de cura de uma doenca através da terapia génica. Cinco criancas, portadoras
de imunodeficiéncia combinada severa ligada ao cromossomo X, foram tratadas com
infusdo de células hematopoiéticas modificadas geneticamente ex vivo para
recuperar a expressao de yc (cadeia gama comum) (Hacein-Bey-Abina et al., 2002).
Entre as cinco criangas tratadas, quatro obtiveram sucesso terapéutico (Hacein-Bey-
Abina et al.,, 2002). No entanto, duas criangas tratadas acabaram desenvolvendo
leucemia induzida pelo tratamento, devido a uma mutagénese insercional no
oncogene LMO2 (Mccormack e Rabbitts, 2004). Este evento acabou causando uma
péssima repercussdo em torno dos estudos de terapia génica. Entretanto, desde
entdo, muito estudos trouxeram melhorias aos vetores utilizados na terapia génica,
demonstrando que a ocorréncia destes eventos adversos nao € comum.

Diversos vetores para entrega do gene ja foram desenvolvidos, até hoje.
Basicamente, esses vetores podem ser classificados em vetores ndo-virais e virais.
Entre os métodos nédo-virais mais comuns estdo a eletroporacao, injecdo de DNA
desnudo, lipossomos e transposons. Os vetores nao-virais de forma geral possuem
como principal vantagem o baixo custo da sua producdo, no entanto, a baixa
eficiéncia na entrega e a baixa expressdo do transgene sdo as suas principais

desvantagens. Por outro lado, avancos no desenvolvimento desses vetores
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ndo-virais ja tornaram possivel a obtencdo de eficiéncias de transfeccdo e de
expressdo similares aos vetores virais (Hackett et al., 2010; Murakami e Sunada,
2011). Por sua vez, os vetores virais mais utilizados compreendem os retrovirus,
adenovirus, virus adeno-associado e HSV (Herpes Simplex Virus) (Kantor et al.,
2014). Os vetores retrovirais, incluindo os lentivirus, sdo capazes de levar a uma alta
expressao do transgene ja que esses vetores integram 0 genoma viral ao genoma
da célula-alvo. Entretanto, a integracdo do genoma retroviral constitui também uma
das suas principais desvantagens, jA que podem ocorrer mutagéneses insercionais
dependendo do local de integracdo no genoma da célula-alvo. Em relacdo aos
vetores adenovirais, 0 custo mais acessivel para produgdo em larga escala, dentre
0S vetores virais citados, € uma das suas principais vantagens, e assim como a
capacidade de induzir uma rapida e alta expressdo do transgene sem que seja
necessario integrar o genoma viral ao genoma hospedeiro. Ja o0s virus adeno-
associado ndo sao patogénicos e possuem como principal vantagem a expressao
duradoura do transgene. Por ultimo, os virus Herpex Simplex também séo capazes
de manter uma expressao prolongada e possuem neurotropismo. A principal
desvantagem dos vetores virais aqui citados € a sua imunogenicidade. Desses
exemplos, os mais utilizados em terapia génica contra o cancer sdo 0s adenovirus e
0S retrovirus.

O céancer é caracterizado como uma doengca ocasionada por diversas
alteragbes genéticas, devido a este fato, se tornou foco da maioria dos atuais
estudos de terapia génica. Esses estudos envolvem diferentes abordagens. Uma
das primeiras abordagens a ser desenvolvida foi a restauracdo da expressao de
genes supressores de tumor em células cancerosas. Vetores adenovirais carreando
0 gene supressor de tumor p53 foram a primeira terapia génica aprovada para

comercializacdo. Atualmente, estes adenovirus recombinantes expressando p53
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estdo registrados sob o nome Gendicine® na China e sdo, comumente, utilizados
em combinacdo com radioterapia para tratar pacientes com cancer de cabeca e
pescoco (Lane et al.,, 2010). Por outro lado, a sua contraparte norte-americana,
Advexin, nao foi aprovada para uso pela agéncia reguladora FDA (Food and Drug
Administration) no ano de 2008, apesar de ter obtido bons resultados em teste
clinicos (Lane et al., 2010). Aléem de p53, o gene PTEN, outro conhecido supressor
de tumor, também é utilizado em estudos de terapia génica. A restauracdo da
expressdo de PTEN, através de adenovirus recombinante, combinada com o
tratamento quimioterapico com cisplatina induz apoptose e arresto do ciclo celular
em células tumorais de pulmdo in vitro e in vivo (Luo et al., 1996b). Neste estudo, foi
demonstrado que o efeito da combinacdo entre o tratamento com adenovirus
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
restauracdo de um gene supressor de tumor pode trazer melhorias aos atuais
tratamentos antitumorais e alternativas terapéuticas para alguns pacientes.

Além da restauracdo da expressdo de genes supressores de tumor, outra
estratégia para terapia génica em céancer € a utilizacdo de vetores adenovirais
oncoliticos que sao capazes de infectar, especificamente, células tumorais e replicar
até causar a lise das mesmas. Normalmente, os vetores virais utilizados em terapia
génica sao incapazes de se replicar na célula-alvo, uma vez que esta replicacédo
poderia resultar em uma infec¢do. No entanto, quando se trata de virus oncoliticos o
efeito desejado é, exatamente, a sua replicacdo desde que estes virus sejam
capazes de se replicar somente nas células desejadas. Dentro desta estratégia, um
dos primeiros virus oncoliticos a ser desenvolvido, foi nomeado de ONYX-015, e era
capaz de replicar somente em células que possuiam p53 inativo (Bischoff et al.,

1996). No entanto, bons resultados em testes clinicos utilizando ONYX-015 s6 foram
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alcancados em combinacdo com tratamentos quimioterapicos (Zhang et al., 2003;
Lane et al., 2010). Devido a isso, adenovirus oncoliticos que também levem ao
aumento da expressao de um determinado gene foram desenvolvidos (Zhang et al.,
2003). Mais recentemente, foi demonstrado que adenovirus oncoliticos expressando
TRAIL induzem apoptose e reduzem a viabilidade da linhagem de tumor de pulméo
A549 em modelos in vitro e in vivo (Yang et al., 2015). Outros virus oncoliticos com
diferentes seletividades para célula tumoral e melhor capacidade de lisa-las ja foram
desenvolvidos. Em 2008, foi demonstrado que adenovirus oncoliticos capazes de
replicar somente em células com receptor de estrogeno ativo (AdEHEZ2F)
apresentam maior citotoxicidade do que os adenovirus ONYX-015 em diferentes
linhagens tumorais de mama (Bazan-Peregrino et al., 2008).

Algumas das outras abordagens da terapia génica contra o cancer que estao
em desenvolvimento, envolvem a combinagcdo com a imunoterapia. Como a
modificacdo genética de células T do proprio 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 génica também pode ser usada para levar a um
aumento da expressdo de citocinas especificas em conjunto com a transferéncia
adotiva de linfécitos infiltrantes do tumor ou ainda para induzir a expressdo de um
antigeno tumoral em células apresentadoras de antigeno (Khammari et al., 2015; Xie
et al., 2015). Em conjunto, todas essas diferentes estratégias demonstram a
amplitude das possiveis aplicagdes da terapia génica para o tratamento de cancer.

No presente projeto, temos como um dos objetivos avaliar se a introducdo do
gene CA-NFAT1 através de vetores virais em células tumorais € capaz de induzi-las
a morte celular. O vetor viral a ser utilizado aqui serd o adenovirus do sorotipo 5,

devido as vantagens ja mencionadas envolvendo a utilizacdo desse vetor e a sua
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capacidade de infectar células quiescentes e nao-quiescentes. Além disso, como
discutido no texto, anteriormente, o gene NFAT1 regula positivamente a expressao
de diversos genes indutores de apoptose e inibe genes essenciais para progressao
do ciclo celular. Junto a isso, pretendemos utilizar a forma constitutivamente ativa do
NFAT1 ja que ela ndo necessita da ativacdo da fosfatase calcineurina pela célula
tumoral, facilitando a acdo 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 supressdo tumoral presente
em metazoarios. A via de sinalizacdo de Ras-Raf-MEK-ERK tem grande importancia
no surgimento e manutencdo do tumor e suas proteinas mediadoras sdo alvo de
estudo para diversas terapias. No entanto, grande parte das drogas desenvolvidas
para inibir essas proteinas sao altamente toxicas e muitas vezes ineficazes devido a
existéncia de mdltiplas vias de sinalizacdo redundantes em células tumorais.
Portanto, nossa hipotese € de que o CA-NFAT1 pode induzir apoptose em células

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

2.1 Objetivo Principal

Avaliar o papel do dominio de transativacdo C-terminal (TAD-C) na morte

celular induzida pelo CA-NFAT1 e avaliar se o0 CA-NFAT1 pode ser aplicado na

terapia génica para o tratamento de tumores.

2.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar a morte celular induzida por CA-NFAT1.

- Mapear as regides do dominio de transativacdo C-terminal (TAD-C) que séao

essenciais para a morte celular induzida pelo CA-NFATL1.

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

tumorais.

- Avaliar a expressao de genes relacionados a apoptose em linhagens tumorais

expressando CA-NFATL1.
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3. MATERIAIS E METODOS

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), NaHCOs (40 mM), NaH2PO4 (1
mM), piruvato de sédio (1 mM), solucdo de vitaminas MEM 1x, solucdo de
aminoacidos MEM essenciais e nado-essenciais 1x, L-glutamina (2 mM), [-
mercaptoetanol (55 uM), 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 pressao do antibiético de selecdo (7,5 pug/ml de Puromicina) com o
intuito de preservar a expressao do gene H-RasV12. As culturas de células das
linhagens 4T1, HCT116 e LoVo foram mantidas em meio RPMI 1640, suplementado
com piruvato de sodio (1 mM), L-glutamina (2 mM), B-mercaptoetanol (55 uM),
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
pituitario bovino (30 ng/mL), 1% de soro fetal bovino, holotransferrina (50 pg/mL),
fator de crescimento epidermal humano (10 ng/mL), hidrocortisona (0,5 pg/mL),
insulina (5 pg/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 COa.

3.2 Construcdo dos plasmideos
O vetor retroviral utilizado para expressar CA-NFAT1, CA-NFAT2, a quimera
CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1 e cada uma das constru¢des baseadas no CA-NFAT1 foi

0 pLIRES-EGFP, derivado do virus 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 expressao do gene de interesse e do gene repérter EGFP (Enhanced Green
Fluorescent Protein) em um mMRNA bicistronico. Os plasmideos pLIRES-EGFP,
PLIRES-EGFP-CA-NFAT1, pLIRES-EGFP-CA-NFAT1A699-927 (pLIRES-EGFP-CA-
NFAT1AC) e pLIRES-EGFP-CA-NFAT2/a ja foram previamente descritos (Teixeira
et al., 2005; Robbs et al., 2008). Para clonar as construgdes CA-NFAT1A759-927,
CA-NFAT1A819-927 e CA-NFAT1A889-927 no vetor retroviral pLIRES-EGFP, nos
amplificamos por¢cdes do CA-NFAT1 por PCR (até os aminoacidos 758, 818 e 888,
respectivamente) utilizando um primer antissenso adaptado com um sitio de
restricdo para EcoRV. Estes produtos de PCR foram clivados com Xhol e EcoRV e
inseridos no pLIRES-EGFP-CA-NFAT1 entre os sitios de Xhol e Nrul. Estas
construcbes foram feitas utilizando o pLIRES-EGFP-CA-NFAT1 como arcabouco
para manter o sinal de localizacdo nuclear do antigeno T do SV40 localizado no C-
terminal. As construcbes CA-NFAT1A699-758, CA-NFAT1A699-818, CA-
NFAT1A699-888 e CA-NFAT1A735-850 foram construidas inserindo um sitio de
Hpal dentro do CA-NFAT1 em dois pontos de interesse, correspondente as posi¢des
dos aminoacidos indicados nos seus nomes, utilizando o sistema de Mutagénese
Sitio-Dirigida GeneTailor (Invitrogen, Waltham, MA). Em seguida, o CA-NFAT1
mutado foi clivado com Hpal e ligado, removendo assim os residuos de aminoacidos
localizados entre os sitios de Hpal. Para construir os plasmideos pLIRES-EGFP-CA-
NFAT1DD699-850 e PLIRES-EGFP-CA-NFAT1DD699-735, inserimos,
primeiramente, um sitio de restricdo de Agel no CA-NFAT1 logo apos o seu DBD,
utilizando o sistema de Mutagénese Sitio-Dirigida GeneTailor (Invitrogen),
construindo o vetor pLIRES-EGFP-CA-NFAT1mutAgel. A seguir, nés amplificamos
por PCR as regides do NFAT1 TAD-C de interesse utilizando primers senso e

antissenso adaptados com sitios de restricdo para as enzimas Agel e EcoRV,
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respectivamente. Os produtos de PCR foram clivados com Agel e EcoRV e inseridos
no vetor pLIRES-EGFP-CA-NFAT1mutAgel entre os sitios de Agel e Nrul. A quimera
CA-NFAT2-TAD-C-CA-NFAT1 foi construida 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 sitio de Xhol e clonado no
vetor pLIRES-EGFP, construindo pLIRES-EGFP-NFAT1-TAD-C. Em seguida, o
cDNA do CA-NFAT?2 foi amplificado por PCR até o fim do seu DBD utilizando como
molde o pLIRES-EGFP-CA-NFAT2/a € um primer antissenso adaptado com um sitio
de Xhol 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 adenovirus sorotipo 5 (He et al., 1998). Para
clonar o cDNA do CA-NFAT1 neste vetor adenoviral, € necessario, primeiramente,
clonar o seu transgene no vetor pAdTRACK-CMV, este vetor possui dos promotores
CMV, cada um regulando o gene de interesse e o0 gene repoérter 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 sitios de EcCORV e
Sall, respectivamente. Em seguida, este produto de PCR foi clivado com as enzimas
de restricdo EcoRV e Sall, e subclonado no vetor pAdTRACK-CMV entre os sitios
Bglll (tratado com a enzima Klenow) e Sall, 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 recombinacao
entre o0 vetor pAdEasy-1 e o PpAdTRACK-CMV-CA-NFAT1, seguindo as
recomendac¢des do protocolo cedido pelo Dr. Bert Vogelstein disponivel no website

www.addgene.org. A partir desta recombinacao, foi gerado o pAdCA-NFATL, o vetor

adenoviral carreando o transgene do CA-NFAT1. O mesmo procedimento de

42



recombinacéo foi feito para recombinar o pAdTRACK-CMV e o pAdEasy-1 e gerar o
vetor adenoviral carreando somente o gene reporter EGFP (pAJEGFP).

Todas as construgcdes aqui descritas foram confirmadas por mapeamento de
sitio de restricdo e sequenciamento. Todas as sequéncias de primers estédo

disponiveis mediante solicitacao.

3.3 Producéo de retrovirus recombinantes e transducéo de células alvo

A linhagem celular EcoPack2 B2 ecotrépica, um clone selecionado a partir de
células da linhagem Ecopack2 (BD-Biosciences, San Jose, CA), foi utilizada como
célula empacotadora dos retrovirus. As células foram transfectadas com o
plasmideo retroviral de forma transiente por fosfato de calcio, segundo o protocolo
descrito abaixo.
Dia 1: As células EcoPack2 B2 foram cultivadas em placas de Petri de 10cm de
diametro contendo 10ml de meio de cultura (4x108 células/placa).
Dia 2: As células EcoPack2 B2 foram transfectadas com o DNA do plasmideo
retroviral purificado por coluna de Maxi-Prep (Qiagen, West Sussex, Reino Unido). O
DNA plasmidial foi precipitado misturando-se: 20ug de DNA; 250ul de salina
tamponada com HEPES 2x (HBS2x - 280mM NaCl; 10mM KCI; 1,5mM Na2HPO4;
12mM dextrose; 50mM HEPES; pH 7,1); e 50ul de CaClz 2,5M; em um volume final
de 500ul. A seguir, a mistura foi feita avidamente por borbulhamento e incubada em
temperatura ambiente por 30 minutos. Apds esse tempo, o precipitado (500ul) foi
adicionado as 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 pogos (2,5x10%
células/pocgo).

Dia 4: O sobrenadante das células empacotadoras contendo o virus foi recolhido;
centrifugado por 5 minutos a 500G para retirada de eventuais células soltas e
fragmentos celulares. O sobrenadante contendo as particulas virais foi
suplementado com 8ug/ml de polibreno (Fluka Chemie, Buchs, Suiga). Em seguida,
0 sobrenadante foi adicionado em conjunto com meio DMEM novo (na proporgéao de
1:1) as células alvo, que foram entdo centrifugadas duas vezes a 400G por 45
minutos com intervalo de 90 minutos entre as centrifugacoes.

Dia 5: As células alvo (NIH3T3) foram soltas da placa por tripsinizagcdo e o
percentual de transducé&o analisado por citometria de fluxo, pelo percentual de

células EGFP positivas.

3.4 Producéo de adenovirus recombinantes e transducéo de células-alvo

A linhagem celular 293A (Life Technologies, Carlsbad, CA) foi utilizada como
célula produtora das particulas adenovirais. As células foram transfectadas com o
plasmideo adenoviral de forma transiente por fosfato de calcio, segundo o protocolo
descrito abaixo.
Dia 1: As células 293A foram cultivadas em placas de Petri de 10cm de diametro
contendo 10ml de meio de cultura (3,5x10° células/placa). O vetor adenoviral (20ug)
foi digerido com a enzima de restricao Pacl.
Dia 2: As células 293A foram transfectadas com o DNA do plasmideo adenoviral
purificado e clivado com enzima Pacl. O DNA plasmidial foi precipitado misturando-
se: 20ug de DNA; 250ul de HBS 2x; e 50ul de CaClz 2,5M; em um volume final de

500ul. A seguir, a mistura foi feita avidamente por borbulhamento e incubada em
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temperatura ambiente por 30 minutos. Apds esse tempo, o precipitado (500ul) foi
adicionado as 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 diametro
contendo 10ml de meio de cultura (3,5x10° células/placa).

Dia 10: As células 293A do "dia 1" foram soltas da placa com auxilio de um pequeno
rodo de borracha. Em seguida, estas células foram submetidas a uma centrifugacao
por 5 minutos a 500G e ressuspendidas em 4ml de meio de cultura sem soro. Entéo,
esta suspensdo de células foi submetida a quatro ciclos de choque térmico para
promover a lise da membrana plasmatica e consequente liberacdo das particulas
adenovirais. Cada ciclo de choque térmico consiste em um resfriamento em
nitrogénio liquido por 1 minuto, seguido por um aguecimento em banho-maria a
37°C até o preparado viral derreter e, por fim, este mesmo preparado é agitado
vigorosamente (vortex). Ap6s 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 producé&o de particulas adenovirais.

Dia 13: As células 293A do "dia 9" foram soltas da placa com auxilio de um pequeno
rodo de borracha. Em seguida, estas células foram submetidas a uma centrifugacao
por 5 minutos a 500G e ressuspendidas em 4ml de meio sem soro. Entdo, esta
suspensao de células foi submetida a quatro ciclos de choque térmico para
promover a lise da membrana plasmatica e consequente liberacdo das particulas
adenovirais. Apds a lise por choque térmico, as células foram centrifugadas por 5
minutos a 1500G e o sobrenadante recolhido. Este sobrenadante recolhido contém

as particulas adenovirais. A suspensao de particulas adenovirais pode ser utilizada
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imediatamente para infecgdo de células alvo, bastando adicionar ao meio de cultura
da célula alvo, ou conservada a -20°C para posterior utilizacao.

Para producdo de um alto titulo adenoviral, 6,5 x 10° células 293A foram
cultivadas em uma garrafa de 150 cm?, em um total de 10 garrafas. Apés 24 horas
de cultivo, as células 293A foram infectadas com a particula adenoviral que se
deseja purificar (MOl 1-10), e apés mais 40 horas de cultivo, as células foram
recolhidas e o adenovirus purificado utilizando o Adeno-X Purification Kit (Clontech,
Mountain View, CA) seguindo as recomendacdes do fabricante.

Para realizagdo dos ensaios, as culturas das células-alvo foram transduzidas,
apos 24 horas de cultivo, ao adicionar as particulas adenovirais a cultura contendo
um volume de meio sem soro suficiente para cobrir o fundo da placa (40ul para
placa de 96 pocos; 200ul para placa de 24 pocos) e incubadas por 2 horas a 37°C.
Apods esse tempo, foi adicionado 5 vezes o volume de meio com soro as culturas.
Para transducéo das linhagens de NIH3T3 H-RasV12 e B16F10 com AdCANFATL1,
as particulas adenovirais foram pré-incubadas por 100 minutos com 6ug/ml e 1ug/ml

de poli-lisina D, respectivamente (Orlicky e Schaack, 2001).

3.5 Transfecc¢édo por cloreto de célcio

As células EcoPack2 B2 ou 293A foram cultivadas em placas de 6 pogos
contendo 2ml de meio de cultura (2x10° 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: 7ug de DNA; 100ul
de HBS2X; e 20ul de CaCl2 2,5M; em um volume final de 200pul. A seguir, a mistura
foi feita avidamente por borbulhamento e incubada em temperatura ambiente por 30
minutos. Apds esse tempo, o precipitado de DNA plasmidial (200pl) foi adicionado as

células empacotadoras.
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3.6 Ensaios de proliferacéo celular

Células NIH3T3 transduzidas com vetor vazio ou com vetores contendo 0s
cDNAs dos NFATs foram utilizadas para os ensaios de proliferacdo celular. As
células foram cultivadas em triplicata em placas de 96 pocos (8x102 células/poco).
Em diferentes tempos apoés a infeccao retroviral o estado de proliferacao foi avaliado
por incorporagdo 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 agua destilada, posteriormente o cristal violeta
incorporado foi ressolubilizado com metanol 100% por 5 minutos. A absorbancia da
placa foi acessada no comprimento de onda de 595nm em um espectrofotbmetro

(SpectraMax 190, Molecular Devices, Sunnyvale,CA).

3.7 Andlise de ciclo celular e contetdo de DNA Sub-GO

Células NIH3T3 transduzidas com vetor retroviral vazio ou com vetores
retrovirais expressando as constru¢cbes NFAT foram cultivadas em subconfluéncia
ou confluéncia (2,4x10* células/poco da placa de 6 pocos; 10° células/poco da placa
de 12 pocos) para analise do ciclo celular e do conteddo sub-GO, respectivamente.
Nos dias indicados, as células foram tripsinizadas e lavadas uma vez com PBS. A
seqguir, as células foram coradas com iodeto de propidio (75uM) na presenca do
detergente NP-40.

Para as analises de conteido de DNA sub-GO utilizando os vetores
adenovirais, 5 x 102 células NIH3T3 H-RasV12 foram cultivadas em placas de 96
pocos. As linhagens 4T1, B16F10, HME1l, MDA-MB-231, HCT116, LoVo foram
cultivadas em placas de 24 pocos, nas concentracdes de 104, 10% 7 x 104, 5 x 104,

10° e 10° células por poco, respectivamente. As culturas destas células foram
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marcadas com iodeto de propidio (75uM) na presenca do detergente NP-40 e
analisadas por citometria de fluxo no tempos indicados apés a adi¢cdo do adenovirus.

O contetdo de DNA foi determinado coletando 10.000 eventos para ciclo
celular e 15.000 para analise do contetdo de DNA sub-GO. As fases do ciclo celular
e a proporcdo de células com conteuddo de DNA sub-GO foram determinadas

utilizando o programa CELLQuest (BD Biosciences).

3.8 Andlise da formacgéo de nacleos picnoticos

Células NIH3T3 infectadas com os vetores retrovirais foram fixadas com 4%
de paraformaldeido em temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, as
células foram incubadas por 1 hora com tampdo de lavagem (PBS 1x; 0,5% de
NP40; 5% de SFB) para permeabilizacdo da membrana. Posteriormente, as células
foram incubadas com DAPI (300nM) por 1 minuto e visualizadas em um microscopio

de fluorescéncia Olympus BX60, as células representativas foram fotografadas.

3.9 Andlise de exposicéo de fosfatidilserina

Células NIH3T3 transduzidas com vetor vazio ou com 0s vetores contendo os
cDNAs dos NFAT foram cultivadas em confluéncia (10° células/poco da placa de 12
pocos). Apds 24 horas, as células foram tripsinizadas e lavadas com PBS e
marcadas com Anexina-V conjugada a APC e iodeto de propidio, segundo o

protocolo do fabricante (BD Biosciences), e analisadas por citometria de fluxo.

3.10 Andlise por Western Blot
Proteina total foi obtida a partir da lise celular de 4x10° células NIH3T3 ou de
3x10° células 293A em um tampdo contendo 40mM de Tris-Cl pH 7,5, 10mM de

EDTA, 60mM de pirofosfato de sddio e 5% de SDS. Em seguida, esse extrato de
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proteinas foi aquecido por 15 minutos a 100°C e separado por eletroforese em gel
de poliacrilamida SDS-PAGE 4-10%. Ap6s a eletroforese, as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose utilizando o sistema de transferéncia
Trans-Blot Semi-Dry electrophoretic transfer cell (BioRad, Hercules, CA) seguindo o
protocolo do fabricante. Posteriormente, a membrana foi bloqueada com salina
tampao 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 tampao por duas horas
com anticorpo primario (67.1, anticorpo policlonal anti-NFAT1 (Ho et al., 1994) —
reconhece a regido N-terminal do NFAT1; T2B1, anticorpo policlonal anti-NFAT1
(Wang et al.,, 1995) — reconhece a regidao 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-B-actina (Abcam)). Posteriormente, a membrana foi lavada 3 vezes com TBS-T
e incubada por uma hora com o anticorpo secundario conjugado a 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 recomendacdes do fabricante.

3.11 Imunolocalizagdo do NFAT

Células NIH3T3 transduzidas com vetores retrovirais foram fixadas com 4%
de paraformaldeido em temperatura ambiente por 15 minutos. A seguir, as células
foram permeabilizadas e sitios ndo especificos foram bloqueados com tampéao de
lavagem (PBS 1x; 0,5% de NP40; 5% de SFB) em diversas incubacbes 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 regidao N-terminal do NFAT1) em tampao de lavagem. Posteriormente,
as células foram lavadas com tampao 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 microscopio de

fluorescéncia Olympus BX60 e células representativas foram fotografadas.

3.12 Ensaios de Transativagéo

Células T Jurkat (2x10° células/600pl) foram eletroporadas (950uF, 250V) em
cubetas de 0,4cm (GenePulser Cuvette; BioRad) no eletroporador GenePulser Il
(BioRad). As células foram cotransfectadas com trés plasmideos diferentes em meio
sem SFB como descrito a seguir: (1) o plasmideo retroviral indicado (10ug), (2) o
plasmideo repérter pGL4.30 (2ug) (Promega, Madison, WI), e o plasmideo de
expressdo da Renilla (0,2ug) (pRL-TK, Promega) para normalizacdo. Apos 24 horas
da transfeccgéo, as células foram recolhidas e lisadas por 15 minutos em temperatura
ambiente com 50ul do reagente de lise (Dual-Luciferase Reporter Assay System,
Promega). O extrato resultante (20ul) foi adicionado a 30ul do substrato de luciferase
(Dual-Luciferase Reporter Assay System, Promega) e a atividade da luciferase foi
medida em um luminémetro de microplacas Veritas (Turner Biosystems). A seguir, a
reagdo de oxidacdo do substrato da luciferase foi interrompida para medigédo da
atividade de Renilla pela adicdo do seu substrato diluido no tampédo 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 andlise da expressado do genes TNF, TRAF1 e TNFSF10 (TRAIL), RNA
total foi extraido das linhagens celulares testadas utilizando o kit RNeasy (Qiagen). A
seguir, 1ug de RNA total purificado foi tratado com DNase | (Thermo Scientific,
Waltham, MA), seguindo as recomendacdes do fabricante. Apos esta etapa, 0 cDNA
foi sintetizado utilizando primers randémicos (Invitrogen) e o kit de RT-PCR ImProm-
Il (Promega) de acordo com as instru¢des do fabricante.

A reacédo de PCR em tempo real foi feita utilizando o SYBR® Green Master
Mix (Applied Biosystems) em combinacdo com os primers listados abaixo (Tabela
3.1), na concentracdo de 250nM, e 2ul de amostra resultante da reacéo de RT-PCR,
seguindo as instru¢des do fabricante.

Para andlise de expressao génica das células murinas, B16F10 e NIH3T3 H-
RasV12, a reacdo 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 reacgOes foram feitas utilizando os reagentes fornecidos pelo fabricante
e seguindo as suas recomendacdes. As analises de todos PCRs em tempo real

foram realizadas pelo método do 244,
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Tabela 3.1. Lista dos primers utilizados na rea¢cdo de PCR em tempo real.

Gene Primer Sequéncia
TNF Senso 5 CAG CCT CTT CTC CTT CCT GA 3'
H. Sapiens
Antissenso 5 AGA TGA TCT GAC TGC CTG GG 3'
Senso ' '
TRAF1 5' TCT ATA AGC CCA GGA AGC CGTC 3
H. Sapiens .
Antissenso 5 GCTTCC CTT GAA GGA GCAGC 3
TNFSF10 Senso 5 CTG CAG TCT CTC TGT GTG G 3
(TRAIL)
H. Sapiens Antissenso 5 TTG GGG TCC CAATAACTG TC 3'
TBP Senso 5' ACA ACA GCC TGC CAC CTT AC 3'
H. Sapiens Antissenso 5' GTT CTG AAT AGG CTG TGG GG 3'
Senso 5' CAA GCT GGA CGT TAA AGG GA 3'
PGK1
H. Sapiens )
Antissenso 5 CTT GGG ACA GCAGCC TTAAT 3'

52



4. RESULTADOS

4.1 A Expressao de CA-NFAT1 Induz Apoptose em Fibroblastos NIH3T3

Com o intuito de estudar o papel do dominio de transativacdo C-terminal
(TAD-C) do NFATL1 na inducdo de morte celular via NFAT1, nés utilizamos a forma
constitutivamente ativa da isoforma C do NFAT1 (CA-NFATL1), previamente descrita
(Okamura et al., 2000; Robbs et al., 2008). O CA-NFAT1 possui diversas mutagdes
de residuos de serina para alanina na NHR que previnem sua fosforilacdo e
consequente inativacdo (Figura 4.1A). A analise de expressdo demonstrou que 0
CA-NFAT1 é expresso em altos niveis, esta restrito ao nucleo e é capaz de
transativar um promotor responsivo a NFAT em um ensaio de gene reporter
luciferase (Figuras 4.1B, 4.1C e 4.1D), permitindo a analise dos fenoétipos induzidos
pela expressdo de CA-NFAT1 na auséncia de estimulos externos. A transducao
retroviral foi, primeiramente, utilizada para induzir a expressdao de CA-NFAT1 em
células NIH3T3. A linhagem NIH3T3 foi utilizada como modelo por ser uma linhagem
nao transformada e nao expressar nenhuma das variantes de NFAT1. Noés
confirmamos que mais de 80% das células eram, regularmente, transduzidas por
citometria de fluxo, avaliando a quantidade de células positivas para a proteina

repérter EGFP (dados ndo mostrados).
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Figura 4.1. A forma constitutivamente ativa do NFAT1 é expressa em altos niveis, esta
localizada especificamente no nlcleo e é capaz de transativar um promotor responsivo a
NFAT. (A) Representacdo esquematica da estrutura primaria 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 localizacdo nuclear (NLS) do antigeno
T do SV40. (B) Proteina total de 4x10° células NIH3T3 transduzidas com vetor vazio ou vetor
retroviral expressando CA-NFAT1 foi obtida para andlise do nivel expressdo de CA-NFAT1 por
Western Blot. (C) Analise da sublocalizagéo celular do CA-NFAT1 em células NIH3T3 por microscopia
de fluorescéncia. (D) Ensaio de transativacdo realizado em células Jurkat para avaliar a capacidade

de transativacdo do CA-NFAT1 em um promotor responsivo a NFAT.

O NFAT1 ja foi descrito por induzir a expressdo de diversos genes
proapoptoticos (Mccaffrey et al., 1994; Latinis et al., 1997; Youn et al.,, 2000).
Portanto, nés decidimos avaliar a presenca de caracteristicas de células apoptéticas
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 contetdo de DNA sub-GO, como indicativo de

fragmentacdo 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 conteudo de DNA sub-GO. Por outro lado, apés 48 horas de cultivo,
aproximadamente 30% das células expressando CA-NFAT1 possuiam contetdo de
DNA sub-GO (Figuras 4.2A e 4.2B), sugerindo que a expressédo de CA-NFAT1 induz
apoptose em células NIH3T3. Com o objetivo de melhor caracterizar o fenétipo
induzido pela expressdo de CA-NFAT1, nOs analisamos a formacdo de nucleos
picnoéticos, outro indicador de apoptose. Corroborando os resultados anteriores, nés
observamos formacdo de nucleo picnoticos nas células NIH3T3 expressando
CA-NFAT1, enquanto as células controle ndo apresentaram nucleos picnoticos
guando observadas por microscopia de fluorescéncia (Figura 4.2C). Além disso, a
expressdo de CA-NFAT1 nas células NIH3T3 resultou no aumento da exposi¢do de
fosfatidilserina, outra caracteristica classica de células apoptoticas (Figura 4.2D).
Aproximadamente 33% das células expressando CA-NFAT1 estavam positivas para
anexina-V e negativas para o marcador de permeabilizacdo, iodeto de propidio, apos
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 expressdo 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 propidio (PI) e analisadas por
citometria de fluxo. (A) Andlise de morte celular realizada ap6s 48 horas de cultivo. O percentual de
células em sub-GO esta indicado no grafico. (B) O grafico mostra a média do percentual de células
em sub-GO obtidos de trés experimentos independentes. (C) Analise de formacdo de nucleos
picnoticos por marcacdo com DAPIL. As células foram marcadas apds 48 horas de cultivo e
visualizadas por microscopia de fluorescéncia. (D) Analise da exposicdo de fosfatidilserina apés 24
horas de cultivo. As células foram marcadas com anexina-V e iodeto de propidio e analisadas por

citometria de fluxo.

4.2 A Retirada dos Residuos de Aminoacidos 699 a 850 do TAD-C do NFAT1
Abole a Apoptose Induzida pelo CA-NFAT1

Os dominios de transativacao das proteinas NFAT ndo sdo bem conservados
entre os membros desta familia de fatores de transcricdo (Rao et al., 1997). O
dominio de transativacdo C-terminal do NFAT1 (NFAT1 TAD-C) ja foi descrito por
ser responsavel por algumas das diferencas na regulacéo génica entre os diferentes
membros da familia NFAT (Youn et al., 2000; Kaminuma et al., 2008; Carneiro et al.,
2011). Nosso grupo ja demonstrou que a capacidade de induzir morte celular do

CA-NFAT1 é dependente do seu TAD-C (Robbs et al., 2008), no entanto, ndo se
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sabe quais amino&cidos do TAD-C séo, realmente, necessarios para inducdo de
apoptose via CA-NFAT1. Para melhor entender o papel do TAD-C na apoptose
induzida pelo NFAT1, n0s mapeamos os residuos de aminoacidos do TAD-C
necessarios pelo NFAT1 para induzir apoptose. Para este proposito, nés
construimos diversas proteinas CA-NFAT1 truncadas que ndo possuem diferentes
regides do NFAT1 TAD-C. As proteinas CA-NFAT1 truncadas foram nomeadas de
acordo com os residuos de aminoacidos removidos. Todas as proteinas CA-NFAT1
truncadas apresentaram niveis similares de expressédo e peso molecular esperado

(Figura 4.3).

Figura 4.3. Todas as proteinas CA-NFATL1 truncadas apresentam niveis de expresséo similares
e o peso molecular esperado. Proteina total de 4x105 células NIH3T3 transduzidas foi obtida para

analise do nivel expressdo de cada proteina CA-NFAT1 truncada por Western Blot.

Para avaliar a capacidade dessas proteinas CA-NFAT1 truncadas de
induzirem apoptose, nos realizamos a analise do conteido de DNA sub-GO das

células NIH3T3 expressando cada uma das construcdes. Primeiramente,
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observamos que a proteina CA-NFAT1A699-927, que nao possui o TAD-C, perdeu
completamente a capacidade de induzir apoptose, ao contrario da proteina
CA-NFAT1 completa, indicando que o NFAT1 TAD-C é essencial para inducédo de
apoptose pelo CA-NFAT1 no nosso modelo (Figura 4.4). Por outro lado, a proteina
CA-NFAT1A759-927 induziu apoptose, de forma similar ao CA-NFAT1, indicando
que os residuos de aminoacidos necessérios para inducdo de apoptose via
CA-NFAT1 estdo entre os aminoacidos 699 e 758 (Figura 4.4). Entretanto, a
proteina truncada CA-NFAT1A699-758, que ndo possui 0os aminoacidos 699 a 758,
ainda foi capaz de induzir apoptose, sugerindo a existéncia de mais de uma regiao
do NFAT1 TAD-C que pode desempenhar um papel na apoptose induzida pelo
CA-NFAT1 (Figura 4.4). Esta hipotese foi sustentada pelos fenétipos induzidos pelas
proteinas truncadas CA-NFAT1A699-850 e CA-NFAT1A699-818. A proteina
CA-NFAT1A699-850 ndo induziu apoptose quando expressa em células NIH3T3,
semelhante ao CA-NFAT1A699-927 (Figura 4.4). Em contraste, a proteina
CA-NFAT1A699-818 levou a um nivel moderado de morte celular quando
comparado ao CA-NFAT1 inteiro, indicando que os aminoacidos 819 a 850 também
desempenham um papel na apoptose induzida pelo CA-NFAT1 (Figura 4.4). Em
seguida, nés adicionamos 35 residuos de amino&cidos das posicdes 699 a 734 a
proteina truncada CA-NFAT1 A699-850, construindo assim a proteina CA-
NFAT1A735-850. Esta proteina truncada (CA-NFAT1A735-850) induziu altos niveis
de apoptose, de forma semelhante ao CA-NFATL1 inteiro (Figura 4.4). Em conjunto,
estes resultados demonstraram que a remocdo dos aminoacidos 699 a 850 previne
a inducdo de apoptose pelo CA-NFAT1 e sugerem que existem pelo menos dois
dominios dentro do NFAT1 TAD-C, entre os aminoacidos 699 a 734 e 819 a 850,

gue medeiam a apoptose induzida pelo CA-NFAT1.
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Figura 4.4. A remocao dos aminoacidos 699 a 850 do TAD-C do NFAT1 previne completamente
a inducao de apoptose pelo CA-NFATL1. Células NIH3T3 foram transduzidas com vetor vazio ou
retrovirus expressando CA-NFAT1 ou a proteina CA-NFAT1 truncada indicada. Células NIH3T3 foram
marcadas com iodeto de propidio (Pl) e analisadas por citometria de fluxo para morte celular. Analise
de morte celular realizada apds 48 horas de cultivo. O grafico mostra a média dos niveis de morte
celular obtido a partir de trés experimentos independentes. Este grafico foi normalizado considerando
o percentual de células em sub-GO induzidas pelo CA-NFAT1 para 100% de morte celular. O indice
de morte celular é a razao entre o percentual de células em sub-GO induzidas pelo vetor vazio ou a
construcdo CA-NFATL1 indicada e o percentual de células em sub-GO induzidas pelo CA-NFAT1
inteiro. Um esquema representando o CA-NFAT1 e cada uma das proteinas truncadas é mostrado na

figura.

Para nos certificarmos da importancia dos aminoacidos 699 a 850 no fenadtipo
induzido pelo CA-NFAT1, nés construimos mais duas proteinas truncadas, uma
contendo apenas o0s aminoacidos 699 a 735 (CA-NFAT1DD699-735),
correspondentes ao primeiro dominio descrito acima, no NFAT1 TAD-C, e a outra
contendo os aminoacidos 699 a 850 no NFAT1 TAD-C (CA-NFAT1DD699-850),
englobando os dois dominios descritos aqui. A seguir, avaliamos a capacidade de
induzir apoptose destas duas construcdes pela analise do conteudo de DNA sub-GO.
Quando expressas em ceélulas NIH3T3, ambas as proteinas truncadas,

CA-NFAT1DD699-735 e CA-NFAT1DD699-850, induziram apoptose de forma
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semelhante ao CA-NFATL1 (Figuras 4.5A e 4.5B). Logo depois, analisamos 0s niveis
de proliferacéo, por incorporagéo de cristal violeta, nas células NIH3T3 expressando
cada uma dessas proteinas. A expressdo de CA-NFAT1DD699-735 e CA-
NFAT1DD699-850 também levou a uma reducéo da proliferacdo, semelhantemente,
ao CA-NFAT1 (Figura 4.5C). Portanto, estes resultados reafirmam o papel critico dos
aminoacidos 699 a 850 na morte celular induzida pelo CA-NFAT1 e sugerem que
somente a presenca de um dos dominios mapeados aqui é suficiente para inducao

de apoptose pelo CA-NFATL.
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Figura 4.5. Os residuos de aminoacidos 699 a 735 sao suficientes para conferir ao CA-NFAT1 a
capacidade de induzir apoptose. Células NIH3T3 foram transduzidas com vetor vazio ou retrovirus
expressando CA-NFATL1 ou a proteina CA-NFATL1 truncada indicada. (A, B) Células NIH3T3 foram
marcadas com iodeto de propidio (PI) e analisadas por citometria de fluxo para morte celular apés 48
horas de cultivo. (A) O grafico mostra a média dos niveis de morte celular obtido a partir de trés
experimentos independentes. (B) Grafico representativo da analise de morte celular. O percentual de
células com conteddo de DNA sub-GO esta indicado. (C) Proliferacdo celular foi avaliada por
incorporacdo de cristal violeta. As células foram cultivadas em triplicata e analisadas por 120 horas. O

grafico mostrado é representativo de trés experimentos independentes.
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A seguir, nGs avaliamos a capacidade de induzir apoptose da forma nao
constitutivamente ativa do NFAT1 no nosso modelo. Mirando esse objetivo, células
NIH3T3 foram transduzidas com vetor controle ou com vetor retroviral expressando
NFAT1 ou NFAT1A699-850 e analisadas para presenca de células apoptéticas.
Primeiramente, confirmamos pelo ensaio de Western Blot que as proteinas NFAT1 e
NFAT1A699-850 eram expressas em niveis semelhantes e tinham o peso molecular
esperado (Figura 4.6A). Em seguida, na analise de morte celular, observamos que a
proteina NFAT1 selvagem nao foi capaz de induzir apoptose quando expressa em
fibroblastos NIH3T3 estimulados com PMA e ionomicina, ndo sendo possivel
analisar a importancia dos dominios aqui descritos na morte celular induzida pelo
NFAT1 selvagem (Figura 4.6B). Entretanto, nds ndo podemos descartar que o
NFAT1 selvagem também tenha a capacidade de induzir apoptose em células
NIH3T3, j& que o estimulo de PMA e ionomicina pode desencadear vias de
sinalizacdo de sobrevivéncia, 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 NFATL1 é necesséria para inducéo de apoptose em fibroblastos NIH3T3.
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Figura 4.6. O NFAT1 selvagem nao é capaz de induzir apoptose em células NIH3T3 mediante
estimulo. Células NIH3T3 foram transduzidas com vetor vazio ou retrovirus expressando NFAT1 ou
NFAT1A699-850. (A) Proteina total de 4x10°5 células NIH3T3 transduzidas foi obtida para analise do
nivel expressao de NFAT1 por Western Blot. (B) Ap6s 24 horas de transducgdo, as células foram
deixadas sem estimulo (Nao Estim.) ou foram estimuladas com PMA (20nM) e ionomicina (2uM).
ApOs 48 horas de estimulo, as células foram marcadas com iodeto de propidio (PI) e analisadas por
citometria de fluxo para morte celular. O percentual de células com contelido de DNA sub-GO esta

indicado na figura.

4.3 A Fusdo do NFAT1 TAD-C ao CA-NFAT2 |lhe Confere a Capacidade de
Induzir Apoptose

Os dominios de transativacdo do NFAT apresentam baixa conservacao de
sequéncia entre os membros da familia e podem conferir diferentes capacidades na
regulacdo da expressao génica. Esses dominios sdo, provavelmente, as principais
regibes responsaveis pelas divergéncias no controle da regulacdo génica entre as
diferentes proteinas NFAT. Ja foi demonstrado que o NFAT1 e o NFAT2 exercem
efeitos opostos na proliferacdo 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 proliferacdo e sobrevivéncia celular (Robbs et al.,
2008). A proteina NFAT2 possui um TAD-C curto, enquanto o NFAT1 possui um
TAD-C longo, o qual é necesséario para que o NFAT1 seja capaz de induzir apoptose
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(Figura 4.4 e 4.5). Portanto, nés decidimos avaliar se o CA-NFAT2 poderia induzir
apoptose quando fusionado ao TAD-C do NFATL1 e expresso em células NIH3T3.
Para este propésito, ndés construimos um vetor retroviral expressando a
proteina quimérica CA-NFAT2-TAD-C-NFATL, resultante da fusdo do CA-NFAT2 ao
TAD-C do NFAT1 (NFAT1 TAD-C). Um alinhamento esquemético do NFAT1, NFAT2
e da proteina quimérica estd demonstrado na Figura 4.7A. Em seguida, nos
analisamos através de Western Blot se a proteina quimérica CA-NFAT2-TAD-C-
NFAT1 possui as regibes 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 proteina quimérica CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1 (painel &
esquerda), e o anticorpo anti-NFAT2 detectou a expressao de CA-NFAT2 e CA-
NFAT2-TAD-C-NFAT1 (painel a direita), indicando que a proteina quimérica CA-

NFAT2-TAD-C-NFAT1 esta sendo expressa em células NIH3T3.
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Figura 4.7. A quimera CA-NFAT2-TAD-C-NFATL1 é expressa em altos niveis em células NIH3T3
transduzidas com o respectivo vetor. (A) Um alinhamento esquemaético representando o
CA-NFAT1, CA-NFAT2 e CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1 esta demonstrado. (B) Células NIH3T3 foram
transduzidas com vetor vazio ou retrovirus expressando CA-NFAT1, CA-NFAT2 ou CA-NFAT2-
TAD-C-NFATL1. Proteina total de 4x10° células NIH3T3 transduzidas foi obtida para analise do nivel

expressdo por Western Blot.
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A sequir, para avaliar a capacidade do CA-NFAT2-TAD-C-NFATL1 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
0s niveis de proliferacdo e para o conteudo de DNA sub-G0. Como demonstrado na
Figura 4.8A, as células expressando CA-NFAT2 proliferaram além da confluéncia,
em contraste com as células expressando CA-NFATL1. Interessantemente, as células
expressando CA-NFAT2-TAD-C-NFATL1 apresentaram baixos niveis de proliferacao
e uma redugdo no numero total de células, de forma semelhante as células
expressando CA-NFAT1 (Figura 4.8A). Este resultado demonstrou que o CA-NFAT2-
TAD-C-NFAT1 é capaz de induzir um fenédtipo semelhante ao induzido pelo CA-
NFAT1 em células NIH3T3. Em seguida, nés avaliamos se essa proteina quimérica
também é capaz de desencadear apoptose. A andlise do conteido de DNA sub-GO
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 numero de células
expressando CA-NFAT2 apresentou conteido de DNA sub-GO (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 familia NFAT, tal

como o NFAT2, conhecidamente descrito por ser um oncogene.
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Figura 4.8. A fusdo do NFAT1 TAD-C ao CA-NFAT?2 reverte o fenotipo induzido pelo CA-NFAT2.
Células NIH3T3 foram transduzidas com vetor vazio ou retrovirus expressando CA-NFATL1,
CA-NFAT2 ou CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1. (A) Proliferacdo celular foi avaliada por incorporacdo de
cristal violeta. As células foram cultivadas em ftriplicata e analisadas por 144 horas. O gréfico
mostrado € representativo de trés experimentos independentes. (B, C) Células NIH3T3 foram
marcadas com iodeto de propidio (PI) e analisadas por citometria de fluxo para morte celular. (B)
Analise de morte celular realizada ap6s 48 horas de cultivo. O grafico mostra a média dos percentuais
de células com contetdo de DNA sub-GO obtido a partir de trés experimentos independentes. (C)
Grafico representativo da andlise de morte celular mostrada em (B). O percentual de células com
contetido de DNA sub-GO esté 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 transcricdo 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 ja foi descrito por regular diversos genes
indutores de morte celular (Latinis et al., 1997; Youn et al., 2000; Kaminuma et al.,

2008). Aqui, nés 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 € capaz de promover sobrevivéncia e proliferacdo celular, e se encontra
alterada em 50% dos tumores humanos, podendo chegar até a 90% para alguns
tipos de céancer (Roberts e Der, 2007; Alvarez et al.,, 2010; Calvo et al., 2010).
Portanto, nds pretendemos avaliar se o CA-NFAT1 poderia ser aplicado como
terapia génica para desencadear apoptose em células tumorais, um dos principais
mecanismos celulares de supresséo tumoral.

Visando esse obijetivo, utilizamos adenovirus sorotipo 5, como vetor, para
induzir a expressdo de CA-NFATL1 nas células testadas a seguir. Todos 0s ensaios
apresentados a partir daqui foram realizados apds a confirmacgéo de que pelo menos
80% das células eram positivas para o gene reporter EGFP apds a transducao
adenoviral (dados n&o mostrados). Visando avaliar o nivel de expressdo de
CA-NFAT1 induzido pelo vetor adenoviral, primeiramente, transduzimos células
293A com adenovirus controle (AdEGFP) ou com adenovirus carreando o CANFAT1
(AdCANFAT1) e o extrato total de proteinas 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 niveis em células transduzidas com o vetor
adenoviral ACANFAT1. Células 293A foram transduzidas com vetor vazio (AdEGFP) ou adenovirus
expressando CA-NFAT1 (AdCANFATL1). Proteina total de 3x10° células 293A transduzidas foi obtida

para analise do nivel expressédo 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
qgue ja foi observado que ela é susceptivel a expressdo de CA-NFAT1 mediante
transducéo retroviral (Robbs et al., 2013). Em seguida, células NIH3T3 H-RasV12
foram tratadas com AJEGFP ou AJCANFAT1 e submetidas a analise das células
com conteudo de DNA sub-GO. Nessa analise, observamos que ambos o0s
tratamentos nao induziram apoptose apds 24 horas (Figura 4.10). No entanto, apés
48 horas, a cultura de células tratadas com AdCANFAT1 apresentou uma drastica
reducdo no numero de células aderidas quando observadas por microscopia (Dados
ndo mostrados). A analise de morte celular confirmou que em torno de 78% de
células possuiam conteaddo DNA sub-GO, contrariamente a 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 AdCANFATL1 induz apoptose em fibroblastos NIH3T3 H-RasV12.
Células NIH3T3 H-RasV12 foram transduzidas com vetor controle (AdJEGFP) ou adenovirus
expressando CA-NFAT1 (AdCANFAT1). Nos tempos indicados, as células foram marcadas com
iodeto de propidio (Pl) e analisadas por citometria de fluxo para morte celular. (A) O grafico mostra a
média dos niveis de morte celular obtido a partir de trés experimentos independentes. (B) Gréfico

representativo da analise do percentual de células com conteldo de DNA sub-GO.

4.5 O AdCANFAT1 Induz Apoptose Moderada em Linhagens Tumorais de
Célon

Em aproximadamente metade dos tumores humanos, a via de Ras-Raf-MEK-
ERK esta hiperativada. Entre esses tumores, mutacdes ativadoras sao encontradas
no oncogene Ras em aproximadamente 50% dos tumores de colon e 25% dos
melanomas (Roberts e Der, 2007). Além do oncogene Ras, mutacdes no gene B-Raf
sao encontradas em 70% dos melanomas e em 20% dos tumores de célon (Roberts e
Der, 2007; Calvo et al.,, 2010). Outros componentes dessa via também se
encontram, frequentemente, alterados em células cancerosas. EGFR e HER2, que
estdo acima de Ras na via de sinalizacdo, sdo normalmente encontrados
superexpressos em tumores de mama (Dhillon et al., 2007; Alvarez et al., 2010).

Portanto, nosso proximo objetivo foi avaliar se o adenovirus AACANFAT1 é capaz de
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induzir apoptose em linhagens de melanoma, de tumor de mama e de tumor de
colon.

Uma vez que o tratamento com AdCANFAT1 induziu de forma massiva a
apoptose em células NIH3T3 H-RasV12, somente, apds 48 horas (Figura 4.10), as
linhagens tumorais foram analisadas para presenca de células apoptoéticas apds 48
e 72 horas. Primeiramente, avaliamos o fendtipo induzido por AJCANFAT1 na
linhagem murina de melanoma B16F10. Para este propdsito, células B16F10 foram
tratadas com AJEGFP e AJCANFAT1 e submetidas a andlise de morte celular.
Nessa andlise, observamos que o tratamento com adenovirus controle (AJEGFP)
nao induziu morte celular em células B16F10 ap6s 48 e 72 horas de cultivo. Apenas
um baixo numero de células B16F10 apresentou contetdo de DNA sub-GO quando
tratadas com AJEGFP (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 apods 48 e 72 horas, respectivamente (Figura 4.11B). Portanto, este
resultado indica que apesar de induzir apoptose em fibroblastos NIH3T3 H-RasV12,

0 AdCANFAT1 néo é capaz de causar o mesmo efeito em células B16F10.
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Figura 4.11. As células B16F10 ndo sado sensiveis ao tratamento com AdCANFATL1. Células
B16F10 foram transduzidas com vetor controle (AdEGFP) ou adenovirus expressando CA-NFAT1
(AdCANFAT1). Nos tempos indicados, as células foram marcadas com iodeto de propidio (PI) e
analisadas por citometria de fluxo para morte celular. (A) O grafico mostra a média dos niveis de
morte celular obtido a partir de trés experimentos independentes. (B) Grafico representativo da

analise do percentual de células com conteldo de DNA sub-GO.

Em seguida, analisamos a inducdo de apoptose pelo AACANFAT1 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 a andlise do conteido de DNA. Apds 24 horas de
tratamento, a cultura de células 4T1 tratadas com AACANFAT1 apresentou por volta
de 16% de células subdiploides, por outro lado, a cultura controle (AJEGFP)
apresentou apenas 6% de células subdiploides (Figura 4.12A e 4.12B). A principio,
este resultado sugere que o AACANFAT1 induz, ainda que brandamente, apoptose
em células 4T1. No entanto, apGs 48 horas, ambas as culturas apresentaram um
namero similar de células com contetdo de DNA sub-GO. A cultura da linhagem 4T1

tratada com AJEGFP apresentou em torno de 18% de células com conteudo de
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DNA sub-GO, semelhantemente, a cultura tratada com AACANFAT1 apresentou em
torno de 21% de células subdiploides (Figura 4.12A e 4.12B). Apesar do
AdCANFAT1 induzir uma apoptose branda apos 48 horas, em 72 horas a morte
celular causada pelo adenovirus controle e pelo AdCANFAT1 é similar. Portanto,
estes resultados sugerem que o efeito observado sobre as células 4T1 pode estar
relacionado a uma possivel toxicidade do vetor em detrimento a morte celular
induzida por CA-NFAT1.

A seguir, avaliamos as culturas de células MDA-MB-231 para a presenca de
células subdiploides mediante o tratamento com AJEGFP e AACANFAT1 apoés 48 e
72 horas. A analise do conteudo de DNA revelou que as culturas de MDA-MB-231
ndo sofreram apoptose consideravel com ambos os tratamentos em nenhum dos
tempos testados (Figura 4.12C e 4.12D). Nesse ensaio, foi possivel observar apenas
um ligeiro aumento (em torno de 4%) no niamero de células subdiploides tratadas
com AdCANFAT1 apoés 72 horas (Figura 4.12C e 4.12D). Entretanto, quando
observamos o percentual de células NIH3T3 H-RasV12 que sofreram morte celular
apos 48 horas de tratamento com AdCANFAT1, é possivel concluir que o nimero de
células mortas nas culturas de MDA-MB-231 tratadas com esse mesmo vetor €
inexpressivo. Portanto, estes resultados sugerem que a linhagem MDA-MB-231 néo
é sensivel ao tratamento com AJCANFAT1, de forma semelhante as células de

melanoma B16F10.
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Figura 4.12. As linhagens de tumor de mama 4T1 e MDA-MB-231 ndo sado susceptiveis ao
tratamento com AdCANFAT1. Células 4T1 e MDA-MB-231 foram transduzidas com vetor controle
(AdEGFP) ou adenovirus expressando CA-NFAT1 (AdCANFAT1). Nos tempos indicados, as células
foram marcadas com iodeto de propidio (PI) e analisadas por citometria de fluxo para morte celular.
(A) O grafico mostra a média dos percentuais de células 4T1 com contetdo de DNA sub-GO obtido a
partir de trés experimentos independentes. (B) Grafico representativo da analise do percentual de
células 4T1 com contetido de DNA sub-GO0. (C) O grafico mostra a média dos percentuais de células
MDA-MB-231 com contetido de DNA sub-GO obtido a partir de trés experimentos independentes. (D)
Grafico representativo da analise do percentual de células MDA-MB-231 com contedido de DNA sub-
GO.
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Apés avaliar os efeitos do ADCANFATL1 sobre células tumorais de mama e
melanoma, nds decidimos analisar duas linhagens tumorais de célon (HCT116 e
LoVo). Para este proposito, as células das linhagens HCT116 e LoVo foram tratadas
com adenovirus controle e AACANFAT1 e analisadas para o percentual de células
subdiploides como indicativo de apoptose. Essa analise revelou que a cultura de
células HCT116 tratadas com AdJEGFP apresentou 1,5% e 3,9% de células
subdiploides ap6s 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 conteiddo de DNA sub-GO ap6s 48 e 72 horas,
respectivamente, indicando a presen¢a de um numero maior de células apoptoéticas
nas culturas tratadas com AdCANFAT1 em comparagdo as culturas controles
(Figura 4.13A e 4.13B). Em relacao a linhagem LoVo, observamos que por volta de
1,6% e 3,6% das células LoVo tratadas com AJEGFP apresentaram contetdo de
DNA sub-GO0 apoés 48 e 72 horas, respectivamente (Figura 4.13C e 4.13D). Por outro
lado, a cultura de células LoVo tratadas com AJCANFATL1 apresentou 7,4% e 22%
de células subdiploides apés 48 e 72 horas, respectivamente (Figura 4.13C e
4.13D). Juntamente, esses resultados indicam que ambas as linhagens de célon
testadas sofrem apoptose mediante ao tratamento com AdCANFAT1, apesar de
ocorrer mais tardiamente em comparagcdo as células NIH3T3 H-RasV12 com o
mesmo tratamento. Além disso, vale ressaltar que os percentuais de células
subdiploides apresentados pelas culturas de célon mediante tratamento com
AdCANFAT1 sdo menores do que os alcangados nas culturas de células NIH3T3 H-

RasV12.
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Figura 4.13. As linhagens de tumor de c6lon HCT116 e LoVo sofrem apoptose moderada
mediante tratamento com AdCANFAT1. Células HCT116 e LoVo foram transduzidas com vetor
controle (AdEGFP) ou adenovirus expressando CA-NFAT1 (AdCANFAT1). Nos tempos indicados, as
células foram marcadas com iodeto de propidio (Pl) e analisadas por citometria de fluxo para morte
celular. (A) O grafico mostra a média dos percentuais de células HCT116 com contelido de DNA sub-
GO obtido a partir de trés experimentos independentes. (B) Grafico representativo da analise do
percentual de células HCT116 com contelddo de DNA sub-GO. (C) O grafico mostra a média dos
percentuais de células LoVo com conteddo de DNA sub-GO obtido a partir de trés experimentos

independentes. (D) Gréfico representativo da analise do percentual de células LoVo com contetdo de
DNA sub-GO.
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4.6 O AdCANFATL1 néo Induz Apoptose na Linhagem néao Transformada HMEL1

Diferentes estudos ja demonstraram o papel de supressor tumoral para o
NFAT1. Camundongos deficientes para NFAT1 apresentam hiperproliferacéo
linfocitaria e aumento dos 6rgéos linfoides secundarios (Xanthoudakis et al., 1996;
Schuh et al., 1998). Esses fenoétipos podem ser atribuidos ao fato de que os
linfcitos desses animais sofrem menos AICD apés a ativacdo (Schuh et al., 1998).
Além do que, esses camundongos sdo mais susceptiveis a carcinogénese quimica e
tem maior propensdo em desenvolver condrosarcomas (Ranger et al., 2000; Robbs
et al., 2008). Esse papel de supressor tumoral do NFAT1 esta, 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, nés demonstramos que o tratamento com AdCANFAT1
induz as células NIH3T3 H-RasV12 a sofrerem apoptose. No entanto, as linhagens
de tumor de mama e de melanoma, aqui analisadas, ndo apresentaram o mesmo
fendtipo mediante o mesmo tratamento (Figura 4.11 e 4.12). Além disso, as células
tumorais de célon testadas sofreram apoptose, somente, em um tempo mais tardio e
de forma moderada (Figura 4.13). Apesar de diversos estudos indicarem uma funcéo
supressora de tumor para o NFATL, esse papel supressor ndo foi observado em
células ja transformadas. A linhagem NIH3T3 H-RasV12, apesar de ser
transformada, possui origem proveniente das células NIH3T3 ndo transformadas.
Portanto, a seguir, nos perguntamos se o0 AdCANFAT1 seria capaz de induzir,
intensamente, apoptose apenas em linhagens nao transformadas.

Para analisar essa hipotese, células normais de mama HME-1 foram tratadas
com AJEGFP e AJCANFAT1 e analisadas para presenca de células subdiploides
por marcagcdo com iodeto de propidio no citbmetro de fluxo. A cultura de células

tratadas com AJEGFP apresentou 1,4% e 3% de células subdiploides apds 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 contetdo de DNA sub-GO
ap0s 48 e 72 horas, respectivamente, indicando que essas células ndo sofrem
apoptose mediante a superexpressao 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 esta superexpresso.
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Figura 4.14. A
superexpressédo de CA-NFAT1. Células HME-1 foram transduzidas com vetor controle (AdEGFP) ou

linhagem néo transformada HME-1 n&o sofre apoptose mediante a

adenovirus expressando CA-NFAT1 (AdCANFAT1). Nos tempos indicados, as células foram
marcadas com iodeto de propidio (Pl) e analisadas por citometria de fluxo para morte celular. (A) O
grafico mostra a média dos niveis de morte celular obtido a partir de trés experimentos
independentes. (B) Grafico representativo da analise do percentual de células com conteddo de DNA
sub-GO.

4.7 O AdCANFAT1 Induz de Forma Massiva o Aumento da Expressédo 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, 0 mesmo efeito ndo foi observado em outras cinco linhagens
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tumorais nem na linhagem néo transformada HME1. Em células NIH3T3 selvagens,
a superexpressao de CA-NFAT1 acompanhada do estimulo com PMA induz o
aumento da expressdo majoritaria de Tnf e em menor escala de Trafl e Trail (Robbs
et al., 2013). Nessas células, o bloqueio de TNF-a através de anticorpos
neutralizantes reduz o niumero de células apoptoticas, indicando que nas células
NIH3T3 selvagens a inducdo de apoptose via TNF-a é o brago efetor da morte
celular por CA-NFAT1 (Robbs et al., 2013). Portanto, nosso proximo passo foi
analisar a expressdo de genes envolvidos na apoptose, incluindo Tnf, mediante o
tratamento com AdJCANFATL1 nas linhagens testadas aqui, com o objetivo de avaliar
se os fendtipos distintos entre essas células mediante o mesmo tratamento se deve
a um diferente perfil de expresséao génica induzido pelo CA-NFATL1.

Para este propdsito, primeiramente, as células NIH3T3 H-RasV12 foram
submetidas a uma analise de PCR em tempo real em um superarray para avaliar a
expressdo de 84 genes murinos relacionados a apoptose. O mMRNA dessas células
foi isolado apds 24 horas de tratamento com AJEGFP ou AACANFAT1 para a
analise de expressdao génica. Em seguida, essa andlise revelou que a
superexpressdo de CA-NFAT1 levou a amplificacdo de 1516 vezes no mRNA de Tnf
e a aumentos mais discretos na expressao de Trafl (26 vezes), Casp4 (13 vezes) e
Fas (8 vezes) (Figura 4.15A e 4.15B). Além disso, as células NIH3T3 H-RasV12
tratadas com AJCANFAT1 também apresentaram uma reducdo de 25 vezes na
expressao de Bcl2, de 4 vezes na expressao de Cardé e Nodl e de 3 vezes na
expressdo de Trp53inpl (Figura 4.15A e 4.15B). Em conjunto, estes resultados
demonstram que a superexpressdo de CA-NFAT1 em células NIH3T3 H-RasV12
induz um aumento exacerbado da expressdo do gene proapoptético Tnf e uma

reducdo significativa da expressao do gene antiapoptotico Bcl2.
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Em seguida, 0 mRNA das células B16F10 foi extraido nas mesmas condi¢des
e submetido a mesma andlise de PCR em tempo real. Nesta linhagem, a
superexpressao de CA-NFAT1 induziu o aumento de 129 vezes na expressao de Tnf
e a amplificagdo 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 ndo sendo
susceptivel ao tratamento com AdCANFAT1, as células B16F10 aumentam
majoritariamente a expressao do gene proapoptético Tnf mediante a superexpressao

de CA-NFAT1.
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Figura 4.15. O tratamento com AdCANFATL1 induz a diminuicdo de Bcl2 em fibroblastos
transformados e o aumento majoritario de Tnf em células de melanoma e em fibroblastos
transformados. O mRNA de células NIH3T3 H-RasV12 e B16F10 foi isolado apds 24 horas de
tratamento com vetor controle (AdEGFP) ou adenovirus expressando CA-NFAT1 (AdCANFAT1) e
analisado por PCR em tempo real. (A) Heatmap da analise de superarray mostrando as alteragcdes na
expressdo de 84 genes mediante o tratamento com AdCANFAT1 em relacdo ao tratamento controle
(AdEGFP). As marcagBes na cor cinza indicam que a expressdo do gene nédo foi detectada nas
células controle nem nas células tratadas com AdJCANFATL1. (B e C) Estao representados os niveis
de expressdo dos genes com alteracdes na expressdo maior que duas vezes e que tenham sido
detectados abaixo do C(t) 30 em pelo menos um dos tratamentos estdo apresentados. (B) Grafico
indicando a expressdo génica das células NIH3T3 H-RasV12 tratadas com AdCANFAT1 em
comparacao as células controle. (C) Gréfico indicando a expressdo génica das células B16F10

tratadas com AdCANFAT1 em comparacao as células controle.
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Uma vez que nosso grupo demonstrou, previamente, que a superexpressao
de CA-NFATL1 induz, principalmente, o aumento da expresséao de Tnf, Trafl e Trail
em células NIH3T3, decidimos analisar especificamente a expressao desses genes
nas linhagens humanas HCT116, LoVo e HME1. O mRNA dessas células foi isolado
apos 24 horas de tratamento com AdEGFP ou ACANFAT1 e submetido a analise
de PCR em tempo real. Essa analise demonstrou que as células HCT116 e LoVo
tiveram um aumento de quase 3000 vezes na expressao de TNF quando tratadas
com AACANFAT1 (Figura 4.16A e 4.16B). Nas células HME1, o mesmo tratamento
resultou em um aumento de 400 vezes na expressao de TNF (Figura 4.16C).
Enquanto, a expressdo de TRAF1l se manteve praticamente estavel nas trés
linhagens, aumentando cerca de 2 vezes em cada linhagem mediante o tratamento
com AdCANFAT1 (Figura 4.16). JA em relacdo a TRAIL, a sua expressao
apresentou um aumento de 5 vezes em células HCT116 superexpressando
CA-NFAT1, no entanto, vale ressaltar que em duas das trés replicatas a expressao
de TRAIL nas células tratadas com AdJCANFAT1 néo foi detectada (Figura 4.16A).
Nas células LoVo e HME1, o tratamento com AdCANFAT1 induziu 1 vez e 1,8 vezes
a expressao de TRAIL, respectivamente (Figura 4.16B e 4.16C). Em conjunto, estes
resultados demonstram que a expressdao de CANFAT1 nas linhagens tumorais de
cllon e na linhagem ndo transformada de mama HME1l levam ao aumento
significativo na expresséo de TNF e a pequenas variagoes na expressao de TRAF1

e TRAIL.
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Figura 4.16. O tratamento com AdCANFAT1 induz, massivamente, o aumento de TNF em
células néo transformadas de mama e tumorais de c6lon. O mRNA de células HCT116, LoVo e
HMEL1 foi isolado ap6s 24 horas de tratamento com vetor controle (AEGFP) ou adenovirus
expressando CA-NFAT1 (AdCANFAT1) e analisado por PCR em tempo real para expressédo de TNF,
TRAF1 e TRAIL. (A) Gréfico apresentando a média de expressado dos genes indicados nas células
HCT116 tratadas com AdCANFAT1 em comparacdo as células controle, obtida a partir de trés
experimentos independentes. (B) Grafico apresentando a média de expressao dos genes indicados
nas células LoVo tratadas com AdCANFAT1 em comparac¢do as células controle, obtida a partir de
trés experimentos independentes. (C) Gréfico apresentando a média de expressdo dos genes
indicados nas células HME1 tratadas com AdCANFAT1 em comparagédo as células controle, obtida a

partir de trés experimentos independentes.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, nés demonstramos que a expressdo de CA-NFAT1 induz
apoptose em fibroblastos NIH3T3, que foi evidenciada por caracteristicas tais como
fragmentacdo de DNA, formacdo de nucleos picnoticos e exposicdo de
fosfatidilserina (Figura 4.2). Além disso, nossos resultados identificaram uma regiao
especifica dentro do NFAT1 TAD-C, entre os aminoacidos 699 a 850, que é
essencial para inducédo de apoptose pelo CA-NFAT1 (Figuras 4.4 e 4.5). Embora
esta regido ainda seja grande, correspondendo a 152 residuos de aminoécidos,
nossos resultados sugerem que dentro do NFAT1 TAD-C existem pelo menos dois
dominios de morte, entre os aminoacidos 699 a 734 e 819 a 850, que medeiam a
apoptose induzida pelo CA-NFAT1 independentemente de outras regides do TAD-C
(Figuras 4.4 e 4.5). De fato, a proteina truncada CA-NFAT1A699-850 nao foi capaz
de induzir apoptose, enquanto as proteinas CA-NFAT1A735-850, CA-NFAT1A699-
818 induziram apoptose em células NIH3T3 (Figuras 4.4). Corroborando estes
resultados, as construcbes CA-NFAT1DD699-850 e CA-NFAT1DD699-735
induziram apoptose de forma similar ao CA-NFAT1 inteiro (Figura 4.5). Por outro
lado, diversos estudos ja demonstraram que o NFAT2/a, um membro da familia
NFAT que possui um TAD-C curto, ndo induz apoptose e estd envolvido com
transformacdo celular (Neal e Clipstone, 2003; Robbs et al., 2008). A forma
constitutivamente ativa do NFAT2/a ja foi descrita por induzir a formacgéo de colbnia,
a perda da inibicdo por contato e o crescimento tumoral em um modelo de formacéao
tumoral de alotransplantes murinos (Neal e Clipstone, 2003; Robbs et al., 2008).
Juntamente, estes estudos sugerem que ha uma dicotomia entre os membros da
familia NFAT que é desempenhada pelo seu TAD-C. Interessantemente, essa

hipétese foi confirmada ao demonstrarmos que a proteina NFAT2 quimérica,
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fusionada ao NFAT1l TAD-C, (CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1) reduziu a proliferacéo
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 funcao proapoptoética do NFATL.

Apés caracterizar a atividade proapoptética do CA-NFAT1 em fibroblastos
NIH3T3, nos perguntamos se a expressao de CA-NFATL1 seria suficiente para induzir
0 mecanismo de apoptose em células tumorais, uma vez que, NOSSO grupo
demonstrou, previamente, que a cooperacdo com a via oncogénica de Ras-Raf-
MEK-ERK € essencial para a inducdo de apoptose por CA-NFAT1 (Robbs et al.,
2013). No entanto, apesar do vetor adenoviral ACANFAT1 induzir apoptose em
fibroblastos transformados, ndo observamos o mesmo efeito em diferentes linhagens
tumorais testadas (Figura 4.10 a 4.12). Somente as linhagens tumorais de cdlon
testadas foram susceptiveis a apoptose via CA-NFAT1, ainda que de maneira mais
branda (Figura 4.13). Nesse mesmo trabalho onde nosso grupo demonstrou a
cooperacao da via de Ras-Raf-MEK-ERK com o CA-NFAT1 para inducdo de
apoptose, foi visto que essa cooperacdo promove o desencadeamento da via
extrinseca da apoptose mediante o aumento da expressao de TNF-a (Robbs et al.,
2013). No presente estudo, observamos que as linhagens susceptiveis e nao
susceptiveis a apoptose por CA-NFAT1 aumentam consideravelmente a expressao
de TNF-a quando tratadas com AdCANFAT1 (Figura 4.15 e 4.16).

Para regular a expressao génica, as proteinas NFAT interagem com diversas
proteinas parceiras, tais como outros fatores de transcricdo, coativadores e
correpressores (Macian, 2005). Algumas dessas interagfes ja foram descritas por
ocorrer nos TADs das proteinas NFAT. A proteina ativadora-1 (AP-1), o parceiro
transcricional do NFAT melhor caracterizado, foi primeiramente descrita por interagir

com NFAT na regido do DBD (Macian et al.,, 2001), no entanto, outra interacéo
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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 0O repressor transcricional
IRF2BP2 através do TAD-C (Carneiro et al., 2011). Além disso, o TAD N-terminal do
NFAT1 também interage com proteinas parceiras, tais como p300, um conhecido
coativador da transcricdo (Garcia-Rodriguez e Rao, 1998). Os TADs dos NFATs séo
estruturas que medeiam a interacdo entre NFAT e proteinas parceiras, e devido a
esta caracteristica aliada a sua baixa conservacdo de sequéncia, sdo extremamente
importantes para regulagdo génica diferenciada entre as proteinas NFAT. Além
dessas interacdes, o0 NFAT1 TAD-C também é um sitio para modificacbes pos-
traducionais especificas. A sumoilacdo nos residuos K684 e K897 contribui para o
aumento da sua atividade transcricional e da sua retengdo no nucleo,
respectivamente (Terui et al., 2004). No presente estudo, nés demonstramos que o
CA-NFAT1 depende de regides especificas 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 inducao de apoptose pelo CA-NFATL1.

O NFAT1 TAD-C parece ser particularmente importante para regulacao
génica de alguns genes proapoptoticos. O receptor nuclear 6rfao Nur77, um ativador
da via de apoptose mitocondrial, jA foi descrito por induzir apoptose em timocitos
imaturos e varios 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 proteina antiapoptética,
em uma proteina proapoptética (Lin et al., 2004). A interacdo entre NFAT1 e o fator
de transcricdo MEF2 através do NFAT1l TAD-C é necessaria para ativagdo do
promotor de Nur77 (Youn et al., 2000). Interessantemente, esta ativacdo é
independente da ligacdo do NFAT1 ao DNA (Youn et al., 2000). No entanto, ja foi
visto que, em células NIH3T3, uma proteina CA-NFATL1 incapaz de se ligar ao DNA

ndo é capaz de induzir apoptose, indicando que a ligacdo ao DNA € necessaria para
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inducdo de morte celular via CA-NFAT1 (Faget et al., 2012). Portanto, este estudo
indica que o gene Nur77 nao é ativado por CA-NFAT1 para induzir apoptose em
fibroblastos NIH3T3, apesar do papel do NFAT1 TAD-C na ativagcdo do promotor de
Nur77.

O NFAT1 é expresso em células T periféricas, onde estd envolvido na
terminacdo da resposta imune através da morte celular induzida por ativagédo
(AICD). AICD ¢é uma forma de apoptose que € desencadeada pela ativacdo da via
extrinseca através de um ligante. O NFAT1 é capaz de ativar a transcricdo de dois
desses ligantes, o FasL e o TNF-a (Mccaffrey et al., 1994; Latinis et al., 1997). No
entanto, o NFAT1 TAD-C é importante para ativacdo somente de TNF-a pelo
NFAT1. O fator NFAT1 é capaz de se ligar ao elemento 3 do promotor de TNF-a. e
ativar a sua transcricdo (Mccaffrey et al., 1994). A ativagdo do promotor de TNF-a
pelo NFATL1 ja foi demonstrada por ser dependente do seu TAD-C, uma vez que o
NFAT1 é capaz de induzir maior transativagdo do promotor de TNF-a quando
comparado ao NFAT2/a. (Kaminuma et al., 2008). Interessantemente, o NFAT2/a. s6
foi capaz de ativar o promotor de TNF-a tanto quanto o NFAT1, quando fusionado
ao NFAT1 TAD-C (Kaminuma et al.,, 2008). No entanto, a funcdo especifica do
NFAT1 TAD-C na regulacdo de TNF-a ainda permanece desconhecida. A regulacéo
do TNF-a pelo NFAT1 explica os fendtipos observados nas células NIH3T3
expressando CA-NFATL1 e a proteina 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 expressao de TNF-a (Robbs et al., 2013). Portanto, esses
estudos e os resultados apresentados sugerem que a apoptose observada em
fibroblastos NIH3T3 mediante a expressao da proteina quimérica CA-NFAT2-TAD-C-

NFAT1 também é desencadeada pelo aumento da expressao TNF-a.
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O mecanismo de AICD também pode ser desencadeado por TRAIL e FasL. O
promotor de TRAIL possui diversos possiveis sitios de ligacdo para NFAT e a sua
expressao em células T estimuladas é sensivel a ciclosporina, um conhecido inibidor
de calcineurina (Mariani e Krammer, 1998; Wang et al., 2000). Aléem do mais, a
expressdo de CA-NFAT1 em células NIH3T3 estimuladas com PMA é capaz de
aumentar a transcricdo 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 ndo haver evidéncias de que a ativagao de
TRAIL pelo CA-NFAT1 é dependente do TAD-C. O FasL é outro membro da familia
do fator de necrose tumoral e desempenha papéis cruciais em diversos processos
imunologicos (Ettinger et al.,, 1995). O NFATL1 presente em extratos nucleares de
células T ativadas é capaz de se ligar a dois sitios dentro do promotor de FasL
(Latinis et al., 1997), e a expressao ectopica 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 majoritario da transcricdo de TNF-o em
fibroblastos NIH3T3 selvagens, o NFAT1 € capaz de regular positivamente outros
genes proapoptoticos em outros tipos celulares.

Dentro da perspectiva de que o CA-NFATL1 poderia induzir a expressao de
diferentes genes indutores de apoptose, ndés propusemos a sua utilizagdo como
forma de terapia génica para o tratamento de tumores. Aqui, Nn0S observamos que a
transducdo adenoviral, visando a superexpressdao de CANFAT1, é capaz de
promover mais intensamente a inducdo de apoptose em fibroblastos NIH3T3 do que
a transducao retroviral, indicando que a opcéo pelo vetor adenoviral foi a mais
adequada para levar ao rapido aumento da expressdo 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 oposicdo a nossa hipétese, em 2012, foi demonstrado que o
silenciamento de NFATL1 é capaz de promover a apoptose em células de melanoma
(Perotti et al., 2012). Além disso, foi demonstrado que a sinalizacdo de NFAT1 na
linhagem de melanoma A375SM contribui para o crescimento tumoral in vivo e para
0 processo de metastase (Braeuer et al.,, 2012). Outros estudos indicam que a
sinalizagdo de NFAT também é importante no contexto das células do
microambiente tumoral para promover metdstase. Células B16F10 inoculadas em
camundongos deficientes para NFAT1 fazem menos metastase para o pulméo
(Werneck et al., 2011). Corroborando esse estudo, foi visto que essas mesmas
células quando inoculadas em camundongos deficientes para DSCR1, uma proteina
inibidora da via de calcineurina/NFAT, formam um maior ndmero de nodulos
metastaticos nos pulmdes (Minami et al., 2013a). Em vista desses dados, a
utilizacdo de adenovirus ACANFAT1 poderia promover metastase, uma vez que,
mediante a aplicacdo de inje¢fes intratumorais, células do estroma tumoral seriam,
igualmente, transduzidas assim como as células tumorais.

Em células de mama, ndés demonstramos também que duas linhagens
tumorais (4T1 e MDA-MB-231) ndao sofrem apoptose mediante o aumento da
expressao de CA-NFATL1 (Figura 4.12). No entanto, um estudo recente demonstrou
gue 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 reducao do volume tumoral mediante a expressao
de CA-NFAT1 nesse modelo, o autor sugere que essa supressao tumoral ocorre por
um mecanismo nao-autdbnomo da célula tumoral, jA que ndo observaram morte
celular nem alteracbes no ciclo celular (Kaunisto et al., 2015). Um outro estudo
também aponta na direcdo de que o NFAT1 é um supressor tumoral, demonstrando

que o silenciamento de NFAT1 induz a hiperproliferacdo de células tumorais de
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mama T47D (Zheng et al., 2011). No entanto, outros estudos apontam para direcbes
opostas a essa. Em 2002, j4 havia sido mostrado que a superexpressao de NFAT1
em células de tumorais de mama MDA-MB-435 era capaz de promover migracdo
celular e invaséo (Jauliac et al., 2002). Mais recentemente, foi visto que células 4T1,
mediante o silenciamento de NFAT1, n&do alteram seu perfil de proliferagdo, mas,
tém sua motilidade drasticamente reduzida (Quang et al., 2015). Nesse mesmo
estudo, foi demonstrado que o silenciamento de NFAT1 também levou a uma
reducdo do crescimento tumoral de 4T1 in vivo (Quang et al., 2015). Além disso, a
expressdo de NFAT1 também esta envolvida no aumento da resisténcia a
guimioterapicos e da expressao 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 ambiguo.
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 migracdo, invasédo tecidual e
resisténcia a quimioterapicos.

O NFAT1 também é bem caracterizado por contribuir com o processo de
inflamacdo que é essencial para o surgimento de varios tipos de cancer. Em
especial para o tumor de célon, a inflamacdo crénica é um fator primordial para o
seu surgimento. Em 2012, foi demonstrado que células tumorais de coélon
superexpressam NFAT1 (Gerlach et al., 2012). Nesse mesmo trabalho, foi descrito
gue camundongos deficientes para NFAT1 desenvolviam menos tumores de célon
em um modelo murino associado a colite (Gerlach et al., 2012). A diminuicdo da
producdo da citocina proinflamatoria IL-6 em camundongos deficientes para NFAT1
foi determinante para a reducdo do numero de tumores de célon nesse modelo

(Gerlach et al., 2012). Aléem de IL-6, NFAT1 também regula positivamente uma outra
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citocina proinflamatéria, o TNF-a. Esta citocina, como ja apresentada aqui, é capaz
de ativar a via extrinseca da apoptose, mas também é capaz de levar ativacao de
NFkB. A via de NFxB € capaz de promover a transcricdo de diferentes ciclinas e
genes antiapoptéticos, contribuindo diretamente para a proliferacdo e sobrevivéncia
celular. Além disso, essa via também é capaz de levar ao aumento de TNF-a,
gerando um retroalimentacao positiva, e de COX-2, enzima essencial na producéo
de prostaglandinas. Além disso, em 2012, foi visto que a expressao de NFAT1 em
células de tumor de cdélon HCT116 também induz ao aumento da expressao do
oncogene MDM2 (Zhang et al., 2012). Apesar de termos observado apoptose
moderada nas linhagens tumorais de célon testadas, esses trabalhos indicam que o
NFAT1 estd envolvido na regulacdo negativa de p53 e na manutencdo de um
microambiente inflamatdrio que € essencial para surgimento de tumores de colon.
Como ja abordado, anteriormente, nosso grupo demonstrou que a apoptose
induzida pelo CA-NFAT1 em células NIH3T3 selvagens é mediada por TNF-a. Além
do aumento de TNF-a, esse trabalho demonstrou que o CA-NFAT1 eleva também a
expressao de TRAF1 e TRAIL em fibroblastos. A proteina TRAF1 é capaz de inibir a
ativacdo de NF-«B via TNF-a 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 expressao de TNF-a mediante o tratamento com AdCANFAT1
(Figura 4.15 e 4.16). Enquanto que a expressdao TRAIL e TRAF1 permaneceu
praticamente inalterada em quase todas linhagens tumorais e normais testadas
mediante a superexpressao de CA-NFAT1, exceto nas células NIH3T3 H-RasV12
onde a expressao de TRAF1 aumentou 26 vezes (Figura 4.15 e 4.16). O aumento de
TNF-o e TRAFL1 aliado a reducao da expresséo de Bcl-2, provavelmente, tornam os

fibroblastos transformados NIH3T3 H-RasV12 bastante susceptiveis a apoptose
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induzida por CA-NFAT1 (Figura 4.15). Por outro lado, somente o aumento da
expressdo de TNF-a nas demais células testadas ndo parece ser o suficiente para
induzir, intensamente, a apoptose. Além do mais, o aumento de TNF-q,
isoladamente, pode contribuir para ativacdo da via de NF-xB promovendo
proliferagdo, sobrevivéncia celular e inflamacdo. A apoptose induzida por TNF-a
pode ser superada por diferentes mecanismos de sobrevivéncia em células
tumorais, tais como as vias de sinalizacdo desencadeadas pela superexpresséo de
B-catenina em células tumorais de colon e pela amplificacdo de HER2, comum, em
tumores de mama (Han et al., 2013; Fouad et al., 2014). A inflamacdo promovida
pela sinalizacdo de TNF-a. também contribui para o surgimento e agravamento de
tumores de mama e céllon (Popivanova et al.,, 2008; Grivennikov e Karin, 2011;
Fouad et al., 2014). Além disso, o NFAT1 ativo, mediante estimulo de PMA e o
ionomicina, eleva os niveis 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 inflamagéo
tanto via TNF-a como através de prostaglandinas produzidas por COX-2.

Além dos estudos apresentados acima que demonstram a contribuicdo do
NFAT1 em tumores de mama e colon e melanoma, outros estudos recentes
demonstram o envolvimento do NFAT1 no glioblastoma, no cancer de pulméo e de
pancreas. O silenciamento de NFAT1 diminui a invasdo de células tumorais de
pulmédo SK-MES-1 e de glioblastoma U87 em um ensaio de Matrigel® (Liu et al.,
2013; Tie et al., 2013). Ja em cancer de pancreas, a expressdo de NFAT1 esta
associada a inibicdo da expressao de p15™%4P, um inibidor de CDK, e ao aumento da
resisténcia a apoptose mediante tratamento quimioterapico (Baumgart et al., 2012;

Griesmann et al.,, 2013). Desta forma, estes estudos corroboram a maioria dos

90



fendtipos observados mediante a expressdo de NFAT1 em células tumorais nos
demais trabalhos citados acima.

A iniciacdo e progressao tumoral envolvem contextos distintos de sinalizagcéo
em diferentes tipos de cancer. Os fendétipos apresentados pelos camundongos
deficientes para NFAT1 s&o claros ao demonstrar que a auséncia de NFAT1
promove a hiperproliferacdo linfocitaria, a reducdo na delecéo de células T ativadas,
o surgimento de condrosarcomas e linfomas e aumenta a susceptibilidade a
carcinogénese quimica, indicando que o NFAT1 exerce um papel crucial suprimindo
a iniciacao de tumores (Hodge et al., 1996; Xanthoudakis et al., 1996; Ranger et al.,
2000; Robbs et al., 2008; May et al., 2014). Corroborando estes fendtipos, o NFAT1
ja foi descrito por regular a expressao de genes relacionados a progresséao do ciclo
celular, tais como ciclina A2 (Regulagédo Negativa), CDK4 (Regulacdo Negativa) e
p21*afl (Regulacéo Positiva) (Santini et al., 2001; Baksh et al., 2002; Carvalho et al.,
2007). Além disso, como ja relatado aqui, NFAT1 também regula positivamente
diferentes genes proapoptéticos. Todos esses aspectos mencionados caracterizam
o NFAT1 como um gene supressor de tumor. No entanto, os fendtipos apresentados
por diferentes linhagens tumorais mediante a ativagdo ou supressdo de NFATL1
indicam que a sua expressdo também pode levar a células tumorais, ja
estabelecidas, a adquirir caracteristicas agravadoras da doenca que auxiliam na
progressdo tumoral, como a promocdo de inflamagdo, a resisténcia a
quimioterapicos e a capacidade metastatica. Portanto, nés avaliamos também se o
CA-NFAT1 seria capaz de induzir apoptose somente em células nao transformadas.
No entanto, células ndo tumorais de mama HME1 nédo sofreram apoptose mediante
tratamento com AdCANFAT1, mesmo tendo aumentado 0s niveis de expressdo de
TNF-a (Figura 4.14 e 4.16). Este resultado aliado aos dados publicados sobre os

camundongos deficientes para NFAT1 sugerem que a supressao tumoral de NFAT1
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pode estar atrelada aos compartimentos linfocitario e mesenquimal, uma vez que
células epiteliais de mama nao sofrem apoptose mediante a superexpresséo de CA-
NFAT1 e camundongos nocautes para NFAT1 desenvolvem sarcomas e linfomas
espontaneos.

Além do NFAT1, outras proteinas ja descritas como oncoproteinas ou
supressores tumorais também desempenham ambos os papéis em determinados
contextos. O fator de transcricdo c-Myc é amplamente conhecido como um
oncogene por regular positivamente a expressao de diversas ciclinas contribuindo
para a progressao do ciclo celular em células normais e cancerosas, mas também
pode contribuir para expressao de genes proapoptéticos da familia Bcl-2 tornando a
célula susceptivel & apoptose quando em privacdo de nutrientes (Prendergast, 1999;
Hoffman e Liebermann, 2008). Mais recentemente, foi demonstrado que
camundongos deficientes em p38a MAPK sdo mais susceptiveis a inducéo de tumor
colorretal associado a colite, no entanto, a delecdo ou inibicdo de p38a apos a
formacao do tumor no mesmo modelo leva a reducéo da carga tumoral (Gupta et al.,
2014). Neste trabalho, foi demonstrado que a delecdo de p38a, anterior a formacgéo
tumoral, altera a permeabilidade do intestino o que correlaciona com um aumento do
infiltrado inflamatério apds o inicio do protocolo de formacdo de tumor, por outro
lado, a delecédo de p38a apos a formacao do tumor leva a reducéo da proliferacéo e
ao aumento da apoptose nessas células (Gupta et al., 2014). Portanto, é possivel
gue o NFAT1 se comporte de maneira semelhante contribuindo para a supresséao
tumoral ou para progressao tumoral em contextos especificos.

Interessantemente, é possivel também que o papel duplo de NFAT1 no
cancer nao esteja, obrigatoriamente, relacionado a tipos celulares diferentes. Assim
como nés demonstramos, aqui, que a fusdo do NFAT1 TAD-C ao CA-NFAT2, o faz

adquirir a capacidade de induzir apoptose em fibroblastos NIH3T3, a remoc¢&o do
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NFAT1 TAD-C do CA-NFAT1 faz com que esta proteina passe a induzir
hiperproliferacdo 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-NFATL1, além de aumentar os niveis de TNF-a, regula
positivamente algum fator mitdgeno secretado (dados néo publicados). Em vista
disso, em conjunto com os resultados e estudos apresentados aqui, a
superexpressao de CA-NFAT1 em células tumorais ndo parece ser uma alternativa
terapéutica viavel para a maioria dos tipos tumorais testados. Entretanto, vale
ressaltar que para determinados tipos tumorais, como os tumores de coélon, a
expressao de CA-NFAT1 pode levar a uma resposta terapéutica, uma vez que, que
as células tumorais de colon, testadas aqui, sdo susceptiveis a apoptose induzida
por CA-NFAT1. Portanto, mais estudos ainda sdo necessarios 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. CONCLUSOES

- A apoptose induzida por CA-NFAT1 em fibroblastos depende de pelo menos

dois dominios situados no TAD-C entre os aminoacidos 699 a 734 e 819 a 850.

- O CA-NFAT2, guando fusionado ao NFAT1 TAD-C, é capaz de promover

apoptose.

- A expressdo de CA-NFAT1 nao induz apoptose em células de melanoma e

tumorais de mama.

- A expressdo de CA-NFAT1 promove apoptose moderada em células tumorais

de célon.

- A expressao de CA-NFAT1 leva ao aumento majoritario de TNF em diferentes

linhagens celulares normais e tumorais.
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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 NFATI
(NFATc2/NFATp), NFAT2 (NFATcl/NFATc), NFATS3
(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 NFA'T 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)GGAAAA/N)A/T/C)N [2]. In
addition to the DNA-binding and regulatory domains, NFAT
proteins include two transactivation domains (T'AD) 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.

PLOS ONE | www.plosone.org

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
mterferon-y [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 NFAT'1 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,
NFAT?2 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-27/" 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 NFAT?2 have opposing effects in tumorigenesis [20].
The constitutively active form of NFAT1 (CA-NFATI) 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 NFAT'1 was shown to be essential for the divergent phenotypes
induced by NFAT1 and NFAT?2 [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
NFATI1 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 NFATT1.
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,
NFAT?2, 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 37°C
and 5% COy in a humidified environment.

Plasmid Construction

The retroviral expression vector pLIRES-EGFP was used to
express CA-NFAT1 (Figure S1), CA-NFAT2 (Figure Sl1), CA-
NFAT1-MutDBD, CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1 chimera and
cach CA-NFAT1 construct described below. The plasmids
pLIRES-EGFP, pLIRES-EGFP-CA-NFAT1, pLIRES-EGFP-
CA-NFAT1A699-927  (pLIRES-EGFP-CA-NFATIAC) and
pLIRES-EGFP-CA-NFAT2/0 have been previously described
[20,22]. To clone the CA-NFAT1 constructs CA-NFATI1A759-
927, CA-NFAT1A819-927 and CA-NFAT1A889-927 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
EcoRYV restriction site. The amplicon was cleaved by Xhol and
EcoRYV and inserted into pLIRES-EGFP-CA-NFAT'T cleaved by
Xhol and Nrul. 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-NFAT]1 constructs CA-NFAT1A699-758, CA-
NFAT1A699-818, CA-NFAT1A699-850, CA-NFAT1A699-888
and CA-NFAT1A735-850 were constructed by inserting an Hpal
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 Hpal and ligated, thereby deleting the amino acids residues
between the Hpal sites. NFAT1 691-927 cDNA was amplified by
PCR, using CA-NFATTI 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
NFATT chimera was constructed in two steps. First, the NFAT1-
TAD-C cDNA was amplified by PCR using pLIRES-EGFP-CA-
NFATI as template and a sense primer adapted with an Xhol
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restriction site and cloned into the retroviral vector pLIRES-
EGFP, creating pLIRES-EGFP-NFATI1-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 Xhol restriction site and cloned
in-frame into pLIRES-EGFP-NFATI1-TAD-C, constructing
pLIRES-EGFP-CA-NFAT2-TAD-C-NFAT1. The CA-NFATI-
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 EcoPack? 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 ug/ml Polybrene (Fluka Chemie, Buchs,
Switzerland) and immediately used for spin infection (twice for
45 min each time at 400xg at room temperature) of 2.5%10*
NIH3T3 cells. The infected cells were incubated at 37°C 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-NFAT using intracellular staining with the
NFATT 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, 8 x10° 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-GO Analysis

To assess the cell cycle and the sub-GO DNA content, 2.4x10*
or 2.4x10° 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 pM) 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-GO
analysis using a FACScalibur flow cytometer and CellQuest
software (BD Biosciences, San Jose, CA).
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Pyknotic Nuclei Formation Analysis

NIH3T3 cells infected with either pLIRES-EGFP or pLIRES-
EGFP-CA-NFATI 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, 2.4x10°
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 pg of each oligo) were generated by
denaturation for 10 min at 95C 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 37C with 10 U T4 polynucleotide kinase (New England
Biolabs, Ipswich, MA) and 50 uCi [y**P] dATP (GE Healthcare,
Little Chalfont, United Kingdom). Later, probes were purified
with MicroSpin™ G-25 columns (GE Healthcare). Increasing
amounts of purified NFAT1 DBD or NFAT1 MutDBD protein
(10 nm, 100 nM, 500 nM and 1 pM) were incubated with the
indicated labeled oligonucleotides (20,000 counts/min) and
0.2 pg/reaction of poly(dl:dC) (Amersham Biosciences) in a total
volume of 20 uL. 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: 5'

GCCCAAAGAGGAAAATTTGTTTCATACAG 3'.

Transactivation Assay

Jurkat cells (2x10° cells/600 pl) were electroporated (950 pF,
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 pg), (2) the pGL4.30 reporter
plasmid (2 pg) (Promega, Madison, WI), and (3) the pRL-TK
Renilla expression plasmid for normalization (0.2 pg) (Promega).
After 24 hours, cells were harvested and lysed for 15 min at room
temperature with 50 pl of 1x cell culture lysis reagent (Promega).
Crude extracts (20 pl) were added to 30 ul 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).
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Western Blot

Total protein from 4 x10° NIH3T?$ 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 100°C 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 NFAT 1-induced cell
death, we used the previously described constitutively active form
of NFAT1 isoform C (CA-NFATI) [20,26]. CA-NFATI1 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-NFAT' is restricted
to the nucleus and is able to transactivate an NFA'T responsive
promoter in a luciferase gene-reporter assay allowing the analysis
of the phenotype induced by CA-NFATI1 in the absence of
external stimuli (data not shown). Retroviral transduction was used
to introduce CA-NFATI 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-NFATI-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-NFAT'1 expression arrested cells at
GO0/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-NFATI-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-GO DNA content
of NIH3T3 cells infected with the empty vector or CA-NFATI-
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-GO DNA
content. On the other hand, 48 hours after plating, approximately
30% of the CA-NFAT1-expressing cells had sub-GO DNA content
(Figure 1C and 1D), suggesting that CA-NFATI expression
induces apoptosis of NIH3T3 fibroblasts. To better characterize
the phenotype induced by CA-NFATI, we assessed pyknotic
nuclei formation, another indication of apoptosis. In agreement
with the sub-GO 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-NFATT 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 (Pl) 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-GO is shown in the graph. (D) The graph shows the average percentage of cells in sub-GO 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.0047868.9001
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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 (Pl) 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-GO DNA
content induced by CA-NFAT1 to 100%. The cell death index shown is the ratio of the percentage of cells in sub-GO 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-GO DNA content of NIH3T3 cells transduced with empty vector or retrovirus expressing CA-
NFAT1, CA-NFAT1 A699-927 or CA-NFAT1 A699-850. The percentage of cells in sub-GO 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.0047868.9002
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iodide (Pl) 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-GO DNA content induced
by CA-NFAT1 to 100%. The cell death index shown is the ratio of the percentage of cells in sub-GO 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-GO DNA content of NIH3T3 cells transduced with empty vector or retrovirus expressing CA-
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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

Approximately 75% of the CA-NFATI-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-NFATT induces cell cycle arrest and apoptosis in
NIH3TS3 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 NFATI1 to induce apoptosis. To this end, we constructed
several CA-NFAT' 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-GO DNA content analysis
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of NIH3T3 cells expressing each construct. First, we observed that
CA-NFAT1A699-927, which lacks the TAD-C, completely lost
the ability to induce apoptosis, in contrast to full length CA-
NFATI, 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-NFAT1A759-927 induced
apoptosis, similar to CA-NFAT, 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-NFAT1A699-758, 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-NFAT1A699-850
and CA-NFAT1A699-818. CA-NFAT1A699-850 failed to induce
apoptosis in NIH3T3 cells, similar to CA-NFATI1A699-927
(Figure 2A and 2B). On the other hand, CA-NFAT1A699-818
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 NFAT'1-induced apoptosis (Figure 2A). Next, we
added 35 amino acid residues from positions 699 to 734 to the
CA-NFAT1A699-850 construct, creating CA-NFAT1A735-850.
CA-NFAT1A735-850 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
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and 819 to 850, which mediate CA-NFAT 1-induced apoptosis. To
further investigate the role of these two domains located between
amino acids 699 and 850, we constructed a CA-NFAT'1 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-GO 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.
NFATT isoforms B and C are the predominant isoforms in T cells
[25]. NFAT! isoform B diverges in its TAD-C from NFAT1
isoform C at amino acid residue 907. Despite this divergence, sub-
GO DNA content analysis indicated that the constitutively active
form of NFAT1 isoform B induced apoptosis in NIH3T3 cells in a
manner similar to CA-NFAT'1 isoform C (data not shown). This
result suggests that both NFATI 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 NIH3T'3 fibroblasts upon stimulation
with phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) and ionomycin.
However, we cannot rule out the role of NFATI1 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
NFATT 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-NFAT1A699-850 or
CA-NFAT1A699-927 were analyzed for proliferation. This assay
revealed that CA-NFAT1A699-927, which lacks the NFATI
TAD-C, and CA-NFAT1A699-850, which fails to induce apop-
tosis, were able to induce hyper-proliferation of NIH3T3 cells
(Figure 2B and 2C). The CA-NFAT1A699-927- and CA-
NFAT1A699-850-expressing cells proliferated beyond confluence,
while the CA-NFATI-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 NFATI 691-927 is shown in
Figure 4A. Next, NIH3T3 cells were infected with empty vector
or CA-NFATI1- or NFATI1 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

PLOS ONE | www.plosone.org

NFAT1 C-Terminal Domain in NFAT-Induced Apoptosis

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-GO DNA
content analysis. The NFAT1 691-927-expressing cells had a low
percentage of cells with sub-GO DNA content, which was similar
to control cells (Figure 4C and 4D). However, approximately 30%
of the CA-NFAT1-expressing cells had sub-GO 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-NFAT'1 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-NFAT 1-expressing vector 48 hours later.
As shown in Figures 4E and 4F, the NIH3T3 cells that were co-
infected with empty retrovirus and CA-NFAT'1-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-GO
DNA content (Figure 4F), indicating that NFAT1 691-927 does
not act as a dominant negative of CA-NFATI.

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-NFATI-induced
apoptosis is dependent on NFATI1-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 NFATI
MutDBD cannot bind DNA, we performed an electrophoretic
mobility shift assay. As shown in Figure 5C, wild-type NFATI
DBD was able to bind to DNA in a dose-dependent manner, while
NFATI 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-NFAT'
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-NFAT 1-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-GO 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 (Pl) 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-GO determined in three independent experiments. (D) Representative graph of cell death analysis shown in (C).
The percentage of cells in sub-GO 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
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independent experiments. (F) Cell death analysis 48 hours after plating. NIH3T3 cells were stained with propidium iodide (Pl) and analyzed by flow
cytometry for cell death. The percentage of cells with sub-GO DNA content is shown in the graph.

doi:10.1371/journal.pone.0047868.9004

iodide staining. The CA-NFATI1-expressing cells had a high
percentage of cells with sub-GO DNA content, while the control
cells and CA-NFAT1 MutDBD-expressing cells showed low levels
of sub-GO 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-NFATI-
mediated apoptosis in NIH3T3 cells requires DNA binding of
NFATTI.

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-NFAT induces cell cycle arrest and apoptosis
in NIH3T3 fibroblasts [20], while CA-NFAT2 induces cell
proliferation and protects cells from dying [20,21]. The NFAT?2
protein possesses a short TAD-C, and the long C-terminus of
NFATI1 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-NFAT?2 and reverse the phenotype induced by
CA-NFAT?2 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 NFATI,
NFAT?2 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 NFAT'1
TAD-C recognized both CA-NFAT1 and CA-NFAT2-TAD-C-
NFATT (left panel), and the anti-NFA'T2 antibody detected the
expression of CA-NFAT2 and CA-NFAT2-TAD-C-NFATT (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-NFATI1 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-GO DNA content. As shown in Figure 6C, the
CA-NFAT2-expressing cells proliferated beyond confluence, in
contrast to the CA-NFAT 1-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-NFATT 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-GO0 DNA content analysis revealed that CA-
NFAT2-TAD-C-NFAT1 induced apoptosis similar to CA-NFAT'1
(Figure 6D and 6E). In contrast, a low number of CA-NFAT?2-
expressing cells had sub-GO 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.
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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-NFAT1A699-850 was unable to induce apoptosis, while CA-
NFAT1A735-850 and CA-NFAT1A699-818 induced apoptosis in
NIH3TS3 cells (Figure 2). Corroborating these results, CA-NFAT'1
DD699-850, a CA-NFATT construct that contains only the TAD-
C amino acids 699 to 850, induced apoptosis similarly to CA-
NFATI1 (Figure 3). In addition, we also observed that CA-
NFAT1A699-927 and CA-NFAT1A699-850 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
NFAT?2 isoform o, an NFAT member that possess a short TAD-C,
1s involved in cell transformation [20,21]. The constitutively active
form of NFAT2 i1soform o 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-
NFATTI). 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 NFATT 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]. NFATTI 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
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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 cDNAEs), 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-GO in three independent experiments. (G) Representative graph of the cell death analysis shown in (F). The percentage of cells in sub-GO is
shown in the graph.

doi:10.1371/journal.pone.0047868.9005
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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 (Pl) and analyzed for cell death by flow cytometry. (D) Analysis of
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cell death 48 hours after plating. The graph shows the average percentage of cells in sub-GO observed in three independent experiments. (E)
Representative graph of cell death analysis shown in (D). The percentage of cells in sub-GO is shown in the graph.

doi:10.1371/journal.pone.0047868.9006

[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-NFAT'1 that
is unable to bind to DNA could induce apoptosis. Our analysis
showed that CA-NFAT1 MutDBD did not induce apoptosis in
NIH3TS3 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.

NFATT is expressed in peripheral T cells, where it is involved in
terminating the immune response by AICD. AICD i1s 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-o. (I'NF-a) gene. NFAT'1 binds to the k3 promoter element
of the TNF-a gene and activates TNF-o 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-o promoter, while NFAT?2 is not [27]. Interestingly, NFAT2
is only able to induce the TNIF-oo 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-o0 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 NFATI 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
NFATI1 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
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[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
NFATI1 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 NFAT?2. Further studies will be necessary to determine the
mechanisms by which NFAT1 induces apoptosis and which genes
are differentially regulated by NFA'T proteins in this context.

Supporting Information

Figure S1 Schematic representation of CA-NFAT pro-
teins. Schematic representation of the primary structures of CA-
NFATI1 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-NFATT representation. (B) CA-NFAT?2 representation.
(TTF)

Figure S2 All of the CA-NFAT1 truncated proteins show
similar expression levels and have the expected molec-
ular weight. The total lysate of 4x10° transduced NTH3T3 cells
was obtained for analysis of all CA-NFAT1 truncated protein
expression levels and molecular weight by Western Blot using anti-
NFAT1 antibody.

(TTF)

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
A699-850 and plated. After plating, cells were left unstimulated
(Unst) or stimulated with PMA (20 nM) plus ionomycin (2 pM).
NIHS3T3 cells were stained with propidium iodide and analyzed
for cell death by flow cytometry, 48 hours after stimulation. The
percentage of cells in sub-GO is shown in the graph.

(TTF)
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A citometria de fluxo ¢ uma ferramen-
ta extremamente poderosa, utilizada tanto
em laboratorios clinicos e hospitais, para
o diagnostico de uma imensa variedade de
doencas em seres humanos e animais, quanto
em universidades e institutos ou centros de
pesquisa, como instrumento imprescindivel
para a caracterizagao e quantificagio de inu-
meros fendmenos biolégicos. Neste capitulo,
descrevemos metodologias de citometria de
fluxo que podem ser empregadas para analisar
a proliferacio celular e progressio do ciclo
celular, e quantificar o processo de morte
celular em diferentes amostras bioldgicas.

CICLOCELULAREPROLIFERACAO

Analise do contelido de DNA -
Proliferacao

Descricdo

A marcacio do conteudo de DNA é o
método mais simples e 0 mais comumente
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utilizado para identificar o percentual de
células em cada fase do ciclo celular. Por
meio desse, ¢ possivel acompanhar facilmente
a progressdo das cé¢lulas no ciclo celular. As
células na fase GO/G1 possuem um conteudo
basal de DNA, que pode ser representado por
uma unidade correspondente ao conjunto
de cromossomos, denominada “n”. Células
somaticas apresentam um conteudo igual
a 2n, ja que existem duas copias de cada
cromossomo. Ao longo da fase S ocorre a
duplicacdo dos cromossomos, fazendo com
que o conteudo de DNA aumente progres-
sivamente até a fase G2/M, em que esse sera
o dobro do encontrado na fase GO/G1 (4n).
Através da quantificacio do conteudo de DNA
de uma determinada populagdo de células
pode se inferir que a populacdo com o maior
de percentual de células nas fases S e G2/M
apresenta um maior indice de proliferacio.

Para a marcacfo do conteudo de DNA,
podem ser utilizados fluoréforos que se ligam
ao DNA e emitem fluorescéncia quando exci-
tados pelo comprimento de onda correspon-
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dente. Entre esses podemos citar o iodeto de
propidio, 7-AAD, laranja de acridina, DAPI e
Hoeschst 33342. Essa revisio ¢ focada no uso
de iodeto de propidio para analise do ciclo
celular, portanto serdo abordados aspectos
peculiares a marcacio com tal fluoréforo. Os
fluoréforos 7-AAD e iodeto de propidio sdo
impermeaveis a célula. Assim, para a reali-
zacdo desse ensaio de ciclo celular, as células
necessitam ser permeabilizadas pelo uso de um
detergente (NP40, Triton X-100, por exemplo)
para que o seu conteudo de DNA possa ser
marcado. O iodeto de propidio também se liga
a moléculas de RNA, tornando necessario o
uso de RNAses na preparagdo das amostras.
0 uso de detergentes no tampéao de marcacdo
resulta, na maioria das vezes, na formacéo de
agregados celulares que podem induzir uma
interpretacdo erronea dos resultados, ja que
esses sdo interpretados como um unico evento
pelo citdmetro. Por exemplo, um agregado de
duas células em GO/G1 poderia ser interpre-
tado como uma célula em G2/M, tornando
necessaria a sua exclusdo da analise.

Para se fazer a quantificacdo do conteu-
do de DNA de uma populagdo de células,
o primeiro passo ¢ a exclusdo dos debris e
restos celulares utilizando-se os parametros
tamanho (FSC) e complexidade (SSC) (Figu-
ra 9.1). Em seguida, ¢ preciso descartar da
analise os agregados celulares. A melhor
forma ¢ fazer uso dos subparametros de
FL3, a saber, area e largura (FL3-A e FL3-W,
respectivamente). Células ndo agregadas apre-
sentam altura (FL3-H) do sinal proporcional
a area (FL3-A) deste (Figura 9.1). No caso de
agregados celulares, a altura do sinal deixa
de ser proporcional a drea, e a largura sera
correspondente ao didmetro de duas ou mais
células (Figura 9.1). As células ao longo do
ciclo celular aumentam de tamanho, mas
normalmente ndo chegam a apresentar o
dobro do didmetro de uma célula na fase GO/
G1. Portanto, ao analisarmos a area do sinal
contra a largura do mesmo, os agregados
se tornam faceis de serem visualizados e
descartados da analise. Por fim, os eventos
devem ser analisados por histograma do filtro

FL2-H ou FL3-H, e o primeiro pico a esquer-
da corresponde as fases GO/G1, o segundo
pico corresponde as fases G2/M e os eventos
entre esses correspondem a fase S. Eventos
a esquerda do primeiro pico, considerados
hipodiploides correspondem as células em
apoptose (discutido a seguir).

Protocolo basico

a. Colete as células pelo seu método de escolha;

b. Centrifugue as células para remogéo de
meio de cultura;

c. Adicione o tampao de marcagio contendo
iodeto de propidio (Tris 3.4 mM pH 7.6;
NaCl 10 mM; NP-40 0.1%; RNase A 700
U/L; Iodeto de Propidio 0.075 mM) e se
necessario, ajuste a concentracio de células;

d. Coloque as amostras no gelo ao abrigo
da luz e deixe marcar por 15 minutos;

e. Analise as amostras no citometro de fluxo,
utilizando escala linear para o sensor de
fluorescéncia.

Dicas

e Apods a marcacio do seu conteudo de DNA
a célula ndo pode ser fixada, a leitura no
citbmetro deve ser realizada imediatamente,
devido a toxicidade do iodeto de propidio.

e Ressuspenda bem as células no tampéo
de marcacéo, a fim de minimizar os agre-
gados celulares.

QUANTIFICACAO DA
SINTESE DE DNA

Descricao

Células em proliferacdo replicam as suas
moléculas de DNA durante a fase S do ciclo
celular. Por meio da citometria de fluxo,
¢ possivel acompanhar as células que es-
tio sintetizando DNA por incorporacio de
5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU), um nucleo-
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Figura 9.1 - Analise do ciclo celular por marcacdo do conteddo de DNA. (A) Representacdo da

grade R1das células a serem analisadas levando em considera¢do o tamanho (FSC) e granulosidade
(SSC) da populagdo. (B) Representacdo da grade R2 para exclusdo dos agregados (doublets) de
células analisando a drea do sinal (FL3-A) pela sua largura (FL3-W). (C) Grafico demonstrando a
correlacdo direta da altura do sinal (FL3-H) com a sua drea na marcacao do conteldo de DNA.

sideo sintético analogo de timidina. A analise
bivariada da incorporagdo de BrdU contra
o0 conteudo de DNA ¢ capaz de distinguir
células na fase S, ndo somente pelo conteudo
de DNA, mas também pela quantidade de
BrdU incorporado. Por meio dessa técnica,
também ¢é possivel calcular a cinética do ciclo
celular. Para tal, é necessario fazer pulsos
de BrdU em diferentes tempos observando
0 percentual de células que incorporaram

(D) Histograma de uma andlise de ciclo celular com indica¢do das fases do ciclo celular.

BrdU e em qual fase do ciclo celular estéo.
A incorporacido de BrdU pode ocorrer in
vitro ou in vivo e posteriormente, os nucleo-
sideos BrdU incorporados sdo visualizados
pela marcacdo com anticorpos conjugados
a fluorocromos. Para tanto, ¢ necessario que
o epitopo do BrdU seja exposto, o que pode
ser feito utilizando calor, DNases e mais
comumente altas concentra¢des de acido
(HCI 2M). No entanto, se outras marcacgdes
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sao desejadas, o uso de altas concentracdes
de dcido ou calor néo ¢ recomendado, ja que
a sua utilizacio pode danificar os epitopos
de outras proteinas de interesse.

Protocolo basico

a. Colete as células pelo seu método de escolha;

b. Centrifugue as células para remogéo de
meio de cultura;

c. As células devem ser fixadas e lavadas
com PBS apds fixacio;

d. Incube as células no escuro por 20 minutos
em uma solugdo de HCI 2M contendo um
detergente;

e. Lave as células com uma solugio de 0,1M
de tetraborato de sodio, em seguida lave-
as com PBS;

f. Incube as células com anticorpo anti-BrdU
de escolha;

g. Lave as células e ressuspenda-as em uma
solucdo contendo iodeto de propidio e
RNase A;

h. Coloque as amostras no gelo ao abrigo
da luz e deixe marcar por 15 minutos;

1. Analise as amostras no citometro de fluxo.

Dicas

Para a marcacdo do BrdU pelo anticorpo
¢ desejado um grau de desnaturacdo que
pode ser atingido por meio do uso de acido,
no entanto um balanco dessa desnatu-
racdo ¢ necessario para nio prejudicar a
marcagao do conteudo de DNA.

CICLINAS E OUTROS
MARCADORES DE FASES
DO CICLO CELULAR

Descricao
A progressio ao longo do ciclo celular

¢ orquestrada por fosforilacdes e desfos-
forilagoes de diversas proteinas intracelu-

| Citometria de Fluxo

lares. Tais fosforilagdes sdo mediadas em sua
maior parte pelas CDKs e sdo essenciais para
avancar de uma fase do ciclo para outra. No
entanto, os niveis de expressio das CDKs
permanecem invariaveis durante o ciclo
celular. Por outro lado, os niveis de ciclinas
- as proteinas responsaveis por ativar as
CDKs, oscilam consistentemente ao longo
das fases do ciclo celular, de maneira que
a expressdo de algumas ciclinas pode ser
atribuida a um determinado estagio do ciclo.
Dentre essas ciclinas, vale citar: a ciclina D1
que estd associada a fase G1; a ciclina E que
¢ importante na progressio da fase G1 para
S; a ciclina A que ¢ expressa nas fases S e
G2 e a ciclina B1, expressa nas fases G2 e M.
Além das ciclinas, outras proteinas podem
ser utilizadas como marcadores para uma
analise bivariada do marcador em questio
contra o conteudo de DNA por citometria
de fluxo. A fosforilacdo da histona H3 esta
associada a condensacio de cromossomos
que ocorre apenas na fase M, e pode ser
detectada por meio do uso de anticorpos
especificos. A expressdo da proteina Ki67 é
altamente relacionada a proliferacio celular,
e em uma analise bivariada da marcagéo de
Ki67 contra o contetido de DNA, é possivel
distinguir as células quiescentes em GO das
células em G1.

Protocolo basico

a. Colete as células pelo seu método de escolha;

b. Centrifugue as células para remocio de
meio de cultura;

c. As células devem ser fixadas;

d. Lave-as com PBS apos fixacio;

e. Incube as células com um tampéo contendo
detergente;

f. Lave as células com PBS;

g. Incube as células com o anticorpo contra
a proteina marcadora desejada;

h. Lave as células e ressuspenda-as em uma
solucéo contendo iodeto de propidio e
RNase A;
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i. Coloque as amostras no gelo ao abrigo da
luz e deixe marcar por 15 minutos;
h. Analise as amostras no citémetro de fluxo.

DIVISAO CELULAR
Descricao

Células em proliferacio ao longo do ciclo
celular crescem, duplicam suas moléculas de
DNA e organelas, e se dividem ao término
da mitose. A proliferacdo celular pode ser
estimada pelo numero de divisdes de uma
determinada populagéo celular. Na citometria
de fluxo ¢ possivel observar o numero de
divisdes celulares de uma populagio através
do uso de succinimidil éster de diacetato de
carboxifluoresceina (CFDA-SE). O CFDA-SE
¢ uma molécula nio fluorescente, a qual a
membrana plasmética ¢ altamente permeavel.
Ao atravessar a membrana plasmatica, ¢
processada por esterases intracelulares que
removem o grupamento acetato e o con-
vertem em succinimidil éster de carboxif-
luoresceina (CFSE), uma molécula fluores-
cente e capaz de se ligar covalentemente a
proteinas. Apds a divisdo celular, o CFSE da
célula-maie ¢ dividido de forma equivalente
entre as células-filhas, fazendo com que as
células-filhas tenham metade da intensidade
de fluorescéncia da célula-mie. E possivel
observar o decaimento da intensidade de
fluorescéncia de uma populacéo celular depois
de cada divisdo até aproximadamente 5-8
divisdes celulares (Figura 9.2). Essa técnica
permite, portanto, o calculo ndo somente do
percentual de células que entraram em mitose,
mas também do nimero de divisdes de cada
uma das células de determinada populagao.

Protocolo basico

a. Colete as células;

b. Lave-as com PBS (ou meio sem soro fetal
bovino) e ajuste a concentracgéo para 1 X
106 células/ml;

c. Centrifugue e ressuspenda em 5pM de
CFDA-SE em PBS (ou meio sem soro fetal
bovino) pré-aquecido;

d. Incube as células por 15 minutos a 37°C
protegidas da luz;

e. Lave as células com cinco volumes de meio
de cultura com soro fetal bovino e incube-as
por mais 30 minutos a 37°C protegidas da luz;

f. Centrifugue as células para remogéo do meio;

g. Adicione meio de cultura novo;

h. Avalie a fluorescéncia de CFSE nos tempos
desejados por citometria de fluxo.
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Figura 9.2 - Andlise de proliferagao celular
utilizando CFSE. (A) Histograma de uma popu-
lacdo de células logo apds a marcagdo com
CFSE. (B) Histograma da mesma populagdo
mostrada em (A) apds 36 horas de cultura. O
numero de divisdes celulares observadas estd
indicado na figura.

Morte celular

Com o objetivo de padronizar a terminologia
e unificar os critérios utilizados para a definicdo
dos tipos de morte celular, foi criado, em 2005,
o Comité para Nomenclatura em Morte Celular
(Nomenclature Committee on Cell Death -
NCCD), composto por varios especialistas na
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drea. Desde entdo, esse comité tem publicado
artigos definindo e classificando as diferentes
formas de morte celular, com recomendagdes
sobre a maneira pela qual os resultados devem
ser apresentados formalmente.

Em sua ultima publicagio, o NCCD re-
conhece quatro principais modalidades de
morte celular: apoptose, necrose (que pode
ser “regulada” ou “acidental”), morte auto-
Jigica e cornificacdo, além de considerar a
existéncia de modalidades alternativas, tais
como, piroptose, netose e partanatos. Apesar
das duas formas “classicas” de morte celular, a
apoptose e a necrose, terem sido definidas por
andlise morfologica, os critérios bioquimicos
tem sido cada vez mais utilizados, pois sio
menos susceptiveis a subjetividade do ope-
rador. Nesse sentido, o NCDD propée que a
definigdo das modalidades de morte celular
ndo seja feita somente por um Unico critério,
mas que seja baseada em um balanco entre
critérios morfoldgicos e bioquimicos (Tabela
9.1), que abordem, preferencialmente, aspectos
distintos da morte celular. Uma vez definido
o tipo de morte celular em questio, a quanti-
ficagdo do fenémeno em diferentes condicses

experimentais pode ser, entdo, realizada por
meio da metodologia de preferéncia.

Em adigéio, o NCDD propée que certas ex-
pressdes, tais como “porcentagem de morte celu-
lar”, “porcentagem de apoptose” ou “porcentagem
de necrose”, sejam substituidas por expressies
que representem com maior clareza a natureza
do ensaio realizado, tais como “porcentagem
de células TUNEL-positivas”, “porcentagem de
nucleos hipodiploides”, “porcentagem de células
anexina-V positivas” e “porcentagem de células
positivas para caspase-3 ativa’,

A citometria de fluxo pode/deve ser uti-
lizada para a avaliacio e quantificacio de
morte celular, com claras vantagens. Dentre
elas, destacam-se a rapidez, o relativo baixo
custo (comparado com técnicas de microsco-
pia confocal, por exemplo), a possibilidade
de quantificar diversos parimetros na mesma
amostra, a individualizacio dos pardmetros
ao nivel celular e a ampla base instalada
de equipamentos capazes de realizar essas
técnicas. A seguir, serdo descritos os méto-
dos mais utilizados e aceitos na literatura
especializada, com seus protocolos basicos
e dicas para a otimizagio dos métodos.

f
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Figura 9.3 - Avaliagdo da morte celular pela mudanca na complexidade e tamanho das células: A
linhagem celular SKW6.4 foi cultivada por 24 horas sem tratamento (Controle) ou tratada com 200uM
de MnCL. E possivel observar a presenca de células mortas apds o tratamento com MnCl,, as quais
apresentam menor tamanho (FSC) e maior complexidade (SSC), formando uma populagdo heterogenea
que se posiciona diagonal no gréfico (54%). Na parte inferior direita estdo localizadas as células vidveis
e na parte inferior a esquerda estdo os debris celulares, que devem ser excluidos da analise final.
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MODIFICAGOES NO VOLUME E
GRANULOSIDADE CELULAR

Descricao

O sensor frontal do citémetro FSC
(Forward Scatter) quantifica o tamanho
das células de acordo com as dimensées da
sombra feita pela passagem das células em
frente ao feixe de luz. O sensor lateral SSC
(Side Scatter) percebe a quantidade de luz
dispersada pela opacidade das particulas, o
que correlaciona com a granulosidade e/ou
densidade celular. Células que estio mor-
rendo, especialmente per apoptose, exibem
modificacdes tipicas em suas propriedades
morfoldgicas e fisicas, facilmente analisadas
por citometria de fluxo. Normalmente, células
em apoptose exibem um aumento de SSC e
reducio de FSC, provavelmente relacionado
a condensacao da cromatina e & progressiva
reducdo de seu tamanho, respectivamente.
Células em morte autofigica exibem uma
grande mudanca no SSC, em razdo da for-
magdo de inumeros autofagossomos. Ja cé-
lulas em necrose sofrem, inicialmente, um
aumento de FSC, pelo aumento de volume

celular, mas que rapidamente. se transforma
em uma queda brusca dos dois parametros,
pois ocorre ruptura da membrana plasma-
tica e extravasamento do contetudo celular,
restando apenas debris (Figura 9.3).

Vale a pena ressaltar que ha uma enorme
variacdo desses pardmetros, que depende do
tipo celular analisado. Em alguns casos essas
mudancas sdo bastante evidentes, enquanto
em outros nio. Sendo assim, o uso desse
parametro para avaliacdo de morte deve ser
somente como primeiro indicativo e, como
mencionado acima, deve ser combinado
com outros métodos mais especificos de
quantificacio.

Protocolo basico

a. Colete as células pelo seu modo de preferéncia;

b. Centrifugue-as para remogéo do meio de
cultura e ajuste da concentracéo celular;

c. Opcionalmente, combine com outros mé-
todos de quantificacdo de morte, como a
analise de nucleos hipodiploides ou da ex-
ternalizacio de residuos de fosfatidilserina;

d. Analise-as em citdmetro de fluxo, utili-
zando os parametros FSC e SSC.

Controle

200uM MnCl,
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Figura 9.4 - Avaliacdo de perda de integridade da membrana plasmaética por incorporacdo de
lodeto de Propideo (PI): Células da linhagem Jurkat foram cultivadas por 24 horas sem trata-
mento (Controle) ou tratadas com 200uM de MnCl, Imediatamente antes da anélise no citémetro,
as células foram incubadas com PI. Os quadrantes da esquerda mostram as células saudaveis,
enquanto os quadrantes da direita representam as células incorporadas com PI.
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Dicas

® Reduza o estresse causado na preparacgao
de suas amostras, principalmente com
células aderentes e células primdarias. O
descolamento das células aderentes, seja
de forma mecénica (raspagem) ou pelo uso
de tripsina, pode induzir um nivel basal de
morte elevado. Teste qual ¢ o método mais
apropriado para cada linhagem celular.
Células primadrias sdo normalmente mais
sensiveis ao descolamento e a condigoes
de baixo nutriente. Mantenha-as no gelo,
se possivel, para desacelerar o dano.

AVALIACAODAPERMEABILIDADE
DA MEMBRANA PLASMATICA/
VIABILIDADE CELULAR

Descricao

Uma importante caracteristica de qualquer
célula viva é a manutencdo da permeabili-
dade seletiva de sua membrana plasmatica.
Quando uma célula morre por necrose ou
encontra-se em fase tardia do processo de
apoptose, sua membrana torna-se permeavel
a macromoléculas, permitindo a incorporagao
de marcadores fluorimétricos, tais como
iodeto de propideo (propidium iodide - PI),
7-Amino-Actinomicina D (7-AAD), SYTOX
e Hoechst 33342, no seu interior. Células
sauddveis ou em fase precoce da apoptose
mantém a integridade da sua membrana
celular e, portanto, excluem os marcadores
acima (Figura 9.4).

Protocolo basico

a. Colete as células através de seu modo de
preferéncia;

b. Centrifugue-as para remogéo do meio de
cultura e ajuste da concentragio celular;

. Acrescente o iodeto de propideo ou o
7-AAD, nio antes de 1h da analise (Néo

¢ necessaria a lavagem das células para
a remocéo do excesso desses reagentes);
d. Opcionalmente, faga uso concomitante
de outros métodos de quantificagio de
morte celular;
e. Imediatamente, analise as amostras em
citometro de fluxo.

Dicas

¢ ( iodeto de propideo e, em menor grau
o 7-AAD, sdo téxicos para a maioria das
células. Sendo assim, analise as amostras o
mais rapidamente possivel e as mantenha
em gelo. No caso de um grande numero
de amostras, divida-as em subgrupos e
acrescente o reagente aos subgrupos no
decorrer da analise.

e A marcacio de viabilidade por PI ou
7-AAD é um excelente complemento para
analise de externalizacdo de residuos de
fosfatidilserina (ver abaixo).

e A marcacio por PI ou 7-AAD ¢ também
uma excelente ferramenta para se usar em
conjunto com marcadores de proliferacao,
tais como o CFSE. Nesse caso, ¢ possivel
quantificar a morte celular em cada um
dos ciclos celulares.

EXTERNALIZAGAO DE RESIDUOS
DE FOSFATIDILSERINA

Descricdo

A membrana plasmatica é composta por
uma bicamada lipidica assimétrica em sua
composicdo proteica e lipidica. Em células
saudéveis, residuos de fosfatidilserina (phos-
phatidylserine - PS) sdo ativamente mantidos
na face interna da membrana, mas passam a
ser externalizados ja no inicio do processo
de apoptose. Quando isso acontece, a célula
apoptotica é prontamente reconhecida por
fagocitos profissionais (ou até mesmo por
células vizinhas), o que permite a sua rapida
remocio sem perda da arquitetura e fungdo

929



Pty P ———

100

Série da Pesquisa a Pratica Clinica (] Citometria de Fluxo

do tecido. No caso da morte por necrose
ou da morte associada a autofagia, quando
ocorre, a externalizacio ¢ bem mais tardia.

A anexina V ¢ uma proteina que tem a
propriedade de se ligar especificamente aos
residuos de PS, de maneira dependente de ions
Ca?". Por esse motivo, ela tem sido acoplada
a diferentes fluorocromos e extensivamente
utilizada como ferramenta para a caracteri-
zacdo e quantificacdo da morte celular. Porém,
os resultados obtidos por meio desse método
devem ser interpretados com cautela, por dois
principais motivos. O primeiro é que células
com ruptura na membrana plasmatica pos-
sibilitam a entrada da anexina V no interior
da célula, que passa a marcar os residuos de
PS presentes na face interna da membrana.
Sendo assim, a marcacio isolada com anexina
V néo distingue as células em apoptose das
células em necrose (com dano na membrana
plasmatica). Para se diferenciar a marcagio
dos residuos externalizados dos residuos da
face interna, ¢ recomendada a utilizacdo de
marcadores de integridade/viabilidade celu-
lar, tais como o PI ou 7-AAD. Como descrito
acima, esses reagentes so irdo marcar as células
com dano de membrana. Sendo assim, células
positivas para anexina V e negativas para PI/7-
AAD, definitivamente externalizaram residuos
de PS e, portanto, sdo consideradas células
apoptoticas. Células positivas para ambos os
marcadores possuem dano na membrana e
podem tanto ser necrdticas, como estarem
em fase avancada de apoptose (conforme
mencionado acima, em estagios tardios de
apoptose, as células perdem integridade de
membrana). Para diferenciar esses dois esta-
gios, recomenda-se repetir o experimento, com
diferentes tempos de incubacéo. O esperado
¢ que, caso o processo de morte celular seja
apoptatico, seja possivel detectar marcagio
somente por anexina V em periodos mais
curtos de incubac¢io com os estimulos indu-
tores de morte (Figura 9.5).

0 segundo motivo de cautela é que al-
gumas células (em particular os linfécitos T
e B) podem externalizar residuos de PS de
forma transitdria, como parte de seu processo

fisiolégico de ativacdo. O nivel de externali-
zacdo de PS em consequéncia da ativacéo ¢
geralmente menor, mas pode ser facilmente
confundido com células em apoptose.

Protocolo basico

a. Colete as células pelo seu modo de preferéncia;

b. Centrifugue-as para remogio do meio de
cultura e ajuste da concentracio celular;

¢. Ressuspenda as células em tampéo de mar-
cagdo contendo anexina V (10mM Hepes
(pH=7.4), 150mM NaCl, 5mM KCl, 1mM
MgCl2 e 1,8mM CaCl2) na concentragio
de até 2 x 10° células/mL;

d. Incube por 15-20 minutos em temperatura
ambiente, protegido da luz;

e. Opcionalmente, adicione iodeto de
propidio/7-AAD as amostras;

f. Imediatamente, analise as amostras em
citometro de fluxo.

Dicas

e Evite o uso de tripsina para o descolamento
das células aderentes das placas de cultura.
Atente para preparagdes de tripsinas que con-
tenham EDTA ou EGTA, que sdo quelantes
de cdlcio, um fon fundamental para ligacio
entre a anexina V e os residuos de PS.

e (aso seja necessaria ou desejavel, a fixacdo
e permeabilizacdo das células para mar-
cagdes intracitoplasmaticas deve ser feita
posteriormente a marcagio por anexina
V, ja que a permeabilizacdo das células
impede a diferenciacio entre a marcacdo
de residuos de PS na face interna e externa
da membrana.

e E possivel fazer a marcaciio com anexi-
na V em conjunto com anticorpos para
antigenos de superficie, desde que se man-
tenha o uso do tampao de marcagio rico
em calcio. Nesse caso, incube as células
a 4°C por 30-45min.

¢ Reduza ao maximo o numero de lava-
gens e centrifugacoes. Células mortas sdo
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igura 9.5 - Avalia¢do da morte celular por meio da andlise da externalizagdo de residuos de
fosfatidilserina: Células da linhagem HL-60 foram cultivadas por 24 horas sem tratamento (Con-
role), ou tratadas com 100uM ou 200uM de MnCl,. A figura mostra porcentagem de células vidveis
(guadrante inferior esquerdo), células em fase precoce de apoptose (quadrante inferior direito) e

sensiveis a estresse mecanico e podem
se desintegrar facilmente, o que causa a
subestimacio da porcentagem de morte
em determinada populacéo.

ANALISE DO CONTEUDO DE DNA
- MORTE CELULAR

escricdo

~ No ultimo estagio da cascata apoptotica,
a endonuclease CAD (Caspase-activated
NAse) é liberada apds a clivagem de seu
inibidor iCAD pela caspase-3. Essa enzima
transloca-se para o nucleo e promove a frag-
mentacdo do DNA nas regides entre histonas,
gerando fragmentos interoligonucleossomais
le aproximadamente 200pb. Esse fendmeno
€ um dos responsaveis pela reorganizacao da
Eromaﬁna, que se condensa e forma o nucleo
icnotico, caracteristico da apoptose. Um
outro fendmeno associado a fragmentacdo
do DNA via CAD, ¢ a reducio do conteudo
total de DNA no nucleo da célula em apop-
tose, pois os pequenos fragmentos gerados
atravessam os poros da membrana nuclear.

élulas em fase tardia de apoptose ou em necrose (quadrante superior direito).

Ao aproveitar-se dos fendomenos descritos
acima, a técnica de lise celular com tampéo
hipotdnico (que rompe a membrana plasmatica,
mas deixa intacta a membrana nuclear), as-
sociada a marcacédo com iodeto de propideo
permite a facil deteccdo e quantificacdo dos
niveis de apoptose. Com livre acesso ao interior
do nucleo apds o rompimento da membrana
plasmatica pelo tampéo hipoténico, o iodeto
de propideo se intercala ao DNA de forma
proporcional ao conteudo deste. Células viaveis
de mamiferos em GO/G1 apresentam nucleos
diploides (2n) e, dependendo da fase de seu
ciclo celular, podem apresentar até 4# (G2/M)
(Figura 9.6). Células em apoptose apresentam
nucleos hipodiploides, ou seja, nucleos com
quantidade inferior a 2n, em funcio da perda
de pequenos pedagos do DNA e da conden-
sacfio da cromatina, que dificulta a intercalagio
do iodeto de propideo ao DNA (Figura 9.6).

Protocolo basico

a. Apods o ensaio de morte, recuperar todas
as células da cultura, aderentes ou em
suspensao, incluindo as células mortas
de debris da cultura;
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b. Centrifugue as células para remocio de
meio de cultura;

c. Adicione o tampao hipotdnico de marcagiio
contendo iodeto de propidio (Tris 3.4 mM
pH 7.6; NaCl 10 mM; NP-40 0.1%; RNase
A 700 U/L; Iodeto de Propidio 0.075 mM)
em concentracdo ndo superior a 1 x 10°
células/ mL;

d. Coloque as amostras no gelo ao abrigo
da luz e deixe marcar por 15 minutos;

e. Analise as amostras no citdmetro de fluxo.

Dicas

o Filtrar a amostra apos a lise celular é fun-
damental para prevenir de entupimento
do citometro.

o 0 histograma de andlise do contetido de DNA
deve conter uma janela na regido sub-GO
para quantificagéo dos nucleos apoptoticos.
Contudo, ¢ fundamental que essa janela nio
toque o eixo Y do grafico, para excluir debris
que ndo correspondem a nucleos celulares.

e Como ha o rompimento da membrana
citoplasmatica, ndo ha como distinguir
diferentes subpopulacées dentro da mesma
amostra. Nesse caso, deve-se separar as
populagdes previamente a marcagio.

o Células necréticas nio apresentam normal-
mente alto nivel de fragmentacéo, pois nio
ativam especificamente a enzima CAD. Porém,
em algumas circunstancias, pode ocorrer uma
degradacdo nio especifica do DNA, fazendo
com que as células necrdticas aparecam logo
a esquerda do pico GO/G1. Nesses casos, 0 uso
de um pan-inibidor de caspases pode ajudar
a discriminar se as células estdo morrendo
por apoptose ou por necrose.

MODIFICAGOES NO POTENCIAL
DE MEMBRANA MITOCONDRIAL

Descricao

A mitocondria desenvolve papel central na
apoptose, sofrendo alteraces nas propriedades
da sua membrana externa apds receber os es-
timulos apoptéticos. Essas alteracoes levam a
liberagio de proteinas apoptogénicas confina-
das no espaco intermembranar para o citosol,
desencadeando assim o processo apoptotico.
Esses fatores incluem o citocromo c que catalisa
a formacdo de um complexo de ativacio de
caspases, denominado apoptossomo, formado
por citocromo-c, Apaf-1 (apoptosis protease-
activating factor-1), dATP e pro-caspase-9.
Associado a esses eventos, ocorre uma perda

# ™
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Figura 9.6 - Avaliacdo da morte celular pela da andlise do contetido de DNA. Células da linhagem DO11.10
foram tratadas ou ndo com 1ug/ml de anticorpos anti-CD3 durante 18 horas. Células & esquerda do maior
pico (GO-G1) apresentam contetido de DNA hipodiploide, sendo consideradas células em apoptose.
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Figura 9.7 - Modificagdes no potencial de membrana mitocondrial. Células HL-60 foram cultivadas
por 24 horas sem tratamento (Controle) ou na presenca de 200uM de MnCl, e marcadas com
DIOC,(3). Os quadrantes da direita mostram as células saudaveis, enquanto os quadrantes da
esquerda representam células com potencial de membrana mitocondrial diminuido e, portanto,

em processo de morte celular.

de potencial da membrana mitocondrial (PMM),
0 que pode ser acompanhado por citometria
de fluxo, através da utilizacio de diferentes
corantes lipofilicos, tais como a rodamina 123
e 3,3'-dihexiloxacarbocianina - DiOC,(3), ou a
dicianina (JC-1) (Figura 9.7). Nos dois primeiros
casos, observa-se uma perda da intensidade
de fluorescéncia durante o processo de morte
celular, justamente pela queda do potencial do
PMM. No caso do JC-1, o processo de morte
celular resulta em uma mudanca no espectro
de fluorescéncia, de vermelho para verde, que
pode ser acompanhada utilizando-se os filtros
FL1-H e FL2-H.

Protocolo basico

a. Colete as células por meio de seu modo
de preferéncia (essa técnica requer um
minimo de 5x10° células por amostra);

~ b. Centrifugue-as para remoc¢io do meio de
cultura e ajuste da concentracdo celular;
c. Ressuspenda as células em solucio con-
tendo um dos corantes. Para DiOC,(3),
utilizar a concentracio de 40 nM/100 pL
por amostra, em meio de cultura sem soro;

d. Incube por 20 minutos em estufa umidi-
ficada a 37°C, protegido da luz;

e. Apos esse periodo analise as amostras em
citbmetro de fluxo.
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