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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Pedro Ivo Lucena da Nobrega

A familia de fatores de transcricdo NFAT (Fator Nuclear de células T Ativadas) é composta por quatro
proteinas responsivas a influxo de calcio (NFAT1-4) que apresentam diferentes isoformas ja
descritas. O NFAT2 foi correlacionado com alguns tipos de canceres como linfomas e carcinomas
pancreaticos, sugerindo um papel desta proteina na oncogénese. Duas isoformas do NFAT2
divergem apenas em sua porgao N-terminal, apresentando 42 aminoacidos diferenciais no N-terminal
da isoforma NFAT2a, codificados pelo éxon 1 do gene e 28 aminoacidos diferenciais no NFAT2p,
codificados pelo éxon 2. Em linfécitos T e B naive, o NFAT2B apresenta niveis basais de expressao,
enquanto os niveis de NFAT2a sdo massivamente aumentados apds ativacdo antigénica. Apesar
destes perfis distintos de expresséo sugerirem fungdes diferenciais na regulagdo génica, pouco se
conhece a respeito de papéis especificos destas isoformas na fisiologia celular. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar o envolvimento das isoformas NFAT2a e NFAT2B no controle de morte e
transformacado celular. Para investigar os papéis diferenciais das isoformas do NFAT2, formas
constitutivamente ativas (CA) destas proteinas foram expressas em fibroblastos NIH3T3 por
transdugéo retroviral. Nossos dados mostraram que as proteinas CA-NFAT20 e CA-NFAT2p afetam
diferencialmente a transformagdo e a morte celular em células NIH3T3. Células expressando CA-
NFAT20 apresentaram fenétipos de transformacao celular como perda da inibicdo de crescimento
por contato, crescimento independente de ancoragem e formagédo de tumores em camundongos
imunodeficientes apés inoculagdo subcutanea. Em contrapartida, CA-NFAT2 levou a um fendtipo
menos intenso de transformagédo celular e induziu morte celular a partir da regulagdo positiva da
citocina TNF-a. Além disso, demonstramos que os papéis diferenciais das isoformas do NFAT2 em
células NIH3T3 dependem dos dominios N-terminais alternativos. Um dominio acidico N-terminal
especifico do NFAT2f3 é essencial para a morte celular induzida por esta isoforma, uma vez que a
ablacdo do dominio ou mutagbes sitio-dirigidas de aminoéacidos acidicos conservados aboliram
completamente a indugdo de morte celular pelo CA-NFAT2[ e promoveram a transformagéo celular.
Adicionalmente, a expressdo de CA-NFAT2B em linfécitos T CD4" primarios induziu morte celular e
aumento de TNF-o e da proteina indutora de apoptose FasL. A analise dos niveis de mRNA das
isoformas do NFAT2 em linhagens celulares tumorais e amostras de tumores humanos mostrou uma
expressdo aumentada da isoforma NFAT20 em linhagem (Raji) e amostras de linfomas de Burkitt e
linfomas difusos de grandes células B (DLBCL), sugerindo um papel oncogénico especifico para a
esta isoforma. Em conjunto, estes resultados sugerem que dominios alternativos no NFAT2 poderiam
conferir mecanismos diferenciais para o controle de fungdes celulares, onde o NFAT2a poderia atuar
como um fator oncogénico, enquanto o NFAT23 poderia desempenhar papéis pro-apoptéticos.
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ABSTRACT

Pedro Ivo Lucena da Nobrega

NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells) family of transcription factors is composed of four calcium-
responsive proteins (NFAT1-4) that display different isoforms. NFAT2 were associated to the
development of several cancer types such as lymphomas and pancreatic carcinomas. Two of the
NFAT2 isoforms diverge only at the N terminus, which contains 42 amino acids in the NFAT2c. protein,
encoded by exon 1 of the gene, or 28 differential amino acids in the NFAT2f protein, encoded by exon
2. In naive T and B lymphocytes, NFAT23 has a basal expression level while NFAT2o levels are
massively increased after antigenic activation. Although distinct expression patterns suggest
differential roles in gene regulation, specific roles in cell physiology for NFAT2 isoforms remain
unclear. Then, the aim of this work is to analyze differential roles of NFAT2 isoforms in cell death and
transformation. In order to study the roles of NFAT2 isoforms in cell physiology, non-transformed
NIH3T3 fibroblasts were retrovirally transduced with vectors containing constitutively active (CA) forms
of NFAT2 proteins. Our data showed that CA-NFAT20. and CA-NFAT2p distinctly affect cell death and
transformation in NIH3T3 cells. CA-NFAT20-expressing cells showed cell transformation phenotypes
such as loss of contact growth inhibition, anchorage-independent cell growth, and tumor formation in
immunodeficient mice. In contrast, CA-NFAT2B led to a milder cell-transformation phenotype and
induced cell death through up-regulation of TNF-a cytokine. Furthermore, we demonstrated that
differential roles for NFAT2 isoforms in NIH3T3 cells depend of alternative N-terminal domains. A
NFAT2B-specific N-terminal acidic domain is necessary for cell death induction, whereas its ablation or
substitutions of conserved acidic amino acids completely abolish cell death and enhance cell
transformation phenotype. CA-NFAT2[3 expression also induces cell death and increases the levels of
FasL and TNF-o. in CD4" T cells. The analysis of NFAT2 isoforms mRNA levels in cancer cell lines
and human cancer samples showed increased expression of NFAT2a in Burkitt lymphoma cell line
(Raji) and samples, and diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) samples, suggesting an isoform-
specific involvement of NFAT2 in cancer development. Taken together, these data suggest that
alternative domains in NFAT2 could provide differential mechanisms for control of cellular function,
supporting that NFAT20. acts as an oncogenic factor while NFAT2( could play pro-apoptotic roles.
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Rei: E tu para que queres um barco, pode-se saber?
Homem do barco: Para ir a procura da ilha desconhecida.
Rei (disfarcando o riso): Que ilha desconhecida?
Homem do barco: A ilha desconhecida.

Rei: Disparate, ja ndo ha ilhas desconhecidas!

Homem do barco: Quem foi que te disse, rei, que ja ndo ha ilhas

desconhecidas?

Rei: Estdo todas nos mapas.

Homem do barco: Nos mapas so estéo as ilhas conhecidas.
Rei: E que ilha desconhecida é essa de que queres ir a procura?

Homem do barco: Se eu to pudesse dizer, entdo nao seria

desconhecida.

Rei (sério): A quem ouviste tu falar dela?

Homem do barco: A ninguém.

Rei: Neste caso, por que teimas em dizer que ela existe?

Homem do barco: Simplesmente porque é impossivel que ndo exista

uma ilha desconhecida.

(José Saramago — O Conto da llha Desconhecida)
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Proteina de especificidade 1 (specificity protein 1)
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Molécula de interacéo estromal (stromal interaction molecule)
Dominio de transativacéo (fransactivation domain)

Dominio de transativacdo C-terminal (C-terminal transactivation
domain)

Dominio de transativacdo N-terminal (N-terminal transactivation
domain)

Proteina ligadora de TATA (TATA binding protein)

Tampao tris salino (tris-buffered saline)

O Atlas do Genoma do Cancer (The Cancer Genome Atlas)
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Fator de necrose tumoral o (tumor necrosis factor o)
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VEGFR
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Receptor de TRAIL (TRAIL receptor)
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phosphatase)

Proteina contendo motivo tripartido 17 (tripartite motif-containing
protein 17)
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(transformation/transcription domain-associated protein)
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growth factor)

Receptor de VEGF (VEGF receptor)
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1. Introducgao

1.1. A familia NFAT de fatores de transcrigcao

O fator nuclear de células T ativadas (NFAT — nuclear factor of activated T
cells) foi descrito inicialmente como um fator de transcrigdo essencial para ativagao e
diferenciacdo de células T (SHAW et al., 1988). Apesar do nome, as proteinas da
familia NFAT estdo presentes ndo apenas em células T, mas também em diversos
outros tipos celulares (RAO et al., 1997). A familia NFAT é atualmente composta por
quatro membros regulados pela sinalizagao calcio/calcineurina (Fig.1.1), NFAT1
(NFATp ou NFATc2), NFAT2 (NFATc ou NFATc1), NFAT3 (NFATc4) e NFAT4
(NFATc3 ou NFATX), além de um quinto membro, NFATS (TonE-PB ou NFATI1),
regulado por estresse hiperosmoético (MCCAFFREY et al., 1993; NORTHROP et al.,
1994; HOEY et al., 1995; MASUDA et al., 1995; LOPEZ-RODRIGUEZ et al., 1999).
Todos os membros da familia regulados por calcio ja tiveram diferentes isoformas
descritas (Fig.1.1) (VIHMA et al., 2008). Sendo o NFAT5 um membro mais distante
da familia NFAT, nos ateremos a descrever os membros da familia regulados pela
via calcio/calcineurina. Sempre que utilizarmos o termo NFAT neste trabalho,
estaremos nos referindo aos quatro membros classicos da familia, NFAT1-4.

As proteinas da familia NFAT apresentam dois dominios conservados: o
dominio de ligacdo ao DNA (DBD - DNA-binding domain), que define a familia
NFAT, e a regido de homologia a NFAT (NHR - NFAT homology region),
responsavel pela regulagdo da localizagdo subcelular das proteinas NFAT (Fig. 1.1)
(RAO et al., 1997). O DBD e o NHR sao flanqueados ainda por dois dominios de
transativagcao a N-terminal (TAD-N) e C-terminal (TAD-C) (RAO et al., 1997).

As proteinas NFAT foram caracterizadas como proteinas citosoélicas
presentes constitutivamente em células em repouso (RAO et al, 1997). Com a
estimulacdo de receptores ligados a mobilizagdo de calcio, como o TCR, BCR,
receptores tirosina-cinase e receptores acoplados a proteina G, as proteinas NFAT
sao ativadas pela calcineurina, uma serina-treonina fosfatase que é ativada pela via
calcio/calmodulina e é alvo das drogas imunossupressoras ciclosporina A (CsA) e
FK506 (RAO et al., 1997). Uma vez ativados, os fatores de transcricdo NFAT sao
translocados para o nucleo, podendo se ligar a regides promotoras e enhancers de

seus diversos genes-alvo.
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Figura 1.1. A familia NFAT de fatores de transcrigao. Representagdo esquematica dos
membros da familia NFAT e de suas isoformas. Estédo representados no esquema o dominio
de ligagao ao DNA (DBD), a regido de homologia a NFAT (NHR), o dominio de transativagao
N-terminal (TAD-N) e o dominio de transativagao C-terminal (TAD-C). As caixas preta, cinza,
vermelha e azul representam motivos conservados entre proteinas NFAT presentes nos
dominios de transativacao das proteinas NFAT. Adaptado de MOGNOL et al. (2016).

1.1.1. Dominios funcionais das proteinas NFAT

O DBD é o dominio que define as proteinas da familia NFAT. Este € um
dominio de cerca de 300 residuos, contido entre os residuos ~400 e ~700 das
proteinas da familia, sendo altamente conservado dentro da familia NFAT. Este
dominio também €& conhecido como RHR (Rel homology region — regidao de
homologia a Rel), devido a sua moderada similaridade de sequéncia ao dominio de
ligagcdo ao DNA das proteinas da familia Rel (NOLAN, 1994; JAIN et al., 1995). Este



dominio apresenta identidade de sequéncia de aproximadamente 65% entre os
membros da familia NFAT e de aproximadamente 17% entre a familia NFAT e a
familia Rel (HOEY et al., 1995). Apesar da aparentemente pequena identidade de
sequéncia entre o DBD das proteinas da familia NFAT e o das proteinas da familia
Rel, a sequéncia minima de ligagdo ao DNA da proteina NFAT1 (cerca de 190
aminoacidos) possui grande similaridade com o dominio N-terminal da proteina NF-
kB p50, responsavel pelo contato desta proteina com bases especificas do DNA
(JAIN et al., 1995; MULLER et al., 1995). A alca de reconhecimento (RFRYXCEG)
nas proteinas da familia Rel de fatores de transcrigdo esta representada na familia
NFAT pela sequéncia igualmente conservada RAHYETEG, cujos residuos de
aminoacido sublinhados representam pontos de contato com DNA (JAIN et al., 1995;
CHYTIL e VERDINE, 1996; CHEN et al., 1998).

Outro dominio que possui conservagado importante entre os membros da
familia NFAT é a regido de homologia a NFAT. Este dominio de aproximadamente
300 aminoacidos esta localizado a N-terminal do DBD e apresenta um menor grau
de identidade de sequéncia se comparado ao DBD. Contudo, alguns motivos de
sequéncia altamente conservados estdo presentes no NHR e sdo caracteristicos da
familia NFAT (HOGAN et al., 2003). Este € um dominio regulatorio, responsavel pela
interacao com a fosfatase calcineurina e localizagado subcelular das proteinas NFAT
(LUO et al., 1996¢). Em células em repouso, 0 NHR apresenta-se fosforilado em
varios residuos de serina especificos distribuidos em trés motivos de repetigcao
serina-prolina (SP-repeat motifs), de sequéncia consenso
[SPxx]SPxxSPxxSPxxxxx[D/E][D/E] (onde x representa aminoacidos nao-
conservados), em duas regides ricas em serina, SRR-1 (serine-rich region-1), de
sequéncia SPASSGSSASFISD, e SRR-2 (serine-rich region-2), de sequéncia
SRSSS, e um motivo KTS (BEALS et al., 1997a; OKAMURA et al., 2000; HOGAN et
al., 2003) (Fig. 1.2). Quando ativada, a calcineurina se liga ao NHR pela sequéncia
conservada PxIxIT (Fig. 1.2) e desfosforila as serinas dos residuos citados acima
(ARAMBURU et al.,, 1998; LIU et al., 1999). A regiao de homologia a NFAT
apresenta também uma sequéncia de localizacao nuclear (NLS — nuclear localization
signal), de sequéncia KRR ou KRK (LUO et al., 1996c¢).
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Figura 1.2. Dominios funcionais das proteinas NFAT. Esquematizagdo dos dominios funcionais
das proteinas da familia NFAT. Os membros da familia NFAT apresentam dois dominios altamente
conservados em sua estrutura protéica: o dominio de ligagdo ao DNA (DBD) e a regido de
homologia a NFAT (NHR). As proteinas NFAT apresentam também diferentes dominios de
transativagéo (TAD) nas regides N- e C-terminal. No NHR estéo representados a regido regulatéria
de NFAT1 onde estao representados: as regides ricas em serina (SRR1 e SRR2), os motivos
serina-prolina (SP1, SP2 e SP3), o motivo KTS e o sinal de localizagéo nuclear (NLS). Adaptado de
MULLER e RAO (2010).

As regides das proteinas NFAT localizadas fora do DBD e do NHR
mostram relativamente pouca conservacdo entre os membros da familia. Essas
regibes sédo definidas como dominios de transativacédo (RAO et al., 1997). Estes
dominios compreendem os ~100 residuos de aminoacido da por¢cao mais N-terminal
das proteinas, chamada de TAD-N e a por¢ao C-terminal, o TAD-C, que pode variar
de ~15 a ~400 residuos de aminoacido. Ja foi descrito que as regides N-terminais do
NFAT1, da isoforma 3 do NFAT2 e do NFAT3 sdo capazes de promover atividade
transcricional em ensaios de unico-hibrido (LUO et al., 1996b; YANG et al., 2001;
HOCK e BROWN, 2003). O mesmo foi observado para as regides C-terminais do
NFAT1, do NFAT3, do NFAT4 e das isoformas longas do NFAT2 (LUO et al., 1996b;
IMAMURA et al., 1998; CHUVPILO et al., 1999a; YANG et al., 2001). Além de seu
papel direto na transativagdo de genes, os TADs das proteinas NFAT podem ainda
ser necessarios para cooperagao com proteinas parceiras na regulacdo génica,
como o fator de transcrigao MEF2 (myocyte enhancing factor 2) ou a proteina co-
reguladora IRF-2BP2 (interferon regulator factor-2 binding protein 2), que interagem
com o TAD-C do NFAT1, ou os co-fatores transcricionais CBP/p300, que interagem
com o TAD-N do NFAT1 e do NFAT2 (GARCIA-RODRIGUEZ e RAO, 1998; AVOTS
et al., 1999; YOUN et al., 2000; CARNEIRO et al., 2011).

Os dominios de transativagcao podem estar completamente ausentes em
algumas isoformas ou reter alguns pequenos motivos conservados entre os
diferentes membros da familia (Fig. 1.1). Trés principais motivos conservados podem
ser identificados dentro dos TADs das variantes do NFAT, um presente no TAD-N e

dois no TAD-C (Fig. 1.1). O primeiro motivo, localizado no TAD-N, esta presente na
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maioria das proteinas NFAT (Fig. 1.1., caixa preta) e é composto por varios
aminoacidos acidicos e hidrofébicos, o que sugere que este possa atuar como um
dominio acidico de ativacéo da transcricao (TRIEZENBERG, 1995; RAO et al., 1997,
HOCK e BROWN, 2003). O segundo motivo se localiza no inicio do TAD-C (Fig. 1.1,
caixa cinza) e ja foi descrito como um sitio de sumoilagdo nas proteinas NFAT1 e
NFAT2 capaz de alterar a localizagdo destas proteinas no nucleo, afetando sua
atividade (TERUI et al., 2004; NAYAK et al., 2009). O terceiro motivo se localiza no
fim do TAD-C (Fig. 1.1., caixas vermelha e azul) e dados da literatura sugerem que
este é importante para a transativagao a partir do TAD-C das proteinas NFAT (LUO
et al., 1996b; IMAMURA et al., 1998; CHUVPILO et al., 1999a; YANG et al., 2001).
As proteinas NFAT apresentam isoformas que variam em suas por¢des N-
e C-terminais, levando a um grande repertorio de dominios TAD. Como essas
regides podem regular a expressdo génica, a presenga ou auséncia de motivos
conservados nas diferentes variantes do NFAT talvez resulte em funcdes
diferenciais. Entretanto, ainda ha caréncia de evidéncias diretas que demonstrem

um papel diferencial das isoformas do NFAT na fisiologia celular.

1.1.2. Regulagao e atividade das proteinas NFAT

Trés passos importantes foram definidos para a agao das proteinas NFAT:
a desfosforilagdo dos residuos de serina presentes no NHR, a translocacéo para o
nucleo e a ligacdo ao DNA. Em células em repouso, o NFAT encontra-se fosforilado
no citoplasma e demonstra baixa afinidade ao DNA (SHAW et al., 1995). Estimulos
envolvidos com a mobilizagdo de calcio rapidamente levam a desfosforilagdo das
proteinas NFAT e sua translocacéo para o nucleo, onde se ligam ao DNA, gracas a
alta afinidade das proteinas NFAT desfosforiladas por este (RAO et al., 1997). Uma
vez ligadas ao DNA, as proteinas NFAT podem, juntamente com outros fatores,
promover a expressao génica. Com a diminuigdo dos niveis de calcio intracelulares,
o NFAT é novamente fosforilado e levado de volta ao citoplasma (LOH et al., 1996a;
LOH et al., 1996b). A via de ativagdo do NFAT esta demonstrada na Figura 1.3.

A estimulagao de receptores ligados a mobilizagado de calcio, como TCR,
BCR, receptores acoplados a proteina G, receptores tirosina-cinase e receptores Fcy
e Fce, ativa a fosfolipase C (PLC — phospholipase C) (HOGAN et al., 2003; MACIAN,
2005). A PLC ativada hidrolisa o fosfatidilinositol bifosfato (PIP2), gerando
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diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). O IP3 se liga a seu receptor na
membrana do reticulo endoplasmatico, levando a sua abertura e a liberagdo de
calcio do reticulo endoplasmatico para o citoplasma. A deplegéo de calcio do reticulo
endoplasmatico leva a ativacdo das proteinas STIM (stromal interaction molecule)
que levam a abertura de canais de calcio ativados por liberagado de calcio (CRAC —
calcium release-activated calcium channels) presentes na membrana plasmatica e
estes permitem um aumento sustentado dos niveis citoplasmaticos de Ca?* (HOGAN
et al., 2010). O Ca?* se liga a calmodulina (CaM) que ativa a calcineurina.

A ativagcdo de NFAT esta diretamente relacionada com a atividade da
calcineurina. A fosfatase calcineurina € composta por duas subunidades: CnA, com
atividade catalitica e CnB, regulatéria. A ligagdo da calmodulina a CnB leva a
ativagdo da subunidade catalitica CnA. Enquanto os niveis intracelulares de calcio
permanecem elevados, a calcineurina permanece ativa e o NFAT permanece
ativado no nucleo. Com a inibicdo da calcineurina pela redugao dos niveis de calcio
intracelulares ou por inibidores como ciclosporina A e FK506, as proteinas NFAT sao
rapidamente refosforiladas e translocadas para o citoplasma (LOH et al., 19964;
LOH et al., 1996b; SHIBASAKI et al., 1996). A refosforilagdo das proteinas NFAT é
feitas por varias cinases nucleares, como CK1 (casein kinase 1), GSK3 (glycogen
synthase kinase 3) e DYRK1A (dual-specificity tyrosine-phosphorylated and
regulated kinase 1A) (BEALS et al., 1997b; OKAMURA et al., 2004; ARRON et al.,
2006; GWACK et al., 2006). A desfosforilagdo e refosforilagdo e as respectivas
importagédo e exportagao nuclear das proteinas NFAT podem ser repetidas inumeras
vezes, mostrando que a ativagdo de NFAT é regulada pela dinamica entre a
atividade da calcineurina e a de cinases nucleares que o inativam.

O mecanismo de ativagcao das proteinas NFAT por desfosforilacdo foi
elucidado por analises das proteinas NFAT1 e NFAT2. Dados presentes na literatura
indicam que 14 residuos de serina localizadas nos motivos conservados da regiao
regulatoria do NFAT sao fosforilados em células em repouso e, apds estimulo, 13
destas serinas sado desfosforiladas pela calcineurina (Fig. 1.2) (OKAMURA et al.,
2000; PORTER et al., 2000; NEAL e CLIPSTONE, 2001). A substituicdo destes
residuos de serina para alanina nas proteinas NFAT1 e NFATZ2 resulta em proteinas
constitutivamente ativas (CA-NFAT1 e CA-NFATZ2). Estas proteinas mimetizam
proteinas desfosforiladas e apresentam localizagcdo permanentemente nuclear, com
atividade transcricional mesmo em células nao-estimuladas ou pré-tratadas com CsA
(OKAMURA et al., 2000; MONTICELLI e RAO, 2002).
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Figura 1.3. Via de ativacdao das proteinas NFAT. Representagdo esquematica das vias de
ativacado das proteinas NFAT. A estimulagido de receptores de membrana leva ao aumento dos
niveis citoplasmaticos de Ca?' e ativagdo da calmodulina (CaM), que, por sua vez, ativa a
calcineurina. A calcineurina ativada desfosforila as proteinas NFAT que expdéem um sinal de
localizagédo nuclear (NLS), sendo translocadas para o nucleo. No nucleo o NFAT interage com
diversos outros fatores de transcrigdo, sendo o principal deles o AP-1. Proteinas cinases como
CK1 e GSK3 refosforilam o NFAT, que passa a ocultar o NLS e é levado para o citoplasma.
Estas e outras cinases ainda ajudam a manter o NFAT no citoplasma. O diacilglicerol (DAG)
ativa a proteina cinase C (PKC) que ativa indiretamente a via de Ras/MAPKs através da
fosforilagdo de RasGRP (Ras guanyl-releasing protein), que ativa Ras. Esta via leva a ativagao
do fator de transcricdo AP-1, o principal parceiro transcricional das proteinas NFAT. Adaptado de
MOGNOL et al. (2016).



Sitios de ligagdo de NFAT ao DNA sdo encontrados em regides
promotoras e enhancers de diversos genes. O sitio de ligacao de NFAT ao DNA é
determinado pela sequéncia consenso 5’- (A/T)GGAAA -3’ (RAO et al., 1997). Uma
vez ativadas e presentes no nucleo, as proteinas NFAT podem cooperar com
diversos outros fatores de transcricdo na regulagdo de seus genes-alvo. Quando
descrito inicialmente na regulacdo da expressao de IL-2 em células T, foi sugerido
que o complexo regulatério NFAT seria composto por dois sub-componentes
(FLANAGAN et al., 1991). O primeiro, a proteina NFAT propriamente dita, residente
no citoplasma e posteriormente translocada para o nucleo, e o segundo, um
componente nuclear que nao seria sensivel a inibicdo via CsA ou FK506.
Posteriormente, foi observado que este sub-componente nuclear do complexo NFAT
equivaleria ao ja descrito fator de transcricao AP-1 (activator protein-1), um
heterodimero composto por membros da familia de proto-oncogenes Fos e Jun
(JAIN et al., 1992). Nas regides promotoras de determinados genes, foi observado
que os complexos NFAT:AP-1:DNA apresentavam estabilidade até 20 vezes maior
se comparados a complexos NFAT:DNA, sendo a interacdo NFAT:AP-1
extremamente importante para a transativacao de diversos genes (RAO et al., 1997).
Deste modo, os fatores de transcricdo AP-1 sdo os principais € melhor estabelecidos
parceiros transcricionais das proteinas NFAT, atuando como componentes cruciais
para a regulagao génica.

Além de cooperar com AP-1, as proteinas NFAT também s&o capazes de
interagir com proteinas co-reguladoras, como IRF-2BP2 e CBP/p300, ou outros
fatores de transcricdo, como GATA-3, NF-«xB (Nuclear factor kB), IRF-4 (interferon
regulator factor-4), EGR (early growth response protein) e MEF2, o que resulta em
um mecanismo cooperativo entre as vias de sinalizagado de calcio e outras vias na
regulagdo de respostas biolégicas (BLAESER et al., 2000; RENGARAJAN et al.,
2000; MACIAN et al., 2001; RENGARAJAN et al., 2002; HOGAN et al., 2003;
CARNEIRO et al., 2011).

1.1.3. Isoformas das proteinas NFAT e sua expressao

Os membros da familia NFAT podem apresentar diferentes isoformas,
produtos de diferentes inicios de transcricdo ou de splicing alternativo, que diferem

em suas porgdes N- e C-terminal, conservando a regidao central da proteina,
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composta pelo dominio de ligagcao ao DNA e a regidao de homologia a NFAT (RAO et
al., 1997).

O NFAT1 (NFATp ou NFATc2) apresenta 2 variantes de splicing
principais, nomeadas como isoformas B e C (LUO et al., 1996a). Estas isoformas
diferenciam-se em sua porgao C-terminal (Fig. 1.1), a partir dos aminoacidos 909 e
907 nas proteinas murinas e humanas, respectivamente. Posteriormente, foi
observado que o NFAT1 pode variar em sua porgao N-terminal, através de éxons de
iniciacdo distintos. Dessa forma, foram descritas duas novas isoformas que
apresentam o éxon 1 do gene como éxon de iniciagdo e ndo o éxon 2, presente nas
isoformas B e C previamente descritas. O gene do NFAT1 é expresso em diversos
tipos de tecidos, sendo a proteina detectada em células do musculo esquelético, do
musculo liso vascular, células cartilaginosas, adipdcitos, sistema nervoso central,
intestino delgado, colon, testiculos, mama e diversas células do sistema imune (HO
et al., 1994; WANG et al., 1995; ABBOTT et al., 1998; BOSS et al., 1998; HO et al.,
1998; RANGER et al., 2000; UHLEN et al., 2010; UHLEN et al., 2015).

O NFAT2 (NFATc ou NFATc1) apresenta 6 isoformas descritas em células
humanas e murinas, denominadas a (ou a/A), B (ou B/A), a/B, B/B, o/C e B/C (Fig.
1.1) (NORTHROP et al., 1994; PARK et al., 1996; PAN et al., 1997; CHUVPILO et
al., 1999a; CHUVPILO et al., 1999b; SHERMAN et al., 1999; SERFLING et al., 2006;
VIHMA et al., 2008). As isoformas do NFAT2 variam nao s6 em sua porgao C-
terminal por splicing alternativo, mas também em seu N-terminal, devido a presenca
de inicios de transcrigao distintos, divergindo em seu primeiro éxon, resultando em
42 aminoacidos diferenciais na regiao N-terminal das isoformas a, oriundos do éxon
1 e 28 aminoacidos nesta mesma regidao das isoformas f, referentes ao éxon 2
(SHERMAN et al., 1999; CHUVPILO et al., 2002; SERFLING et al., 2006). A proteina
NFAT2 esta presente em varios tipos celulares do sistema imune, no endocardio,
valvulas cardiacas e septo, em células do musculo liso vascular, pancreaticas,
osteoclastos e células-tronco da pele (TIMMERMAN et al., 1997; BOSS et al., 1998;
DE LA POMPA et al.,, 1998; RANGER et al., 1998a; MATSUMOTO et al., 2004;
BUCHHOLZ et al., 2006; HORSLEY et al., 2008; UHLEN et al., 2010; UHLEN et al.,
2015).

Durante muito tempo, a proteina NFAT3 (NFATc4) apresentou apenas
uma isoforma descrita (Fig. 1.1) (HOEY et al, 1995). Posteriormente, foi
demonstrada a existéncia de RNAs codificando para outras variantes do NFATS3,

contendo cinco variagdes possiveis para a por¢cao N-terminal da proteina e trés
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variagdes possiveis para a porgao C-terminal (VIHMA et al., 2008). Este membro da
familia apresenta sua expressao principalmente fora do sistema imune, sendo a
proteina detectada em células como neurdnios, cardiomiocitos, adipocitos e células
musculares (MOLKENTIN et al., 1998; GRAEF et al., 1999; HO et al., 1998; YANG et
al., 2006; CHO et al., 2007). A proteina NFAT3 pode ser detectada em diversos
tecidos, como, por exemplo, os principais tecidos do trato digestivo, sistemas
reprodutores masculino e feminino, pulmdes e brénquios (UHLEN et al., 2010;
UHLEN et al., 2015).

O NFAT4 (NFATx ou NFATc3) apresenta 3 isoformas principais (Fig. 1.1),
nomeadas como NFAT4x, NFAT4x2 e NFAT4x3 (HOEY et al., 1995; MASUDA et al.,
1995; VIHMA et al., 2008). As isoformas do NFAT4 variam em sua porgao C-terminal
(Fig. 1.4A). O NFAT4 é expresso no timo e em leucocitos e pode ser detectado em
células de musculo esquelético, musculo cardiaco, rins, ovarios, testiculos,
estbmago, intestino delgado, célon e cartilagens (HOEY et al., 1995; MASUDA et al.,
1995; IMAMURA et al., 1998; RANGER et al., 2000; UHLEN et al., 2010; UHLEN et
al., 2015). A isoforma x € preferencialmente expressa no timo e em leucdcitos,
enquanto a isoforma x2 é predominantemente expressa no musculo e nos testiculos
(IMAMURA et al., 1998).

Como citado anteriormente, as isoformas das proteinas NFAT variam em
suas regidoes TAD-N e TAD-C. Uma vez que o perfil de expressao destas isoformas
pode variar de acordo com o tipo de tecido ou com o estado de ativagao celular,
estas variagbes poderiam gerar proteinas NFAT capazes de regular diferencialmente

a expressao génica.

1.1.4. Funcgoées fisiologicas das proteinas NFAT

As proteinas da familia NFAT foram descritas inicialmente por seu papel
crucial na regulagédo das respostas imunes adaptativas. As proteinas NFAT regulam
diversos processos em células T, como desenvolvimento, ativagdo, diferenciacao,
anergia e exaustdo (MACIAN, 2005; MULLER e RAO, 2010; MARTINEZ et al.,
2015).

No timo, precursores de linfécitos T originados da medula 6ssea passam
pelos processos de diferenciagdo e maturagdo (STARR et al., 2003). Durante estes

processos, células T passam por rearranjos génicos que irdo gerar seu TCR
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especifico e se diferenciardo para duas populagdes principais, caracterizadas pela
expressao dos co-receptores CD4 ou CD8 (STARR et al., 2003). Dados da literatura
demonstraram que o NFAT4 é importante para a sobrevivéncia de células T imaturas
durante seu processo de maturacao no timo (OUKKA et al., 1998; AMASAKI et al.,
2002). O nivel de expressédo de NFAT2 também apresentou papel importante no
controle dos processos de maturagao de timdcitos e diferenciacéo para o fenétipo de
células T (KLEIN-HESSLING et al., 2016).

Ao sairem do timo, as células T naive migram para os 6rgaos linféides
secundarios, como baco e linfonodos, onde poderdao ser ativadas por células
apresentadoras de antigeno (APCs — antigen presenting cells). As proteinas da
familia NFAT sdo essenciais para a ativacdo de linfocitos T. A ativagcao celular
através do complexo do TCR leva a ativacao das proteinas NFAT pelos mecanismos
ja descritos anteriormente, e, uma vez no nucleo, NFAT pode regular a diversos
genes como, por exemplo, os das citocinas IL-2, IL3, IL-4, IL-5, IL-8, IL-13, IL-17, IL-
21, IL-22, GM-CSF, IFN-y, TNF-a. e TGF-B, das proteinas de superficie celular
CD40L, CTLA-4, Fas-L e CD25 e de outras proteinas como ciclooxigenase-2 e c-
Myc (RAO et al., 1997; MACIAN et al., 2001; MULLER e RAO, 2010; MOGNOL et
al., 2012). Proteinas NFAT regulam genes importantes para a polarizagao de células
T CD4" para os fendtipos Th1, Th2, Th17 e Treg, atuando como reguladoras nao sé
da ativagdo, mas também da diferenciagao de linfécitos T (MACIAN, 2005; MULLER
e RAO, 2010). A ativacao de linfocitos T naive depende, além da ativacdo do TCR
(1° sinal), da ativagao de moléculas co-estimulatérias como o CD28 (2° sinal). A
ativacao do TCR na auséncia de co-estimulos leva a um estado conhecido como
anergia (SCHWARTZ, 2003). Em células que s6 recebem o 1° sinal, ocorre a
ativacao de NFAT, mas nao de outros fatores de transcrigdo, como AP-1 (MACIAN,
2005). Neste contexto, foi sugerido que as proteinas NFAT poderiam cooperar com
outros fatores de transcricdo e regular genes que levardo ao fendtipo de anergia,
entretanto, esses parceiros e genes-alvo permanecem desconhecidos (MULLER e
RAO, 2010).

Além de controlar varios processos em linfocitos T, as proteinas NFAT
também regulam a fisiologia de linfocitos B por mecanismos similares
(SCHARENBERG et al., 2007; MULLER e RAO, 2010). NFAT ¢ ativado em linfécitos
B através do BCR e regula processos como a produgao de citocinas, proliferacao,
sobrevivéncia e anergia (SCHARENBERG et al.,, 2007; MULLER e RAO, 2010;
BHATTACHARYYA et al., 2011). As proteinas da familia NFAT controlam ainda a
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fisiologia de células da imunidade inata, como células NK, células dendriticas,
macrofagos, mastécitos, basofilos e neutréfilos (FRIC et al., 2012). A cascata de
ativacdo de NFAT pode ser desencadeada através de diversos receptores como
FcyR (células NK e mondcitos/macréfagos), FceRI (mastocitos e basofilos), CD14 e
dectina (células dendriticas) (FRIC et al., 2012).

Véarios dados da literatura tém demonstrado também um papel
fundamental de NFAT na embriogénese do coragdo. Camundongos deficientes para
NFAT2 apresentam fendtipo letal, morrendo ainda na fase embrionaria por defeitos
na formacdo das valvulas cardiacas e do septo (DE LA POMPA et al., 1998;
RANGER et al., 1998a). A estrutura embrionaria que origina o coragao € conhecida
como tubo cardiaco e é composta por uma camada miocardica externa e um
revestimento endotelial interno. Células da camada miocardica externa secretam
VEGF que é reconhecido por receptores das células do revestimento endotelial
interno e colabora para o processo de transdiferenciacdo endotelial-mesenquimal
que inicia a formagéao das valvulas cardiacas (ARMSTRONG e BISCHOFF, 2004). A
ativacdo do NFAT2 através dos receptores de VEGF em células endoteliais do tubo
cardiaco é necessaria para a diferenciacéo e proliferacdo destas células (CHANG et
al., 2004). Além disso, NFAT1, NFAT3 e NFAT4, presentes nas células da camada
miocardica externa, regulam os niveis de VEGF secretados pelos cardiomiocitos
(CHANG et al., 2004).

Além de seu papel em células endoteliais na embriogénese do coragao,
NFAT participa do processo de angiogénese. Animais deficientes para NFAT3 e
NFAT4 apresentaram fendtipo letal devido a desorganizagdes na estrutura de vasos
sanguineos (GRAEF et al., 2001). Corroborando estes dados, foi demonstrado que a
ativacdo de NFAT induzida por VEGF leva ao aumento dos niveis de COX-2 em
células endoteliasis (HERNANDEZ et al., 2001) e que as proteinas NFAT sao
capazes de regular diretamente o promotor de COX-2 (INIGUEZ et al., 2000;
DUQUE et al.,, 2005). COX-2 promove angiogénese através da sintese de
prostaglandina E2, um indutor de migracdo e proliferacdo de células endoteliais
(HERNANDEZ et al., 2001). NFAT regula também a expressao do fator pro-
angiogénico GM-CSF (COCKERILL et al., 1995). Outros dados sugerem ainda que
as proteinas NFAT sao importantes para a regulacdo dos niveis de VEGFR1, um
dos receptores de VEGF em células endoteliais (HERNANDEZ et al., 2001; JINNIN
et al., 2008).
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As proteinas NFAT apresentam papel importante na regulagéo de tecidos
conjuntivos, como ossos e cartilagens (SITARA e ALIPRANTIS, 2010). O tecido
0sseo é extremamente dindmico e seu remodelamento se da pelo balango entre a
formacado de matriz extracelular pelos osteoblastos e pela reabsor¢cédo 6ssea pelos
osteoclastos. Dados da literatura tém demonstrado que o NFAT2 é essencial para a
diferenciagcao de osteoclastos e para a fungcado destas células na reabsor¢ao 6ssea
(TAKAYANAGI, 2007; SITARA e ALIPRANTIS, 2010). A estimulagcao de precursores
de osteoclastos via sinalizacdo de RANKL (receptor activator of nuclear factor kB
ligand) induz o aumento dos niveis do NFAT2 e em conjunto com outros receptores
de superficie como FcyR e DAP12 (DNAX-activating protein of 12 kDa) leva ao
influxo de calcio e ativagdo do NFAT2 (TAKAYANAGI, 2007). Diversos genes
envolvidos na fungdo dos osteoclastos sao regulados por NFAT2, como os genes
das proteinas OSCAR (osteoclast-associated receptor), TRAP (tartrate-resistant acid
phosphatase), catepsina K, integrina 3 e o receptor de calcitonina (TAKAYANAGI,
2007; SITARA e ALIPRANTIS, 2010). Precursores de osteoclastos Nfat2’- s&o
incapazes de se diferenciar in vitro apés estimulo com RANKL, enquanto células
precursoras superexpressando NFAT2 sdo capazes de se diferenciar mesmo na
auséncia de estimulo por RANKL (TAKAYANAGI et al., 2002). Corroborando estes
dados, estudos mostraram que animais deficientes para o NFAT2 desenvolvem
osteopetrose severa com caréncia de osteoclastos no tecido 6sseo (WINSLOW et
al., 2006; ALIPRANTIS et al., 2008). Com relacdao ao tecido cartilaginoso, foi
observado que animais Nfat1”/- apresentam aumento da proliferacdo de condrdcitos,
sugerindo que o NFAT1 é um regulador negativo da condrogénese (RANGER et al.,
2000). Adicionalmente, cartilagens articulares destes animais apresentam reducgao
de componentes de matriz extracelular como proteoglicanos, colageno tipo Il e
agrecanos e foi sugerido que esta redugao é responsavel por induzir o aumento da
proliferacdo de condrécitos (WANG et al., 2009). Corroborando estes dados, foi
mostrado que proteinas NFAT poderiam regular a regido promotora dos genes de
duas agrecanases da familia ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs), ADAMTS-4 e ADAMTS-9 (THIRUNAVUKKARASU et al.,
2006; YAYKASLI et al., 2009).

Em neurdnios, ja foi descrita a ativagdo de proteinas NFAT apds aumento
de Ca?* no citoplasma desencadeado pela abertura de canais do tipo VSCC
(voltage-sensitive Ca?* channels) ou pela ligagdo de BDNF (brain-derived

neurotrophic factor) ao seu receptor TrkB (tropomyosin receptor kinase B) (WEST et
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al., 2001; ARAMBURU et al.,, 2004). Dados tém sugerido a participagcdo das
proteinas NFAT no crescimento e direcionamento de axbénios. Camundongos
deficientes para NFAT1, NFAT3 e NFAT4 apresentam defeitos na projecédo de
axobnios, o que leva a falha no estabelecimento de conexdes nervosas (GRAEF et
al., 2003). Apesar das proteinas NFAT participarem do processo de
desenvolvimento neuronal, pouco se sabe sobre os genes regulados por NFAT
neste contexto (NGUYEN e DI GIOVANNI, 2008; MOORE e GOLDBERG, 2011).

1.2. Ciclo e Morte Celular

De maneira resumida, pode-se dizer que a homeostasia tecidual é dada
por um delicado balanco entre a proliferacdo e a morte celular. Diversos
mecanismos de sinalizagdo irdo determinar se uma determinada célula ira
permanecer quiescente, proliferar ou morrer. Em tecidos normais, a proliferagao
celular ocorre através de uma sequéncia ordenada de eventos nos quais 0s
componentes celulares sdo duplicados e divididos em duas novas células distintas
em um processo conhecido como ciclo celular. Na contramao da proliferacéo celular,
temos os processos de morte celular programada, onde sequéncias ordenadas de

eventos levam a célula a morte.

1.2.1. Ciclo celular

O ciclo celular pode ser dividido em quatro fases: duas fases de intervalo
ou gaps (fases G1 e G2), a fase de sintese de DNA (fase S) e a mitose (fase M)
(NORBURY e NURSE, 1992). As fases S e M compreendem, respectivamente, dois
eventos cruciais para o ciclo celular: a duplicacdo do DNA e a reparticdo dos
componentes celulares entre duas células filhas. As fases G1 e G2 representam
periodos de preparacao para as fases S e M, respectivamente. Dependendo dos
estimulos recebidos, as células podem permanecer em uma etapa de repouso
conhecida como Go.

A progressdo do ciclo celular é altamente regulada por pontos de
checagem, ou checkpoints, que sé permitirdo que o ciclo progrida quando todos os

eventos necessarios para aquela etapa estiverem concluidos (HARTWELL e
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WEINERT, 1989). Os principais reguladores da progressao do ciclo celular sdo uma
familia de serina-treonina cinases conhecidas como CDKs (Cyclin-dependent
kinases) (MALUMBRES e BARBACID, 2005). As proteinas CDKs s&o ativadas pela
ligacdo as ciclinas, proteinas cujos niveis sdo extremamente dindmicos durante o
ciclo celular . Em cada etapa do ciclo celular, um grupo diferente de ciclinas sera
sintetizado, levando a ativacdo de suas CDKs especificas e permitindo um controle
fino da progressao do ciclo celular. Os complexos ciclina D/CDK4 ou ciclina D/CDK6
sdo importantes para a progressdo da fase Gi. O complexo ciclina E/CDK2 é
necessario para a entrada na fase S, enquanto o complexo ciclina A/CDK2 promove
a progressao da fase S. Complexo ciclina A/CDK1 promove a entrada na fase M e o
complexo ciclina B/CDK1 promove a progressao da mitose. Os complexos
ciclina/CDK fosforilam progressivamente a proteina supressora de tumores pRb
(proteina retinoblastoma), permitindo a liberagado do fatores de transcricdo E2F (E2
promoter binding factor). E2F regula a expressao de genes essenciais para a
entrada e progresséao do ciclo celular, como os genes de c-Myc, da DNA polimerase
e de proteinas envolvidas com a formagédo do fuso mitético (MATSUMURA et al.,
2003).

Enquanto as ciclinas atuam como reguladoras positivas da atividade das
CDKs, existe um outro conjunto de proteinas, as CKls (CDK inhibitors) que agem
como reguladoras negativas da fungdo das CDKs (SHERR e ROBERTS, 1999).
Entre as principais CKls estdo p21©P1, p27Kirl ¢ p57KiP2 que inibem principalmente a
funcdo dos complexos ciclina E/CDK2 e ciclina A/CDK2 e, portanto, a entrada e
progressao da fase S do ciclo celular (SHERR e ROBERTS, 1999). A proteina p21
ainda pode inibir os complexos de CDK1, CDK4 e CDK®6, atuando sobre outras
etapas do ciclo celular. Adicionalmente, as CKls da familia INK4 (p16'NK4a p15!NK4b,
p18NKic @ p19INK4d) gtyam inibindo os complexos ciclina D/CDK4 e ciclina D/CDK®,
promovendo arresto na fase G1 do ciclo celular (RUAS e PETERS, 1998).

1.2.2. Morte celular

O processo de morte celular programada é fundamental para a fisiologia
dos tecidos. Diversos mecanismos de morte celular programada ja foram descritos,
podendo destacar quatro como principais: apoptose, necrose programada (ou

necroptose), morte celular autofagica e cornificacdo (GALLUZZI et al., 2009). A
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apoptose € o processo de morte celular programada melhor descrito e é essencial
para a homeostasia de praticamente todos os tecidos. O processo de morte celular
por apoptose foi originalmente descrito pelas caracteristicas morfolégicas
desencadeadas como diminuicdo do volume celular, condensacdo nuclear e
fragmentacgao celular em corpos apoptéticos (KERR et al., 1972).

As principais proteinas efetoras do processo de apoptose sao as
proteases conhecidas como caspases. As caspases sdao uma familia de cisteina-
proteases sintetizadas como zimogénios e ativadas por clivagem apos o
desencadeamento de estimulos pré-apoptoticos (ASSUNCAO GUIMARAES e
LINDEN, 2004). Existem dois grupos principais de caspases: as caspases
iniciadoras (caspase-1, 2, 4, 5, 8, 9, 10 e 14), ativadas por auto-protedlise por
oligomerizagdo e as caspases efetoras (caspase-3, 6 e 7), ativadas por outras
proteases, como as caspases iniciadoras ou a granzima B (ASSUNCAO
GUIMARAES e LINDEN, 2004). As caspases efetoras promovem a morte celular
pela clivagem de mais de 280 substratos celulares (FISCHER et al., 2003). As
caspases efetoras sdo capazes de ativar a DNase ativada por caspase (CAD)
através da clivagem de sua proteina inibidora, ICAD. Uma vez ativada, CAD é
translocada para o nucleo, onde promove a fragmentagcdo oligonucleossomal do
DNA (LIU et al., 1997; SAKAHIRA et al., 1998). A atividade da caspase-3, assim
como da caspase-9, pode ser inibida pelos membros da familia de proteinas
inibidoras da apoptose (IAPs), composta por diversas proteinas, como XIAP, clAP1,
clAP2, ILP2, NAIP e Survivina). As IAPs podem atuar inibindo diretamente a
atividade enzimatica de suas caspases-alvo ou induzir a sua degradacéao através do
sistema ubiquitina-proteassoma (VAUX e SILKE, 2005; HUNTER et al., 2007).

Diversos estimulos podem iniciar o processo de apoptose como, por
exemplo, privacdo de fatores de crescimento, danos no DNA ou sinais
extracelulares. A apoptose é comumente dividida em duas vias distintas, que se
diferem devido a origem dos estimulos iniciadores do processo: via intrinseca (ou
mitocondrial) e via extrinseca.

Na via intrinseca, estimulos intracelulares como lesdes no DNA,
desestruturagdo do citoesqueleto ou alteragbes no reticulo endoplasmatico sao
capazes de induzir a apoptose (TAYLOR et al., 2008). A mitocéndria tem um grande
papel neste processo, sendo a via intrinseca também conhecida como via
mitocondrial. Os estimulos indutores da apoptose levam a liberagdao do citocromo ¢

da mitocéndria para o citoplasma, onde este interage com as proteinas Apaf-1 e
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caspase-9, formando um complexo heptamérico conhecido como apoptossomo
(SCHAFER e KORNBLUTH, 2006). Além do citocromo c, a proteina Smac/DIABLO
também é liberada da mitocondria para o citoplasma, onde atuara impedindo a
inibicdo de caspase-9 pelas proteinas IAP. A caspase-9, por sua vez, pode ativar
clivar e ativar as caspases efetoras 3,6 e 7.

A via mitocondrial de apoptose € regulada pelo balango entre diversas
proteinas pro-apoptoticas e anti-apoptéticas. Entre estes reguladores esta a familia
de proteinas Bcl-2. Esta familia de proteinas pode ser dividida em 3 grupos
principais, sendo um anti-apoptético e dois pré-apoptéticos (YOULE e STRASSER,
2008). O primeiro grupo apresenta fungao anti-apoptética e contém os quatro
dominios de homologia a Bcl-2 (BH1-4) (TAYLOR et al., 2008). Como proteinas que
compdem este grupo podem ser citadas Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-W, Mcl-1, A1 e Bcl-B. O
segundo consiste em um grupo de proteinas pré-apoptoticas apresenta os dominios
BH1-3, composto pelas proteinas Bax, Bak e Bok (TAYLOR et al., 2008). A
oligomerizacdo de Bax e Bak & capaz de levar a permeabilizacdo da mitocéndria e
liberagao de fatores apoptogénicos, como o citocromo ¢ e a proteina Smac/DIABLO
(HENGARTNER, 2000). Proteinas anti-apoptoéticas da familia Bcl-2 sdo capazes de
inibir a fungdo de Bax e Bak. As proteinas do terceiro grupo sédo denominadas BH3-
only por apresentarem apenas o dominio BH3. Estas proteinas sdo ativadas em
resposta a danos celulares e podem atuar liberando Bax e Bak para exercer sua
funcdo (TAYLOR et al., 2008). Alguns exemplos de BH3-only s&o as proteinas Bim,
Bad, Bik, Bid, Noxa, PUMA, Bmf e Hrk. A mitocéndria também libera outros efetores
da apoptose, como a proteina AIF (apoptosis inducing factor) e a endonuclease G
(SUSIN et al., 1999; LI et al., 2001).

Na via extrinseca, a apoptose € desencadeada por receptores de morte da
familia do TNFR (tumoral necrosis factor receptor), tais como TNFR-1, Fas (CD95),
TRAILR-1 e TRAILR-2 (SCHULZE-OSTHOFF et al., 1998). Os membros dessa
familia apresentam um dominio intracelular de morte, capaz de recrutar proteinas
adaptadores e as caspases iniciadoras 8 e 10, permitindo a autoprotedlise destas
(SALVESEN e DIXIT, 1999). Além de ativar as caspases efetoras (principalmente a
caspase-3), as caspases 8 e 10 podem ativar também a proteina Bid que levara a
liberagao de fatores apoptogénicos da mitocréndria para o citoplasma, integrando as
vias extrinseca e intrinseca de apoptose (HENGARTNER, 2000).
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1.2.3. NFAT no controle de ciclo e morte celular

As proteinas da familia NFAT foram classicamente descritas por sua
atuacao crucial na regulacédo da transcricdo de genes durante as respostas imunes
(RAO et al., 1997). Contudo, diversas evidéncias passaram a surgir mostrando que o
NFAT poderia ndo s6 regular respostas imunes, mas também ter um papel relevante
no controle da entrada no ciclo celular. Foi demonstrado que a transicdo da fase
G+4/S do ciclo celular poderia ser mediada pela sinalizacdo de Ca?* e que a proteina
calcineurina, principal reguladora da ativacdo do NFAT, poderia possuir um papel
fundamental no controle do ciclo celular, uma vez que seus inibidores (CsA e FK506)
foram capazes de inibir a expressao de ciclina A e E, in vitro (TOMONO et al., 1996;
TOMONO et al.,, 1998). Outras evidéncias que corroboram estes dados sdo os
fendtipos dos camundongos deficientes para as proteinas NFAT1 e NFAT2 (Tabela
1.1).

Tabela 1.1. Fendtipos dos camundongos deficientes para as diferentes proteinas NFAT.

Pr'c‘:::e:::_as Fenétipo dos animais deficientes para NFAT Referéncias
Hiperproliferagao de linfécitos acompanhada de
esplenomegalia. Aumento moderado da resposta (HODGE et al., 1996;
NFATA1 de células T e B com uma superprodugao de IL-4 e XANTHOUDAKIS et al.,
outras citocinas Th2 e diminui¢cdo da expressdo de | 1996; SCHUH et al., 1998)
IFN-y. Hipereosinofilia e alergia.
Fenot|p,o letal (defe’lto no desenyolwmento das (DE LA POMPA et al.,
valvulas cardiacas). No sistema de 1998- RANGER I
complementacgéo de blastocisto de animais RAG ' etal,
NFAT2 ; ~ . = 1998a; RANGER et al.,
células T e B apresentam redugao de proliferagéo e ]
= 1998b; YOSHIDA et al.,
moderada redugao da resposta Th2, com 1998)
diminuicdo da produgéo de IL-4.
NFAT3 Nenhuma alteracao aparente. (GRAEF et al., 2001)
Moderado comprometimento no desenvolvimento
NFAT4 de células CD4 e _CD8 devido a um aumento da (OUKKA et al., 1998)
apoptose de timdcitos duplo-positivos. Moderada
hiperativacao de células T na periferia.
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Camundongos Nfat1”- com trés meses de idade apresentam um moderado
aumento dos o6rgaos linféides, devido a uma sindrome de hiperproliferagao
linfocitaria acompanhada por uma redugéo da morte celular (HODGE et al., 1996;
XANTHOUDAKIS et al., 1996; SCHUH et al., 1998). Além disso, esses
camundongos apresentam um significativo retardo na involugéo do timo e um defeito
na delecdo de células T CD4" ativadas, in vivo, o que sugere um defeito na
terminacao da resposta imune pelo processo de morte celular induzida por ativagao
(AICD) (SCHUH et al., 1998). Em camundongos quiméricos, gerados a partir de
blastocistos deficientes para RAG-1 ou RAG-2 complementados com células
embrionarias Nfat2”-, observou-se redugdo da proliferagéo de células B e T quando
comparava-se as ceélulas dos camundongos selvagens (RANGER et al., 1998b;
YOSHIDA et al., 1998). Adicionalmente, camundongos Nfat4’ apresentam um
aumento da morte celular em timdécitos duplo-positivos (CD4*CD8*) que é
acompanhado de uma redugao nos niveis da proteina anti-apoptotica Bcl-2 (OUKKA
et al., 1998). Estes dados sugerem que os membros da familia NFAT também
possuem fungdes nao so6 na regulagao do ciclo, mas também na morte celular.

Estudos posteriores demonstraram que o NFAT esta diretamente
envolvido na regulacdo de genes importantes na regulagédo do ciclo, como os genes
de p21©r! p15, CDK4, CDK®6, c-Myc, ciclinas A2, D1, D3 e E (Fig. 1.4). A
superexpressao de uma forma constitutivamente ativa do NFAT2 em uma linhagem
celular de pré-adipdcitos (3T3-L1) € capaz de induzir a proliferacdo celular em
células privadas de fatores de crescimento exdgenos, estando isto correlacionado
com o aumento da expressao génica das ciclinas D1 e D3 e de c-Myc (NEAL e
CLIPSTONE, 2003). Outros trabalhos demonstraram que o NFAT2 pode regular
diretamente a expressdo dos genes de ciclina D1, D3 e A2 (KARPURAPU et al.,
2008; KARPURAPU et al., 2010; KUNDUMANI-SRIDHARAN et al., 2013;
BAUMGART et al., 2014). Estudos em células derivadas de tumores pancreaticos e
linfomas difusos de grandes células B (DLBCL) mostraram que o NFAT2 é capaz de
regular positivamente o proto-oncogene C-MYC (BUCHHOLZ et al., 2006; PHAM et
al., 2010), que, por sua vez, atua como um fator de transcrigao regulador de diversos
genes do ciclo celular. Em conjunto, esses dados sugerem que, de maneira geral, o
NFAT2 atue como um regulador positivo do ciclo celular. Entretanto, ja foi mostrado
em queratinécitos humanos que o NFAT2 pode induzir a transcricado de p21, uma
proteina inibidora de CDKs (SANTINI et al., 2001).
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Figura 1.4. Regulagcao do ciclo celular pelas proteinas NFAT. Representacéo
esquematica das proteinas envolvidas no ciclo celular cujos genes séo regulados pelos
fatores de transcricdo da familia NFAT. Estdo indicadas em vermelho as regulagbes
positivas pelas proteinas NFAT, enquanto as regulagbes negativas estdo indicadas em
verde. Adaptado de MOGNOL et al. (2016).

Quanto ao NFAT1, foi demonstrado que o fendtipo de hiperproliferagcao

linfocitaria de camundongos Nfat1”- esta correlacionado com um encurtamento do

tempo de divisdo celular e com o aumento da expresséo génica de diversas ciclinas

como A2, B1, E e F (CAETANO et al., 2002). Corroborando estes dados, foi
demonstrado que NFAT1 pode se ligar aos promotores dos genes das ciclinas A2 e
E1 e regular negativamente sua expressao (CARVALHO et al., 2007; TEIXEIRA et

al., 2016). Além disso, NFAT1 pode regular positivamente a expressdo de p21

(SANTINI et al., 2001), que, dentre outras fungdes, inibe a formagao do complexo

CDK2/ciclina A. Estes dados apontam para o NFAT1 como um possivel regulador
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negativo do ciclo celular. Contudo, dados mais recentes tem mostrado que, em
outros modelos celulares, o NFAT1 pode regular positivamente o ciclo celular.
Experimentos em células derivadas de tumores pancreaticos mostraram que o
NFAT1 pode regular positivamente o ciclo celular através do silenciamento do gene
de p15 (BAUMGART et al., 2012) e através da regulacao positiva do gene de CDK6
(BAUMGART et al., 2016). Além disso, outro estudo mostrou que o NFAT1 pode
regular elementos positivos ou negativos no promotor do gene de c-Myc, sugerindo
um papel dual na regulagao deste proto-oncogene (MOGNOL et al., 2012).

Com relagdo a morte celular, dados da literatura vém demonstrando que
as proteinas NFAT podem regular os genes tanto de proteinas anti-apoptoticas
quanto de proteinas pré-apoptoticas (Fig. 1.5). Na via extrinseca de apoptose, as
proteinas NFAT regulam positivamente os ligantes de receptores de morte celular
TNF-a, FasL e TRAIL em diferentes tipos celulares, podendo contribuir, entdo, para
o desencadeamento do processo de apoptose (MCCAFFREY et al., 1994; PARK et
al., 1996; LATINIS et al., 1997; HOLTZ-HEPPELMANN et al., 1998; OUM et al.,
2002; CHAI et al., 2007; CHAI et al., 2008; KAMINUMA et al., 2008; WANG et al.,
2011; ROBBS et al., 2013). Em contrapartida, NFAT1 e NFAT2 podem regular
positivamente os niveis de c-FLIP, uma proteina inibidora de caspase-8 e de
caspase-10 (UEFFING et al., 2008). Na via intrinseca de apoptose, as proteinas
NFAT podem regular proteinas anti-apoptoéticas, como Bcl-2 e A1 (KAWAMURA et
al., 2004; ULLERAS et al., 2008) e proteinas pro-apoptoticas, como Nur77 e Trim17
(YOUN et al., 2000; YOUN e LIU, 2000; LASSOT et al., 2010). Além disso, NFAT
regula proteinas envolvidas no aumento da sobrevivéncia celular, como CD40L,
BLyS, BDNF e DDIAS (PHAM et al., 2005; FU et al., 2006; QUADRATO et al., 2012;
IM et al., 2016).

Esses diversos estudos mostraram proteinas NFAT regulando o ciclo e a
morte celular de maneira positiva ou negativa, em diferentes tipos celulares.
Entretanto, os contextos celulares especificos que levam as proteinas NFAT a
regularem diferencialmente a proliferagdo celular ainda sao pouco conhecidos.
Possivelmente estes papéis diferenciais na regulagdo de ciclo e morte celular
dependam do membro da familia NFAT envolvido no processo e dos seus possiveis

parceiros transcricionais disponiveis nestas células.
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Figura 1.5. Regulacdo da apoptose pelas proteinas NFAT. Representacdo esquematica
das proteinas envolvidas na morte celular por apoptose cujos genes sao regulados pelos
fatores de transcrigcdo da familia NFAT. Na figura estdo representadas as vias extrinseca e
intrinseca de apoptose. As regulagdes positivas ou negativas pelas proteinas NFAT estado
indicadas em vermelho ou verde, respectivamente. Adaptado de MOGNOL et al. (2016).
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1.3. NFAT e tumorigénese

O cancer pode ser definido como um conjunto de mais de 100 doencas
caracterizadas pelo acumulo de alteragbes genéticas e epigenéticas em um grupo
de células que leva ao seu crescimento desordenado. O processo de conversao de
uma célula normal em uma célula transformada depende de alteracbes na
expressao e/ou na fungdo de genes responsaveis pela homeostasia celular, como
proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes reguladores da estabilidade
gendmica (VOGELSTEIN e KINZLER, 2004). Conforme acumulam alteragbes
genéticas e epigenéticas, estas células ganham progressivamente vantagens
proliferativas que permitem a formagao de tumores.

Diversas capacidades precisam ser adquiridas por células para sua
malignizagdo. Mutagbes e instabilidade gendémica associadas a geracdo de um
microambiente inflamatoério pré-tumorigénico tém sido aceitas como as principais
caracteristicas que permitem o desenvolvimento de tumores (HANAHAN e
WEINBERG, 2011). Em conjunto com essas caracteristicas, oito capacidades
principais sdo sugeridas como pilares, ou hallmarks, para a transformacao celular:
sinalizagdo proliferativa sustentada, evasdo de supressores de crescimento,
resisténcia a morte celular, indugdo de angiogénese, imortalidade replicativa,
capacidade de invasdo e metastase, escape da destruicao pelo sistema imune e
desregulacao energética (Fig. 1.6) (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

Sinalizacéo Evaséo de
proliferativa supressores de
sustentada crescimento

B Escape da
Desregqlagao destruicdo pelo
energética %istema imune
Resisténcia Imortalidade
a morte celular replicativa
Instabilidade Ambiente
genémica e inflamatorio
mutacao pré-tumoral

Inducéo de Invaséo e
angiogénese mestastase

Figura 1.6. Os hallmarks do cancer. Principais caracteristicas adquiridas pelas células tumorais
durante seu processo de transformagéo. Adaptado de HANAHAN e WEINBERG (2011).
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Alteragdes no ciclo celular, juntamente com a supressao da apoptose, sao
eventos criticos para o desenvolvimento de neoplasias (EVAN E VOUSDEN, 2001).
Sendo as proteinas da familia NFAT controladoras de ciclo e morte celular, é
presumivel sugerir que estas podem estar envolvidas no controle da homeostase
celular e, portanto, participar do processo de tumorigénese quando alteradas.

A desregulagao da sinalizagdo de NFAT/calcineurina e/ou a expressao
anormal de seus componentes tem sido descrita em tumores solidos de origem
epitelial, linfomas e leucemias (MEDYOUF e GHYSDAEL, 2008; QIN et al., 2014),
levando a ativacdo constitutiva e/ou superexpressao de membros da familia NFAT
(Tabela 1.2). Alguns dados presentes na literatura indicam um importante papel das
proteinas da familia NFAT no processo de transformacao celular. A expressao de
um mutante constitutivamente ativo de uma isoforma curta do NFAT2 (NFAT2a) em
pré-adipocitos (3T3-L1) foi capaz de induzir um claro fenétipo de transformacéo
celular (NEAL e CLIPSTONE, 2003). Camundongos transgénicos que expressavam
NFAT2 constitutivamente ativo em tecidos especificos apresentaram formacao de
tumores de pele, ovario e prostata (TRIPATHI, P. et al., 2014; MANDA et al., 2015),
corroborando o potencial oncogénico dessa proteina da familia NFAT.
Adicionalmente, o NFAT2 foi encontrado ectopicamente expresso e altamente
ativado em células de carcinoma pancreatico in vivo e in vitro e o tratamento das
células com ciclosporina A ou a transfeccdo com siRNA para NFAT2 atenuou a
proliferagdo destas células, sugerindo um possivel potencial oncogénico para o fator
de transcricdo NFAT2 (BUCHHOLZ et al., 2006). A proteina NFAT2 também ja foi
encontrada no nucleo em cerca de 30% dos casos de linfoma difuso de grandes
células B (DLBCL) e 70% dos casos de linfoma de Burkitt (MARAFIOTI et al., 2005),
além de ter sido encontrado ativado e com niveis aumentados em casos de
leucemia linfoide crénica (LE ROY et al., 2012). A ativagdao do NFAT em linhagens
celulares derivadas de DLBCL e leucemia linfoblastica aguda de células T foi
fundamental para a progressdo do ciclo celular e sobrevivéncia dessas células,
indicando que o NFAT esta envolvido em seu processo de transformacao (PHAM et
al., 2005; MEDYOUF et al., 2007). Além disso, a transdugdo de um mutante
constitutivamente ativo da calcineurina em células leucémicas foi capaz de aumentar
a agressividade dessas células e de aumentar a progressdo da leucemia in vivo
(MEDYOUF et al., 2007).
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Tabela 1.2. Dados correlacionando tumores humanos a alteragcdes nas proteinas NFAT. Adaptado de

QIN et al. (2014).

. " Membro da Alteracoes Consequéncias Referéncias
Tipo de Cancer . L . o
familia NFAT | observadas biolégicas ou clinicas bibliograficas
Ativagao de
Leucemia de - o calcineurina e o L (PHAM et al., 2005;
. N&o definido . Quimiorresisténcia
células T translocagao MEDYOUF et al., 2007)
nuclear de NFAT
(MARAFIQOTI et al.,
Linfoma difuso de L _ Aumento de crescimento | 2005; PHAM et al.,
i NFAT2 Ativagéo constitutiva
grandes células B tumoral 2005; FU et al., 2006;
PHAM et al., 2010)
Leucemia linfoide NFAT2 Superexpresséao e Aumento de progressdo | (LE ROY et al., 2012;
cronica ativag&o constitutiva | tumoral PEl et al., 2012)
Leucemia L . o L
o L NFAT2 Ativacdo constitutiva | Quimiorresisténcia (GREGORY et al., 2010)
mieloide crénica
. . . ~ I . (MARAFIOTI et al.,
Linfoma de Burkitt | NFAT2 Ativacao constitutiva | Desconhecidas 2005)
~ . ~ (YOELI-LERNER et al.,
Inducéo de invaséo e
R . : 2005; YIU e TOKER,
Cancer de mama NFAT1 Superexpressao aumento de crescimento
» 2006; YOELI-LERNER
metastatico et al., 2009)
~ ~ GERLACH et al., 2012;
) ] NFAT1 ) o Inducdo de progressao (
Cancer de cdélon Ativagao constitutiva TRIPATHI, M. K. et al.,
NFAT2 tumoral e metastase
2014)
Cancer de N Superexpressao e Aumento do crescimento | (BUCHHOLZ et al.,
pancreas ativagdo constitutiva | tumoral 2006)
Cancer de _ Aumento de proliferagdo | (LEHEN'KYI et al., 2007;
. NFAT2 Superexpressao
prostata tumoral MANDA et al., 2015)
Aumento de migracéo e
. ~ (FLOCKHART et al.,
Aumento de invasao,
NFAT1 - - L 2009; LEVIN-GROMIKO
Melanoma atividade e quimiorresisténcia,
NFAT2 ) . et al., 2014; PEROTTI et
superexpressao escape imune e al., 2015)
desdiferenciagédo
Diminuigao de
oA . (ZHANG et al., 2007;
. . _ sobrevivéncia pos-
Cancer de pulmao | NFAT2 Superexpressao . CHEN et al., 2011; IM et
cirurgica e
al., 2016)
quimiorresisténcia
. . Aumento de (WU et al., 2010; TIE et
Glioblastoma NFATA1 Superexpressao . o
invasividade al., 2013)
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As proteinas NFAT também tém sido implicadas em vias importantes para
o desenvolvimento tumoral, como no processo de angiogénese, migracao e invasao
celular. O NFAT foi identificado como sendo capaz de regular a expressdo de
ciclooxigenase-2 (COX-2) e com isso induzir o aumento do crescimento de células
vasculares, tanto in vitro quanto in vivo (HERNANDEZ et al., 2001). A expressao de
COX-2 induzida pelo NFAT também influenciou positivamente a capacidade de
invasao de linhagens celulares de cancer de mama, in vitro (YIU e TOKER, 2006). A
importancia do NFAT na mobilidade e potencial metastatico de células de cancer de
mama também foi relatada em outros estudos, onde o bloqueio da atividade do
NFAT por CsA impedia essas caracteristicas (JAULIAC et al., 2002; YOELI-LERNER
et al., 2005). Em adi¢cdo, foi observado que o NFATZ2 leva ao aumento da
invasividade e migragcéao de células de carcinoma de célon (TRIPATHI, M. K. et al.,
2014). Foi demonstrado também que HIF-1a (Hypoxia-Inducible Factor 1a), um
importante regulador de processos como transporte de glicose, metabolismo
energético e angiogénese (SEMENZA, 2000), tem sua expressdao aumentada em
mastocitos por uma via dependente de NFAT, com este efeito sendo bloqueado por
CsA (WALCZAK-DRZEWIECKA et al., 2008). Alguns dados tém relacionado as
proteinas NFAT a outros processos envolvidos na tumorigénese. A ativagao da
expressao da telomerase € uma etapa essencial para o processo de imortalidade
replicativa (HANAHAN e WEINBERG, 2000). Ja foi demonstrado que a expresséo de
hTERT (Human telomerase reverse transcriptase) pode ser regulada diretamente por
NFAT (CHEBEL et al., 2009).

Dados da literatura tém mostrado também que, em alguns contextos, as
proteinas NFAT, em particular o NFAT1, podem atuar como supressores de tumor.
Camundongos deficientes para Nfat1 formaram espontaneamente condrossarcomas
(RANGER et al., 2000). Além disso, estes camundongos apresentam maior
formagdo de sarcomas do que camundongos selvagens quando tratados com o
carcinogeno metilcolantreno (ROBBS et al., 2008). Como mostrado anteriormente, o
NFAT1 é capaz de regular negativamente o ciclo celular e positivamente diversos
genes pré-apoptéticos (Figs. 1.4 e 1.5), o que € compativel com um possivel papel
supressor tumoral.

Dessa forma, as proteinas NFAT estao relacionadas ao desenvolvimento
de diversos tipos de tumores. Esses dados colocam a familia NFAT como um alvo

importante para o entendimento do processo de transformacéo celular.
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1.4. O fator de transcrigdo NFAT2

O NFAT2 é o unico membro conhecido da familia NFAT a apresentar
regulagéo a nivel transcricional, sendo esta induzida por um loop autorregulatorio
(CHUVPILO et al., 2002). A transcrigdo do NFAT2 é regulada por dois promotores
distintos, nomeados como P1 e P2 (CHUVPILO et al., 2002). O promotor P2 foi
descrito como um promotor constitutivo em células T, levando a transcrigao basal a
partir do éxon 2 do gene, dando origem as isoformas  do NFAT2 (Fig. 1.7A)
(SHERMAN et al., 1999; CHUVPILO et al., 2002), que apresentam o motivo N-
terminal conservado (Fig. 1.1). Com a ativagao celular, as diferentes proteinas NFAT
presentes previamente — NFAT1 e isoformas do NFAT2 — sdo desfosforiladas e
translocadas para o nucleo, onde se ligam ao promotor P1 do gene do NFAT2, que
induz a transcrigdo a partir do éxon 1 com splicing para o éxon 3, levando a uma
sintese massiva da isoforma NFAT2a (Fig. 1.7A) (CHUVPILO et al., 2002; ZHOU et
al., 2002), que nao apresenta o dominio conservado N-terminal. Adicionalmente, foi
mostrado que os fatores de transcricdo da familia NF-xB também participam da
regulacdo da expressdao do NFAT2a (MUHAMMAD et al., 2014). O promotor P1
apresenta ainda sitios de ligagdo para outros fatores de transcricdo como CREB,
Fos e ATF2 (Fig. 1.7B), porém, nao se sabe se estes fatores de transcricdo sao
necessarios para a expressao do NFAT2a..

Embora tenha sido descrita originalmente em linfocitos T, a induc&o da
transcricdo do NFAT2a apéds ativagao celular foi observada também em timdcitos,
linfécitos B, osteoclastos, células endoteliais cardiacas embrionarias e células
pancreaticas embrionarias, onde esta induc¢do foi mostrada como essencial para a
fisiologia destas células (ZHOU et al., 2005 = TAKAYANAGI, 2007;
BHATTACHARYYA et al., 2011; GOODYER et al., 2012; HOCK et al., 2013; KLEIN-
HESSLING et al., 2016). Desse modo, o NFAT2a é a unica isoforma da familia
NFAT ja descrita a ter a sua expressdo regulada transcricionalmente, sendo essa
expressao induzida por ativacao celular. Esta indugido parece ser fundamental para

a proliferacao e/ou diferenciagao celular em diferentes tecidos.
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Figura 1.7. Regulagdo transcricional das diferentes isoformas do fator de transcrigao
NFAT2. A) Representagdo esquematica do mecanismo de regulagdo da expressdo das
isoformas do NFAT2 em células T. Dois diferentes promotores controlam a transcricdo do
NFAT2. O promotor P1 é induzido por ativagao celular, levando principalmente a expressao da
isoforma NFAT2a, enquanto o promotor P2 é constitutivo, dando origem as isoformas p do
NFAT2. O gene apresenta ainda 2 diferentes sitios de poliadenilagéo: pA1, envolvido na sintese
das isoformas curtas do NFAT2 (NFAT2a e NFAT2B) e pA2, que permite a sintese das
isoformas longas (NFAT2a/B, NFAT2B/B, NFAT2a/C e NFAT2B/C). Adaptado de SERFLING et
al. (2006). B) Representagao esquematica do promotor P1 do gene do NFAT2. Os circulos e as
caixas indicam sitios para a ligagdo de fatores de transcrigdo e as linhas verticais indicam
residuos CpG. Adaptado de SERFLING et al. (2012).
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Como ja citado anteriormente, os diferentes membros e isoformas da
familia NFAT apresentam como principais diferencas estruturais os seus dominios
de transativagdo (TAD-N e TAD-C terminal; Fig. 1.1). Algumas evidéncias sugerem
que essa grande variabilidade nos dominios de transativagdo das proteinas NFAT
esta relacionada com o papel diferencial dessas proteinas tanto na regulagdo das
respostas imunes quanto na tumorigénese e controle de ciclo celular e apoptose
(ROBBS et al., 2008; MOGNOL et al., 2016). Gragas a grande heterogeneidade de
isoformas dos membros da familia NFAT e pela ja demonstrada fungcdo na regulagéo
génica dos diversos dominios e motivos diferencialmente presentes em cada uma
dessas isoformas, € de grande interesse entender qual a fungdo de determinados
membros e isoformas das proteinas NFAT no controle da homeostasia celular.

Como ja discutido, o NFAT2 apresenta variabilidade no N-terminal, com a
presengca ou auséncia do motivo conservado N-terminal (Fig. 1.1), além de ser o
unico membro da familia NFAT conhecido a possuir expressao induzida por ativacao
e também apresentar uma notavel participagdo na regulacédo do ciclo celular e
principalmente na tumorigénese. Por estas caracteristicas, foram escolhidas as
isoformas curtas do NFAT2, NFAT2a e NFAT2B, que divergem apenas em sua
por¢cao N-terminal (Fig. 1.1 e 1.7), para aprofundar o estudo do envolvimento da
familia de fatores de transcricdo NFAT na proliferacdo, morte e transformacéao

celular.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral:

Caracterizar o envolvimento das isoformas do fator de transcricdo NFAT2

na regulagéo de proliferagdo, morte e transformacgéao celular.

2.2. Objetivos especificos:

» Analisar os fendtipos celulares induzidos pela expressdo do CA-NFAT2a e do
CA-NFAT2pB em fibroblastos NIH3T3;

» Caracterizar possiveis dominios funcionais no N-terminal diferencial das
isoformas do NFAT2 e determinar sua importancia para os processos de morte e

transformacao celular;

» Analisar os genes diferencialmente regulados pelas isoformas do NFAT2 nos

processos de morte e transformacgao celular;

» Avaliar os efeitos da expressao do CA-NFAT2a. e do CA-NFAT2 sobre a morte

celular e a expressao génica de linfocitos T CD47;

» Avaliar a expressao das isoformas do NFAT2 em tumores e linhagens tumorais.
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3. Material e Métodos

3.1. Cultura de células

As células NIH3T3, EcoPack2, Phoenix-Eco e T CD4* primarias foram
cultivadas em meio DMEM (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino,
NaHCOs (40 mM), NaH2PO4 (1 mM), piruvato de sédio (1 mM), solucao de vitaminas
MEM 1x, solugdo de aminoacidos MEM essenciais e ndo-essenciais 1x, L-glutamina
(2 mM), B-mercaptoetanol (55 uM), HEPES (10 mM), estreptomicina (100 mg/L) e
penicilina (100.000 U/L) (todos Gibco). As células Jurkat, 697 e Raji foram cultivadas
em meio RPMI (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino, piruvato de
sodio, L-glutamina, p-mercaptoetanol, estreptomicina e penicilina. Todas as culturas

foram cultivadas em estufa a 37°C, em atmosfera com 5% de COa.

3.2. Animais

Os camundongos BALB/c nude/nude, C57BL/6 (Nfat2**Cd4-cre’) e
Nfat2?1Cd4-cre* foram mantidos no biotério da Coordenagcdo de Pesquisa do
Instituto Nacional de Cancer (INCA). Os animais Nfat2?1 Cd4-cret* possuem
background C57BL/6 e foram gerados no laboratério da Dra. Anjana Rao (La Jolla
Institute for Allergy and Immunology, San Diego, Califérnia, EUA) (MARTINEZ et al.,
2015). Em todos os experimentos foram utilizados animais de 8 a 12 semanas. O
estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do INCA
(Processos N° 008/13 e 003/14).

3.3. Amostras humanas

3.3.1. Doadores de sangue e amostras de PBMC

As amostras humanas de células mononucleares de sangue periférico

(PBMCs — peripheral blood mononuclear cells) foram obtidas a partir de 10 doadores
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saudaveis do banco de sangue do Instituto Nacional de Céancer. Os leucdcitos foram
retidos em filtros de reducgédo de leucdcitos e recuperados a partir da lavagem dos
filtros duas vezes com 20 mL de PBS. As PBMCs foram isoladas por centrifugagcéo
em gradiente de densidade com Ficoll (800 rcf, sem freio, por 20 minutos). Depois
de isoladas, as PBMCs foram lavadas duas vezes com 10 mL de PBS e
centrifugadas a 400 rcf por 5 minutos. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do INCA (Processo N° 153/10).

3.3.2. Pacientes e amostras de linfoma de Burkitt

Sete casos linfomas de Burkitt pediatricos foram inclusos neste estudo e
as amostras foram obtidas a partir da divisdo de Patologia do INCA. Este estudo foi
aprovado pelo CEP do INCA (Processo N° 018/09).

3.3.3. Amostras de baco e DLBCL

Foram inclusos neste estudo 104 amostras de tecido normal de baco
obtidas através do banco de dados GTEx (Genotype-Tissue Expression) (GTEX-
CONSORTIUM, 2013) e 48 casos de linfoma difuso de grandes células B (DLBCL)
obtidos a partir do banco de dados TCGA (The Cancer Genome Atlas).

3.4. Construgao de plasmideos

O vetor pLIRES2-EGFP foi construido através de subclonagem do cassete
IRES2-EGFP do vetor pIRES2-EGFP (BD Biosciences) no vetor retroviral derivado
do virus de leucemia murina de Moloney (MoMuLV), pLEGFP-N1 (BD Biosciences),
utilizando as enzimas de restrigdo BamH| e Notl (TEIXEIRA et al., 2005). Os cDNAs
do CA-NFAT2a e do CA-NFAT2B murinos, foram gentiimente cedidos,
respectivamente, pela Dra. Melissa Brown e pela Dra. Anjana Rao e foram clonados
no vetor retroviral pLIRES2-EGFP utilizando enzimas de restricdes e posterior
ligacdo. As construgdes das proteinas truncadas CA-NFAT2-AN, CA-NFAT2B-A1-8 e

CA-NFAT2B-A1-19 foram feitas através da delegc&o dos residuos de aminoacido 1-
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28, 1-8 e 1-19 do CA-NFAT2p, respectivamente, por amplificacdo por PCR (reagao
em cadeia da polimerase). Para a construgédo da proteina truncada CA-NFAT23-A9-
19 e do mutante CA-NFAT2B-Mut-Acid, foi utilizado o sistema GeneTailor Site-
Directed Mutagenesis (Invitrogen) para mutagénese sitio-dirigida do vetor pLIRES2-
EGFP-CA-NFAT2p. Essas mutagéneses foram realizadas em duas reagdes, onde os
vetores produtos das reagdes com os primeiros pares de primers foram utilizados
como DNA molde para a segunda reagao. A proteina CA-NFAT23-Mut-Acid contem
as seguintes substituicbes de aminoacidos: E9A, D11A, E17A e D19A. As

sequéncias dos primers utilizados nas construgdes estdo na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Lista de primers utilizados na construgédo das variantes do CA-NFAT2

Sitio

Construcao Sequéncia dos primers (5' - 3') de restrigdo

Forward:
GCGCTCGAGATGCACTACAGTTATGTGTCC

Reverse:
CCAGTCGACAGCATTATTCAGTGGAGACACAC

Xhol

CA-NFAT2-AN
Sall

Forward:
CTGGAGAGATCTATGGAGTTCGACTTCGATTTCC

Reverse:
CCAGTCGACAGCATTATTCAGTGGAGACACAC

Bglll

CA-NFAT2B-A1-8
Sall

Forward:
ATTTCCAGATCTAGTTCGATGCAGAGCGGCG

Reverse:
CCAGTCGACAGCATTATTCAGTGGAGACACAC

Forward 1:
GGACCCGGAGTTCGATTCGATCAGAGCGGC

Reverse 1:
TCGAACTCCGGGTCCTGCTCCAGCC

Forward 2:
GCTGGAGCAGGACCCTCAGAGCGGCG

Reverse 2:
GGGTCCTGCTCCAGCCCCGTCATGTCG

Forward 1:
CGACTTCGATTTCCTCTTTGCATTTGCACAGAGC -
GGCG

Reverse 1:
AGGAAATCGAAGTCGAACTCCGGGTCCTGCTCC

Forward 2:
CAAAGAGGAAATCGAAAGCGAATGCCGGGTCCT -
G

Reverse 2:
CGATTTCCTCTTTGCATTTGCACAGAGCGGCGG

Bglll

CA-NFAT2B-A1-19
Sall

CA-NFAT2B-A9-19

CA-NFAT2p-Mut-Acid

33



O vetor retroviral pRV-GFP foi gentilmente cedido pela Dra. Anjana Rao.
Os cDNAs do CA-NFAT2a e do CA-NFAT2B murinos foram clonados no vetor pRV-
GFP utilizando as enzimas de restricdo Sall e Xhol.

O promotor TNF-a -200 pb foi sintetizado (Genscript) e subclonado no
vetor pGL4.10 (Promega) utilizando as enzimas de restrigdo Bglll (ligando com o
sitio da enzima BamH|I no vetor) e Hindlll. O plasmid k3(long)-luciferase foi obtido a
partir da Addgene (Plasmideo 11110) (TSAI et al., 1996).

Todas as construgdes foram confirmadas por mapeamento por enzimas de

restricdo e sequenciamento.

3.5. Purificagao de células T CD4* primarias

Linfonodos periféricos (inguinais, axilares, braquiais, cervicais e
mesentéricos) de camundongos C57BL/6 (Nfat2** Cd4-cre’) ou Nfat2® Cd4-cre*
foram dissecados e macerados para obtengao das células em suspensédo. As células
T CD4* foram purificadas por selegdo negativa através do Dynal Beads System
(Invitrogen) utilizando as recomendacgdes do fabricante. A eficiéncia de purificacéo

foi avaliada por citometria de fluxo e foi superior a 95% em todos os experimentos.

3.6. Transducgao de células NIH3T3 com retrovirus recombinantes

A linhagem celular EcoPack2 ecotropica (BD Biosciences) foi utilizada
como célula empacotadora dos retrovirus. A producao retroviral foi feita a partir da
transfeccao transiente das células EcoPack2 por precipitacdo por fosfato de calcio
pelo protocolo descrito abaixo.

No primeiro dia, as células empacotadoras foram cultivadas em placas de
Petri tratadas de 10 cm de didmetro no total de 4 x 10° células/placa em 10 mL de
meio de cultura. No dia seguinte, estas células foram transfectadas utilizando o DNA
dos vetores retrovirais purificados por colunas de Maxi-Prep (QIAGEN). A
precipitacdo do DNA foi feita misturando-se: 20 ug de DNA; 250 uL de tampéao salino
de Hank 2x (HBS; 280 mM NaCl, 10 mM KCI, 1,5 mM NazHPO4, 12 mM dextrose, 50
mM HEPES, pH7.1); 50 uL de CaCl2 2,5 M e avolumando para 500 puL com H20

deionizada. Essa mistura foi homogeneizada avidamente por borbulhamento com
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pipetador automatico e incubada por 30 minutos em temperatura ambiente.
Posteriormente, o precipitado (500 ulL) foi adicionado as células empacotadoras. No
terceiro dia, as células empacotadoras transfectadas foram lavadas duas vezes com
PBS e foram adicionados 5 mL de meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino definido (Hyclone). No quarto dia, os sobrenadantes das células
empacotadoras contendo os retrovirus recombinantes foram recolhidos e
centrifugados por 5 minutos a 500 rcf para retirar eventuais células soltas e
fragmentos celulares.

As células NIH3T3 foram cultivadas em placas de 6 pogos (2,5 x 104
células/pogo). No dia seguinte, essas ceélulas foram incubadas com o sobrenadante
de EcoPack2 transfectadas contendo os retrovirus, junto com meio DMEM novo
suplementado com 10% de soro fetal bovino definido (Hyclone) (1:1; v/v),
suplementados com 8 ug/mL de polibreno (Fluka Chemie). Em seguida, as placas
contendo as células foram centrifugadas duas vezes a 400 rcf por 45 minutos, com
intervalo de 90 minutos entre as centrifugacdes. Depois de 24 horas, as células
foram soltas por tripsinizacdo e o percentual de transducdo foi observado por
citometria de fluxo (citbmetro FACSCalibur; BD Biosciences), através da analise da
expressao de EGFP, sendo este momento considerado o ponto zero dos

experimentos subsequentes.

3.7. Transducao de células T CD4* com retrovirus recombinantes

A linhagem celular Phoenix-Eco foi utilizada como célula empacotadora
dos retrovirus para transdugao de linfocitos T CD4*. A producgao retroviral foi feita a
partir da transfeccao transiente das células Phoenix-Eco por precipitagcao por fosfato
de calcio.

No primeiro dia, as células empacotadoras foram cultivadas em placas de
Petri tratadas de 10 cm de didmetro no total de 3 x 10° células/placa em 10 mL de
meio de cultura. No dia seguinte, estas células foram co-transfectadas utilizando 20
ug de DNA dos vetores retrovirais e 7,5 ug do vetor pCL-ECO. No terceiro dia, as
células empacotadoras transfectadas foram lavadas duas vezes com PBS e foram
adicionados 10 mL de meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino
definido (Hyclone). No quarto dia, os sobrenadantes das células empacotadoras

foram recolhidos e filtrados em filtros de 0,22 um. Em seguida, os sobrenadantes
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foram centrifugados overnight a 6000 rcf, a 4°C, para concentragcao dos retrovirus.
Os retrovirus foram, entdo, ressuspendidos em meio DMEM novo suplementado
com 10% de soro fetal bovino definido, suplementado com 8 ug/mL de polibreno.

As células T CD4* foram estimuladas por 48 horas com 1 ug/mL de
anticorpo anti-CD3 (BD Pharmingen) e 1 ug/mL de anticorpo anti-CD28 (BD
Pharmingen) em placa de 12 pocgos revestida com 0,3 mg/mL de anticorpo anti-lgG
(MP Biomedicals). Posteriormente, o meio de cultura foi retirado e guardado a 37°C,
enquanto as células foram incubadas com 1 mL do meio contendo os retrovirus
concentrados e as placas foram centrifugadas a 900 rcf por 1 hora e 40 minutos. O
meio de cultura condicionado pelos linfécitos foi retornado as células apds a
centrifugagéo. Depois de 24 horas, as células transduzidas foram lavadas com PBS,
transferidas para placas de 6 pocos e cultivadas por 24 horas com meio novo
suplementado 20 U/mL de IL-2 recombinante (PeproTech). O ponto de 48 horas

apos a transducao foi considerado o ponto zero dos experimentos subsequentes.

3.8. Western blotting

As células NIH3T3 transduzidas (1 x 10° células) ou células T CD4* (1 x
108 células) foram centrifugadas, ressuspendidas e lisadas em 20 uL de tampao
contendo 40 mM de Tris-Cl pH 7.5, 10 mM de EDTA, 60 mM de pirofosfato de sddio
e 5% de SDS. Posteriormente, foram adicionados 5 uL de 5x loading buffer (350 mM
Tris-Cl, Glicerol 10%, Azul de Bromofenol 0,01%, SDS 15%, B-Mercaptoetanol 25%,
pH6,8) e as amostras foram aquecidas por 15 minutos a 100°C. Os extratos das
proteinas foram separados em SDS-PAGE 10%.

Apos a eletroforese as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose utilizando o sistema de transferéncia Trans-Blot Semi-Dry
electrophoretic transfer cell (BioRad) como recomendado pelo fabricante. As
membranas foram posteriormente bloqueadas com tampao Tris salina (TBS; 10 mM
Tris-Cl, 150 mM NaCl, pH 7,4) com 5% de leite desnatado por uma hora.
Posteriormente, foram lavadas com TBS-T (TBS mais 0,05% Tween) e incubadas
nesse mesmo tampao overnight com o anticorpo primario (NFATZ2, anticorpo
monoclonal 7A6 (Santa Cruz); B-actina, anticorpo policlonal ab8227 (abcam);
GAPDH, anticorpo monoclonal 6C5 (Santa Cruz)). As membranas foram lavadas trés

vezes com TBS-T por 10 minutos e incubadas por mais uma hora com o anticorpo
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secundario conjugado a peroxidase de raiz forte (HRP). Em seguida, as membranas
foram lavadas seis vezes com TBS-T por 10 minutos e reveladas com o substrato da
peroxidade utilizando o sistema SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate

(ThermoFisher Scientific), como recomendado pelo fabricante.

3.9. Cinética de proliferagao celular

Células NIH3T3 transduzidas com o vetor controle vazio ou contendo o
cDNA das variantes do NFAT2 foram cultivadas em placas de 96 pogos, 8 x 103
células por poco, em ftriplicata. Em diferentes tempos apds a infecgao retroviral a
proliferacdo celular foi avaliada por marcacédo por cristal violeta. A marcacéo por
cristal violeta consiste em lavar as células com tampéo fosfato de salina (PBS), fixa-
las com etanol absoluto por 10 minutos, corar as células fixadas com 0,05% de
cristal violeta em 20% de etanol por 10 minutos, lava-las com agua destilada,
ressolubilizar o cristal violeta com metanol absoluto por 5 minutos e ler a
absorbancia da placa em um espectrofotdmetro a 595 nm. O primeiro ponto foi

retirado 2 horas apds o inicio da cultura e os demais a cada 24 horas.

3.10. Analise de morte celular por marcag¢ao com iodeto de propidio

Para analise de morte celular, as células NIH3T3 transduzidas com o vetor
controle vazio ou com os vetores contendo o cDNA das variantes do NFAT2 foram
cultivadas em placas de 12 pocos, em confluéncia, totalizando 1 x 10° células por
poco. Somente quando indicado, células expressando CA-NFAT2p foram incubadas
com anticorpos neutralizantes para TNF-a (MCA1488XZ; AbD Serotec) ou FasL
(MFL3; BD Biosciences). Adicionalmente, quando indicado, células NIH3T3
selvagens foram incubadas com TNF-a murino recombinante. Depois de 72 h, as
células foram ftripsinizadas, lavadas uma vez com PBS e marcadas com iodeto de
propidio (75 uM) na presencga de NP-40. A analise do conteudo de DNA foi realizada
coletando 10000 eventos por citometria de fluxo. Os dados foram analisados e o
percentual de células com marcagdo sub-Go foi determinados utilizando os

programas CELLQuest (BD Biosciences) e FlowJo (Tree Star Inc).
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3.11. Ensaio de formagao de focos

As células NIH3T3 foram transduzidas com o plasmideo controle vazio ou
com os plasmideos contendo o cDNA das variantes do NFAT2. As células
transduzidas foram diluidas 1:4 com células NIH3T3 selvagens nao-transduzidas
para facilitar a visualizagao dos focos de transformagao. Essa mistura foi cultivada
em placas de 6 pogos a uma densidade final de 5 x 10* células/pogo. O meio de
cultura foi trocado a cada dois dias. Apds cerca de duas semanas os focos foram
visualizados por microscopia de contraste de fase e de fluorescéncia para a
deteccao da expressdao de EGFP. Para a visualizacdo dos focos, as placas foram
lavadas com PBS, fixadas com etanol absoluto por 10 minutos e coradas com cristal
violeta 0,05% em 20% de etanol por 10 minutos e lavadas com agua destilada. Por

fim, as placas foram escaneadas.

3.12. Crescimento independente de ancoragem em meio semi-soélido

Placas de seis pogos foram forradas com meio suplementado com 0,8%
de agarose para evitar adesdo celular ao fundo do pogo. Células NIH3T3
transduzidas foram tripsinizadas e 5 x 103 células foram ressuspendidas em 3 mL de
meio de cultura contendo 0,4% de agarose e, apdés a solidificagdo, foram
adicionados 2 mL de meio de cultura, que foram trocados a cada 3 dias. As células
foram cultivadas por quatro a cinco semanas. Colbnias representativas foram
visualizadas por microscopia de contraste de fase e de fluorescéncia para deteccao

do EGFP. O numero total de col6nias foi contado.

3.13. Formagao de tumores em camundongos atimicos

Camundongos atimicos BALB/c nude/nude de 8 a 12 semanas foram
inoculados com células NIH3T3 tranduzidas com vetor vazio ou contendo o cDNA
das isoformas do NFAT2. Essas células foram tripsinizadas, lavadas e
ressuspendidas em PBS. As inoculagdes foram feitas através da injegdo subcutanea
de 5 x 10° células no flanco direito de cada animal. Foram utilizados grupos de 7
animais para cada um dos 3 vetores (vetor vazio, CA-NFAT2a e CA-NFAT2pB). O
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volume tumoral foi avaliado a cada cinco dias usando a féormula: V = 0,52 x
comprimento? x largura. Os camundongos foram sacrificados 55 dias apds a
inoculacgao e fotografados no sistema IVIS Lumina XR Series Ill (PerkinElmer) para

deteccao da expressido de EGFP nos tumores.

3.14. Extragcao de RNA e sintese de cDNA

Células NIH3T3 transduzidas foram cultivadas em placas de 10 cm (1,5 x
10° células/placa) e seu RNA total foi isolado apds 16 horas, através o kit RNeasy
Mini (QIAGEN). A primeira fita de cDNA foi sintetizada utilizando o kit RT? First
Strand (SABiosciences).

Para analise da expressao das isoformas do NFAT2, células Jurkat, 697 ou
Raji foram cultivadas em placas de 6 pogos (3 x 10°% células por pogo). Quando
indicado, as células tumorais humanas (Jurkat, 697 e Raji) foram estimuladas com
ionomicina (1 uM) e PMA (10 nM) por 4 horas. Para extragdo de RNA de PBMCs
foram utilizadas 1 x 107 células recentemente purificadas. Os RNAs totais foram
isolados usando o reagente Trizol LS (Invitrogen). As células foram centrifugadas,
ressuspendidas em 1 mL de Trizol LS e estocadas a -70°C. Posteriormente, as
amostras foram descongeladas e foram adicionados 200 ulL de cloroférmio. As
amostras foram vortexadas, incubadas por 3 minutos a temperatura ambiente e
centrifugadas a 12000 rcf por 15 minutos, a 4°C. A fase aquosa foi recolhida e foi
adicionada de 600 uL de solucao fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1; viv:v).
As amostras foram vortexadas e centrifugadas a 12000 rcf por 15 minutos, a 4°C. A
fase aquosa foi recolhida e adicionada de 500 uL de isopropanol. As amostras foram
misturas, incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugadas a 12000
rcf por 15 minutos, a 4°C. Os pellets foram lavados com 1 mL de etanol 75%,
seguido por centrifugacéo a 7500 rcf por 10 minutos, a 4°C. Os sobrenadantes foram
descartados e os pellets de RNA foram ressuspendidos em DEPC 0,1%. Para a
sintese da primeira fita de cDNA foi utilizado o kit ImProm-Il Reverse Transcription
(Promega) de acordo com as recomendacdes do fabricante.

A extracao de RNA das amostras de linfoma de Burkitt foi realizada através
do RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE (Ambion) e a primeira fita de
cDNA foi sintetizada utilizando o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

(Applied Biosystems) de acordo com as recomendac¢des dos fabricantes.
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3.15. PCR em tempo real

O SuperArray para analise de genes relacionados a apoptose foi realizado
utilizando SYBR Green PCR Master Mix (SABiosciences) e o kit PAMM-012 Mouse
Apoptosis Pathway RT? Profiler PCR array (SABiosciences). Os dados foram
analisados através do software RT? Profiler PCR Array Data Analysis
(SABiosciences). As reacoes de PCR em tempo real para as isoformas do NFAT2
foram realizadas utilizando SYBR Green PCR Master Mix (Applied Byosystems) em
um sistema 7500 Real-Time PCR (Applied Byosystems). As sequéncias dos primers

utilizados nas reacdes estao listadas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Lista de primers utilizados nas reagcées de PCR em tempo real

Alvo Sequéncia dos primers (5' - 3')
Forward:.
NFAT20. TCGGGAGAGGAGAAACTTTGG
Homo sapiens Reverse:
GCTGACGTTGGAGGATGC
Forward:
NFAT23 AGGAGTTCGACTTCGAGTTCC
Homo sapiens Reverse:
GCTGACGTTGGAGGATGC
Forward:
PGKA1 CAAGCTGGACGTTAAAGGGA
Homo sapiens Reverse:
CTTGGGACAGCAGCCTTAAT
Forward:
TBP ACAACAGCCTGCCACCTTAC
Homo sapiens Reverse:
GTTCTGAATAGGCTGTGGGG
3.16. ELISA

As células NIH3T3 transduzidas foram cultivadas em confluéncia em
placas de 12 pogos (1 x 10° células por pogo) por 24, 48 ou 72 horas. As células T
CD4* foram cultivadas em placas de 24 pogos (1 x 10° células por pogo) na

presenca ou auséncia de PMA (10 nM) por 6 horas. Apos os tempos indicados, os
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meios de cultura foram coletados, centrifugados e os sobrenadantes livres de células
foram recolhidos para analise dos niveis de TNF-a. Os niveis de TNF-o foram
avaliados utilizando o kit Murine TNF-a ELISA Development (PeproTech) de acordo

com as instrugcdes do fabricante.

3.17. Marcacao de superficie

Células NIH3T3 transduzidas com vetor vazio ou expressando as
variantes do CA-NFAT2 foram cultivadas em confluéncia (1 x 10° células por pogo)
em placas de 12 pogos. Apds 24 h, as células foram soltas utilizando solu¢do de
PBS com EDTA (2 mM), centrifugadas, ressuspendidas em PBS, marcadas com
anticorpo anti-FasL-PE (eBioscienses) e analisadas por citometria de fluxo. De
maneira similar, células T CD4"* transduzidas foram cultivadas em placas de 24
pogos (1 x 108 células por pogo) na presenga ou auséncia de PMA (10 nM) por 6
horas. Posteriormente, as células foram coletadas, centrifugadas, ressuspendidas
em PBS, marcadas com anticorpo anti-FasL-PE e analisadas por citometria de fluxo.

Para analise, foram coletados 10000 eventos dentro do gate de células EGFP*.

3.18. Ensaios de transativacao

As células NIH3T3 (5 x 10* células em placas de 6 pogos) foram co-
transfectadas através do SuperFect Transfection Reagent (QIAGEN) com plasmideo
codificando a luciferase firefly (pGL4.10-TNF-o(-200 pb) ou «3(long)-luciferase) e
plasmideo codificando a luciferase renilla (pRL-TK). Apds 48 horas, as células
transfectadas foram transduzidas com vetor vazio ou contendo o cDNA das
variantes do CA-NFAT2. No dia seguinte a transducgdo, 1 x 10° células foram
cultivadas em placas de 12 pogos e lisadas apés 16 horas com o Passive Lysis
Buffer (Promega). A atividade das luciferases firefly e renilla foi avaliada através do
sistema Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega). Os valores da luciferase firefly

foram normalizados pela atividade de renilla.
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3.19. Analise de morte celular por marcagdo com Anexina V

Células T CD4" transduzidas foram cultivadas em placas de 24 pogos (1 x
108 células por pogo) na presenga ou auséncia de PMA (10 nM) por 6 horas.
Posteriormente, as células foram coletadas, centrifugadas, lavadas com PBS,
ressuspendidas em tampéao de ligacdao de Anexina V (0,1M Hepes, pH 7,4; 1,4M
NaCl e 25 mM CaCl2), marcadas com Anexina V-APC (eBiosciences) e 7-AAD (BD
Biosciences) e analisadas por citometria de fluxo. Para analise, foram coletados

10000 eventos dentro do gate de células EGFP™.

3.20. Analise de dados de RNA-Seq

Os dados compilados contendo a expressao de genes e éxons e a
quantificacéo de jungbes de éxons foram obtidos a partir de download do banco de
dados FireBrowse ou diretamente do TCGA utilizando o software R com o pacote
TCGABiIolinks, para as amostras tumorais de DLBCL, e a partir de download do
banco de dados GTEX, para as amostras de normais de baco.

A expressdo do gene do NFAT2 foi avaliada pelo valor de FPKM
(Fragments per kilobase of exon per million reads mapped). Para estimar o nivel de
expressao das isoformas NFAT2a e NFAT2p, foram utilizadas, respectivamente, as
contagens das jungdes exon 1 — éxon 3 e exon 2 — éxon 3 do gene do NFAT2. As
contagens das jung¢des foram normalizadas pela profundidade da biblioteca de cada
amostra. Nove amostras que apresentaram contagens iguais a zero para as duas
juncodes foram excluidas das analises. Para geracao de dados em escala logaritmica
em base 2, foi gerada uma pseudocontagem somando-se uma constante igual a 1 a

todas as contagens.

3.21. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas através da comparacao entre os
grupos por teste t de Student ndo-pareado. O teste U de Mann-Whitney foi utilizado
apenas para analise das amostras de PBMCs de doadores, amostras de linfomas de

Burkitt e contagens das jung¢des de éxons do NFAT2 nos dados de RNA-Seq. Para
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as analises de correlagcdo foi utilizado o coeficiente de correlacdo de Pearson.
Valores de p menores do que 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

43



4. Resultados

4.1. As isoformas do NFAT2 afetam de maneira distinta a proliferagcao e a morte
celular em fibroblastos NIH3T3

Para avaliar o papel das diferentes isoformas do NFAT2 na proliferagao
celular, utilizamos como modelo experimental a linhagem néo-transformada
imortalizada de fibroblastos murinos NIH3T3. A linhagem NIH3T3 foi escolhida por
ser um modelo classico para estudos de proliferagdo e transformagao celular. Além
disso, células NIH3T3 nao apresentam niveis detectaveis de nenhuma isoforma do
NFAT2, servindo como um bom modelo para analise de variantes especificas do
NFAT2. Nestas células, levamos a uma expressao continua das construgoes
contendo formas constitutivamente ativas (CA) das isoformas NFAT2a ou NFAT2pB
através da transducgdo retroviral. As proteinas CA-NFAT2 ja foram previamente
caracterizadas por se localizarem constitutivamente no nucleo, se ligarem com alta
afinidade ao DNA e transativarem genes responsivos a NFAT (MONTICELLI e RAO,
2002; ROBBS et al., 2008). As proteinas NFAT2a ou NFAT2p divergem apenas em
seu N-terminal, com 42 residuos de aminoacido diferenciais para o NFATZ2a,
oriundos do éxon 1 do gene, e 28 residuos de aminoacido diferenciais para o
NFAT2B, provenientes do éxon 2 (Fig. 4.1A e 4.1B).

A eficiéncia da transdugao retroviral foi analisada por citometria de fluxo
para deteccao da proteina EGFP, codificada pelo mRNA bicistronico contendo a
sequéncia para sintese das isoformas do NFAT2, onde foi observado 85-90% de
células positivas para EGFP. A analise por western blotting mostrou ainda que a
transducao retroviral permitiu a expressdo de niveis similares das isoformas do
NFAT2 em células NIH3T3 (Fig. 4.1C).
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Figura 4.1. Isoformas do NFAT2 utilizadas neste estudo. A) Alinhamento esquematico das
proteinas NFAT2a e NFAT2B. DBD, dominio de ligacdo ao DNA (DNA binding domain); NHR,
regido de homologia ao NFAT (NFAT homology region); TAD-N, dominio de transativacao N-
terminal (N-terminal transactivation domain). B) Representagdo dos aminoacidos diferenciais no
N-terminal das isoformas NFAT2. O numero dos aminoacidos esta indicado na figura. C) Analise
por western blotting dos niveis proteicos das isoformas do NFAT2 em células NIH3T3
transduzidas.
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No intuito de analisar o efeito das diferentes isoformas do NFAT2 na
proliferagdo das células NIH3T3, células transduzidas com vetor vazio ou contendo
cDNA das isoformas constitutivamente ativas do NFAT2 tiveram seu perfil
proliferativo analisado por marcacéao por cristal violeta, que fornece informagao sobre
numero de células na cultura. Neste ensaio observou-se que as células transduzidas
com o vetor vazio proliferavam e ao atingirem a confluéncia paravam de proliferar
(Fig. 4.2). Surpreendentemente, enquanto as células transduzidas com o vetor
contendo o cDNA do CA-NFAT2a continuavam a proliferar mesmo depois de
atingida a confluéncia, era observado uma grande redugdo no numero de células
quando estas eram infectadas com o vetor contendo o cDNA do CA-NFAT2p (Fig.
4.2). Esses dados sugerem que as proteinas NFAT2a e NFAT2B afetam
diferencialmente a proliferacdo celular em fibroblastos NIH3T3, uma vez que a
isoforma o parece estar induzindo a perda da inibigdo de crescimento mediada por
contato, um indicativo primario de transformagao celular, enquanto a isoforma
poderia estar induzindo morte celular.

Para determinar se a expressao do CA-NFAT2B poderia, de fato, induzir
morte celular, analisamos a presencga de conteudo sub-Go de DNA, um indicador de
células em processo de morte celular por apoptose. Analisando a fragmentacao de
DNA nuclear pela marcagao com iodeto de propidio (IP) 72 h depois do inicio da
cultura, observamos que células do controle ou expressando CA-NFAT2a
apresentaram um baixo percentual de conteudo sub-Go de DNA (Fig. 4.3). Enquanto
isso, células expressando CA-NFAT2B demonstraram elevado percentual de
fragmentacdo de DNA, onde cerca de 23,8% apresentavam conteudo de DNA sub-
Go (Fig. 4.3). Em conjunto, nossos dados sugerem um papel diferencial para essas
duas isoformas do NFAT2 no controle da proliferacdo e morte celular, com a
isoforma NFAT2B sendo capaz de induzir a morte celular, enquanto a isoforma o

nao induz morte e aumenta o potencial proliferativo das células NIH3T3.
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Figura 4.2. Células NIH3T3 expressando CA-NFAT2a e CA-NFAT2B apresentam
diferentes perfis de proliferagao. Ensaio de proliferagdo por marcagao com cristal violeta.
As células transduzidas com vetor vazio ou vetores contendo CA-NFAT2a ou CA-NFAT2pB
foram cultivadas em placas de 96 pocos, 8 x 103 células por poco, em triplicata. O tempo
inicial corresponde ao inicio da cultura, 24 h apds a transdugao. As barras indicam o desvio
padrao dentro de um experimento. D.O., densidade optica. Dados representativos de pelo
menos 3 experimentos independentes.
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Figura 4.3. O CA-NFAT2p induz morte celular em NIH3T3. Andlise de morte celular em
células NIH3T3 transduzidas com retrovirus recombinantes. As células foram cultivadas em
confluéncia (1 x 10° células em placas de 12 pogos) e 72 horas apds o inicio da cultura foram
marcadas com iodeto de propidio (IP). A morte celular foi avaliada por citometria de fluxo. O
percentual de conteddo sub-Go de DNA esta indicado na figura. Os resultados séo
representativos de pelo menos trés experimentos independentes.

48



4.2. NFAT20 e NFAT2B induzem transformacao celular com diferentes

intensidades em células NIH3T3

Nos experimentos de proliferagdo foi observado que as células
expressando CA-NFAT2a eram capazes de proliferar acima da confluéncia, (Fig.
4.2), sugerindo que essas células poderiam estar passando por um processo de
transformacao celular. Sendo assim, avaliamos se a expressao das isoformas CA-
NFAT2a e CA-NFAT2B poderia levar a diferentes fendtipos em relacdo a
transformacao celular. Para isso, analisamos trés caracteristicas de transformagao
celular: perda de inibicdo de crescimento induzido por contato célula-célula,
crescimento na auséncia de substrato sélido para adesao e capacidade de formacao
de tumores in vivo.

Primeiramente, analisamos se as células expressando as diferentes
isoformas do NFAT2 eram capazes de superar a inibicdo do crescimento por
contato. Células transduzidas foram co-cultivadas com células NIH3T3 selvagens em
uma proporgao de 1:4 (v:v) e foi observada sua capacidade de formacéao de focos de
transformacao em cultura. Enquanto a expressao do vetor vazio nao foi capaz de
induzir a formacgao de focos em cultura, as células que expressavam CA-NFAT2a
formaram grande numero de focos (Fig. 4.4A). As células expressando CA-NFAT2p3
também formaram focos, mas em menor numero do que as células expressando CA-
NFAT2a (Fig. 4.4A). Isto indica que estas duas isoformas do NFAT2 s&o capazes de
levar as células NIH3T3 a perda da inibicao de crescimento por contato, embora a
expressao do NFAT2a leve a um numero maior de focos do que a expressao do
NFAT2B. Por microscopia de fluorescéncia foi observado que a maior parte dos
focos formados na cultura contendo as células expressando o vetor vazio eram
negativos para EGFP, mostrando que estes eram formados por células NIH3T3
selvagens, o que indicou que a formacao de focos nessa cultura era proveniente de
transformacdes espontaneas das células NIH3T3 e ndo foram causadas pela
transducdo retroviral (Fig. 4.4B). Enquanto isso, a grande maioria dos focos
observados nas culturas contendo células expressando CA-NFAT2a ou CA-NFAT2p3
eram positivos para EGFP, indicando que, de fato, o fendtipo transformado das
células desta cultura sdo induzidos pela expressado das isoformas do NFAT2 (Fig.
4.4B).
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Figura 4.4. O NFAT2 induz a perda de inibicdo do crescimento mediada por contato.
Ensaio de formacgéo de focos. As células NIH3T3 transduzidas com o vetor vazio ou com os
vetores contendo o cDNA das isoformas do NFAT2 foram misturadas em uma proporgao 1:4
com células NIH3T3 selvagens nao-transduzidas e mantidas em cultura por
aproximadamente 2 semanas. A) Marcagao dos focos com cristal violeta. B) Analise de focos
representativos da cultura por microscopia de contraste de fase (painel esquerdo) e
microscopia de fluorescéncia (painel direito). Estes resultados séo representativos de pelo
menos 3 experimentos independentes.
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Posteriormente, analisamos se as células NIH3T3 transduzidas eram
capazes de crescer na auséncia de substrato sélido para ades&o. As células NIH3T3
foram cultivadas em meio semi-sélido de agarose e a formagédo de colbnias foi
analisada por microscopia de contraste de fase e de fluorescéncia. Células
transduzidas com o vetor vazio formaram um baixo numero de colénias de pequeno
volume (Fig. 4.5). Em contrapartida, células expressando CA-NFAT2a
demonstraram capacidade de formar um grande numero de colénias com volume
bastante aumentado (Fig. 4.5). Ja as células expressando CA-NFAT2p formaram um
numero baixo de coldnias (similar ao controle), mas com volume aumentado, apesar
de menores do que as formadas pelas células expressando CA-NFAT2a (Fig. 4.5).

Por fim, o ultimo aspecto de transformacao celular a ser analisado foi a
capacidade de formagao de tumores in vivo. Para isso, células NIH3T3 expressando
o vetor vazio ou as isoformas constitutivamente ativas do NFAT2 foram inoculadas
no flanco de camundongos BALB/c nude e os animais foram monitorados para a
formacdo de tumores. Células transduzidas com o vetor vazio nao levaram a
formagao de nenhum tumor detectavel durante os 55 dias de experimento (Fig. 4.6A
e 4.6B). Enquanto isso, os camundongos inoculados com as células expressando o
CA-NFATZ2a apresentaram grandes tumores, com um crescimento continuo durante
todo o experimento (Fig. 4.6). Ja os animais inoculados com as células expressando
CA-NFAT2p apresentaram tumores menores e de crescimento mais lento (Fig 4.6).
Esses dados corroboram as observacdes anteriores, onde tanto o CA-NFAT2a
quanto o CA-NFAT2B sao capazes de transformar as células NIH3T3, porém com
um fendtipo de transformacdo mais acentuado em células expressando a isoforma
CA-NFAT2a.

Em conjunto, estes dados demonstram que a transformagéo celular
induzida pelo NFAT2 pode ser diferencialmente regulada pelas isoformas envolvidas
no processo. Apesar de ambas as isoformas induzirem transformacdo em células
NIH3T3, células expressando CA-NFAT2 apresentam menor potencial oncogénico
do que as expressando CA-NFAT2a, sendo isto possivelmente influenciado de

forma negativa pela morte celular induzida pela isoforma f do NFAT2.

51



A 750- %%k %k
500-

250+

Numero de colonias

Vetor Vazio

CA-NFAT2a

CA-NFAT2p

Figura 4.5. As isoformas constitutivamente ativas do NFAT2 possibilitam
crescimento na auséncia de substrato sélido para adesao. Ensaio de formagéao
de colbnias em meio semi-solido. As células NIH3T3 transduzidas com o vetor vazio
ou com os vetores contendo o cDNA das isoformas do NFAT2 (5 x103 células) foram
cultivadas em meio DMEM suplementado com 0,4% de agarose. As células foram
mantidas em culturas por quatro a cinco semanas. A) Quantificagdo por contagem
das colbnias. Média de trés experimentos independentes. As barras indicam o desvio
padrao entre os experimentos. *** indica p < 0,001. B) Microscopia de contraste de
fase (painel esquerdo) ou de fluorescéncia para a expressao de EGFP (painel direito)
de colbnias representativas de pelo menos 3 experimentos independentes.
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Figura 4.6. As isoformas do NFAT2 induzem a formagédo de tumores in vivo. Formacao de
tumores em camundongos nude. Células transduzidas (5 x 105 células) foram inoculadas
subcutaneamente no flanco direito de camundongos atimicos BALB/c nude/nude (n=7). A) O
volume tumoral foi medido a cada 5 dias através da formula: V=0,52 x comprimento? x largura.
As barras indicam o erro padrdo da média dentro de um experimento. * indica p < 0,05. B)
Visualizagdo de tumores por in vivo imaging para expressao de EGFP em quatro
camundongos representativos, 55 dias apds inoculagao.
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4.3. O dominio acidico especifico do NFAT2B é responsavel pelos papéis

diferenciais das isoformas do NFAT2

Como citado anteriormente, as proteinas NFAT2a e NFAT2B divergem
apenas em seu N-terminal (Fig. 4.1), devido a presencga de diferentes inicios de
transcricdo no gene do NFAT2 (Fig. 1.7). Com o intuito de avaliar a fungcdo dos
dominios N-terminais diferenciais dessas isoformas na proliferacdo, morte e
transformacao celular, construimos a proteina truncada CA-NFAT2-AN, que nao
possui as porcdes variantes do N-terminal do NFAT2, isto €, os aminoacidos
oriundos dos éxons 1 e 2 do gene, apresentando, portanto, apenas a por¢ao do
NFAT2 comuns as isoformas NFAT2a e NFAT2B (Fig. 4.7A). Esta proteina foi
construida a partir da delegdo dos 28 primeiros aminoacidos do CA-NFAT2B. A
proteina CA-NFAT2-AN foi expressa em células NIH3T3 (Fig. 4.7B) e o fendtipo
celular induzido por ela foi analisado.

Primeiramente, em ensaios de morte celular por analise de conteudo de
DNA sub-Go, observamos que a proteina CA-NFAT2-AN n&o é capaz de induzir
morte celular em fibroblastos NIH3T3, demonstrando que a ablagdo dos 28 primeiros
residuos de aminoacido do CA-NFAT2pB é suficiente para abolir completamente a
morte celular induzida por esta isoforma (Fig. 4.8A). Corroborando este dado, em
cinéticas de proliferagdo por marcacao com cristal violeta, foi observado que as
células expressando CA-NFAT2-AN, diferentemente das expressando CA-NFAT2},
nao mostram redugdo no numero de células na cultura, mas apresentam perfil
semelhante as células expressando CA-NFATZ2a, proliferando acima da confluéncia
(Fig. 4.8B). Adicionalmente, foi observado que as células expressando CA-NFAT2-
AN apresentavam um fendtipo de transformacdo celular, formando grande
quantidade de focos em cultura (Fig. 4.9A) e também um grande numero de colbénias
de grande volume em meio semi-solido de agar (Fig. 4.9B e 4.9C). Estes resultados
sugerem que o papel diferencial das isoformas do NFAT2 na morte celular esta
ligado aos aminodacidos diferenciais destas isoformas, sendo os 28 primeiros
residuos de aminoacido do CA-NFAT2B essenciais para indugdo de morte celular
em NIH3T3. Além disso, a transformacao celular induzida pelas isoformas do NFAT2
nao € dependente das porgdes da proteina provenientes dos éxons 1 ou 2 do gene,
uma vez que a ablagdo destas regides das isoformas nao impede a indugao de

transformacao celular.
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Figura 4.7. Representagcdo esquematica da proteina truncada CA-NFAT2-AN.
A) Alinhamento esquematico das variantes do NFAT2. A proteina CA-NFAT2-AN foi
construida a partir da delecdo dos 28 primeiros aminoacidos do CA-NFAT2p e apresenta
apenas 0s aminoacidos comuns as duas isoformas curtas do NFAT2. B) Analise por
western blotting dos niveis proteicos das variantes do NFAT2 em células NIH3T3
transduzidas.
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Figura 4.8. O N-terminal do CA-NFAT2B é essencial para induciao de morte
celular em células NIH3T3. As células NIH3T3 foram transduzidas com vetor vazio
ou vetores contendo as variantes do NFAT2. A) Cinética de proliferagdo por
marcagao com cristal violeta. D.O., densidade ¢ética. Os dados sdo apresentados
como média + desvio padrao dentro de um experimento. Os dados séao
representativos de 3 experimentos independentes. B) Analise de conteudo sub-Go
de DNA por marcagao com iodeto de propideo. Os dados sao apresentados como
a média + desvio padrao de quatro experimentos independentes. ** indica p < 0,01.
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Figura 4.9. A transformacgao celular induzida pelas isoformas do NFAT2 nao depende
das porgcoes das proteinas provenientes dos éxons 1 ou 2. As células foram
transduzidas com o vetor vazio ou contendo as variantes do CA-NFAT2. A) Formacao de
focos. As células transduzidas foram cultivadas e marcadas por cristal violeta como na
Figura 4.4. Os dados sao representativos de 3 experimentos independentes. B) Formacgao
de colénias em meio semi-solido. Quantificagdo por contagem das colénias. Os dados s&o
mostrados como média de trés experimentos independentes e as barras indicam o desvio-
padrao entre os experimentos. * indica p < 0,05. C) Microscopia de contraste de fase
(painel superior) ou de fluorescéncia para a expressdo de EGFP (painel inferior) de colénias
representativas.
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Uma vez que a delegdo dos 28 primeiros aminoacidos do CA-NFAT2p3
aboliu a indugédo de morte celular, investigamos quais aminoacidos nesta regido
seriam responsaveis pelo fenétipo de morte celular. A porgédo N-terminal especifica
do NFAT2B contem 7 residuos acidicos (Asp/Glu) intercalados por residuos
hidrofébicos, um padrao conservado em diversos dominios acidicos de ativagao da
transcricdo (AADs - activation acidic domains) (TRIEZENBERG, 1995). Um
alinhamento entre o N-terminal do NFAT2p e outros trés membros da familia NFAT
(NFAT1, NFAT3 e NFAT4) mostra a conservacédo de alguns residuos acidicos e
residuos hidrofébicos (Fig. 4.10A). Estes residuos conservados nao estao presentes
no N-terminal do NFAT2a (Fig. 4.10A). Para estudar a importancia deste dominio
conservado na indugao de morte celular, construimos trés proteinas truncadas que
perdem os residuos de aminoacido 1-8, 1-19 ou 9-19, nomeadas respectivamente
como CA-NFAT2B-A1-8, CA-NFAT2B-A1-19 e CA-NFAT2B-A9-19 (Fig. 4.10B). Estas
proteinas foram produzidas em células NIH3T3 (Fig. 4.10C) e observamos se a
perda do dominio acidico conservado afetaria a indugdao de morte celular. A analise
de conteudo sub-Go demonstrou que as proteinas truncadas que perdem o dominio
acidico (CA-NFAT2B-A1-19 e CA-NFAT2B-A9-19) ndo sdo capazes de induzir morte
celular em fibroblastos NIH3T3 (Fig. 4.11). No entanto, corroborando a importancia
do dominio acidico para indugdo da morte celular, a delecdo dos 8 primeiros
residuos de aminoacido, que ndo compreendem o dominio conservado, nao foi
suficiente para abolir a morte celular (Fig. 4.11). Esses dados mostraram que o

dominio acidico N-terminal do NFAT2p é essencial para indu¢do de morte celular.
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Figura 4.10. Representagao esquematica das diferentes proteinas CA-NFAT2p3
truncadas. A) Alinhamento entre as regides N-terminais das proteinas NFAT. Os
aminoacidos codificados pelo primeiro exon de cada gene da familia NFAT foram
alinhados usando o software ClustalW. Na figura esta mostrado o dominio acidico que
apresenta conservacao entre NFAT2B, NFAT1, NFAT3 e NFAT4, mas ndo esta
presente no NFAT2a. As posigdes dos aminoacidos estdo indicadas. B) Representacéo
da sequéncia do N-terminal das variantes truncadas do CA-NFAT2B. O dominio acidico
esta sublinhado. C) Western blotting para analise dos niveis das proteinas CA-NFAT2
em células NIH3T3 transduzidas.
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Figura 4.11. A inducdo de morte celular pelo CA-NFAT23 depende do
dominio acidico N-terminal. Andlise de morte celular em células NIH3T3
expressando as diferentes proteinas CA-NFAT2. A analise do conteddo sub-Go
de DNA foi realizada como na Figura 4.3. Os dados sdo mostrados como
média de 3 experimentos independentes e as barras indicam o desvio-padrao
entre os experimentos. * indica p < 0,05.
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A funcdo e a estrutura de dominios acidicos de ativacdo da transcricao
foram previamente descritos em ensaios de unico-hibrido com um dominio acidico
artificial (GINIGER e PTASHNE, 1987). Nestes estudos foi descrito que residuos de
aminoacido acidicos intercalados com residuos hidrofébicos sdo importantes para a
formacado de uma alfa-hélice anfipatica e ativacdo da transcricdo. Para elucidar se
residuos de aminoacido especificos do dominio acidico do CA-NFAT2B seriam
essenciais para a fungao deste dominio, quatro residuos acidicos conservados entre
proteinas NFAT (Fig 4.10A) foram mutados para alanina (Glu®, Asp'!, Glu'” e Asp'®;
CA-NFAT2B-Mut-Acid), um residuo de aminoacido nao-carregado (Fig. 4.12A). A
proteina CA-NFAT2B-Mut-Acid foi produzida em células NIH3T3 (Fig. 4.12B) e o
fendtipo induzido por ela foi avaliado. A comparagao entre células expressando as
isoformas do NFAT2 ou o CA-NFAT2p-Mut-Acid mostrou que a mutagédo de apenas
quatro residuos de aminoacido do dominio acidico aboliu completamente a morte
celular induzida pelo CA-NFAT2[, como observado pela analise do conteudo sub-Go
(Fig. 4.12C). Adicionalmente, estas mutagdes aumentaram o acumulo de células em
cinéticas de proliferacdo, levando as ceélulas NIH3T3 a proliferar acima da
confluéncia (Fig. 4.12D), sugerindo que, além abolir a morte celular, a mutagéo do
dominio acidico também levaria ao aumento da transformagéo celular induzida pelo
NFAT2. Andlises de transformacao celular demonstraram que o CA-NFAT2B-Mut-
Acid permite a formagé&o de um numero maior de focos em cultura se comparado ao
fendtipo induzido pelo CA-NFAT2p (Fig. 4.13A). O CA-NFAT2B-Mut-Acid levou ainda
a formacao de um elevado numero de colénias de grande volume em meio semi-
sélido (Figs. 4.13B e 4.13C). Em conjunto, estes dados sugerem que o0s
aminoacidos acidicos conservados no N-terminal diferencial do NFAT2B s&o
necessarios para inducdo de morte celular e sua ablagdo aprimora o potencial

oncogénico da proteina NFAT2p.
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Figura 4.12. A morte celular induzida pelo CA-NFAT23 é dependente dos aminoacidos
acidicos do motivo conservado N-terminal. A) Representagdo dos residuos de aminoacido
mutados para construgdo da proteina CA-NFAT2B-Mut-Acid. B) Western blotting para analise dos
niveis proteicos das variantes do NFAT2 em células NIH3T3 transduzidas. C) Analise de morte
celular. O conteudo sub-Go foi analisado como na Figura 4.3. Média de 3 experimentos
independentes. As barras indicam o desvio padrdo entre os experimentos. *** indica p < 0,001.
D) Ensaio de proliferagao por marcacéao por cristal violeta. As células transduzidas foram cultivadas

e marcadas por cristal violeta como na Figura 4.2. Os dados sao representativos de 3 experimentos
independentes.
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Figura 4.13. A mutacdao do motivo acidico aumenta o potencial de transformacgao
celular do NFAT2B. As células NIH3T3 foram transduzidas com vetor vazio ou vetores
contendo as variantes do NFAT2. A) Formagédo de focos. As células transduzidas foram
cultivadas e marcadas por cristal violeta como na Figura 4.4. Os resultados séao
representativos de 3 experimentos independentes. B) Formagéo de colénias em meio semi-
solido. As células transduzidas foram cultivadas como na Figura 4.5 e as col6nias formadas
foram contadas. Média de 3 experimentos independentes com as barras indicando o desvio-
padrao entre os experimentos. ** indica p < 0,01. C) Microscopia de contraste de fase (painel
superior) e microscopia de fluorescéncia (painel inferior) para visualizagdo de colbnias
representativas.

63



4.4. O CA-NFAT2p induz morte celular através da regulagao positiva de TNF-a

Nossos dados mostraram que um dominio acidico especifico do NFAT2p
era responsavel pela inducao de morte celular e pelos fenoétipos distintos resultantes
da expressao das diferentes isoformas do NFAT2. Dessa forma, nosso proximo
questionamento foi sobre quais vias celulares poderiam estar sendo reguladas pelo
CA-NFAT2p para inducédo de morte celular. Para isso, realizamos um screening por
PCR em tempo real para 81 genes relacionados a apoptose. Células NIH3T3 foram
transduzidas com vetor vazio controle ou vetores contendo as variantes do NFAT2 e
o0 RNA total destas células foi isolado. Uma vez que a morte celular intensa induzida
pelo CA-NFAT2B na cultura poderia interferir nos niveis totais de RNA, os RNAs
foram isolados apds 16h de cultivo, pois neste ponto ainda ndo era possivel
observar morte celular. Células expressando CA-NFAT2a apresentaram aumento na
expressao de nove genes avaliados (Bcl2/10, Naip1, Fasl, 1110, Pak7, Tnf, Cd40,
Tnfsf10 e Cd70) e redugédo na expressao de um gene (Tnfrsf11b), enquanto células
expressando CA-NFAT2p apresentaram aumento na expressao de sete genes (Fasl/,
1110, Pak7, Tnf, Cd40, Cd70 e Trp73) e redugdo na expressao de cinco genes
(Casp1, Casp12, Casp14, Tnfrsf11b e Trp63) (Fig. 4.14A). A expressao de Dapk1 e
Cd40lg nao foi detectada nas amostras. Dentre as alteracbes observadas, as
principais foram nos genes Tnf, Fasl, Pak7 e 1l10, que codificam para as proteinas
TNF-a, FasL, Pak7 e IL-10, respectivamente. Além disso, a expressdao do CA-
NFAT2pB levou a um aumento maior nos mRNAs de TNF-a (781 vezes), FasL (120
vezes), Pak7 (440 vezes) e IL-10 (64 vezes) do que a expressdo do CA-NFAT2a
(147, 9, 66 e 45 vezes, respectivamente) (Fig. 4.14B).

As proteinas TNF-a e FasL atuam como indutores diretos de morte celular
por apoptose e o aumento de seus niveis poderia explicar a indu¢gao de morte celular
em fibroblastos NIH3T3. Dessa forma, avaliamos se o aumento dos niveis de TNF-a
e FasL também poderia ser observado a nivel proteico. Para isso, avaliamos os
niveis da proteina TNF-a no meio de cultura por ELISA e da proteina FasL por
marcagao de superficie e citometria de fluxo. Corroborando o aumento nos niveis de
MRNA, células expressando CA-NFAT2B apresentaram um grande acumulo de
TNF-a no meio quando comparadas a células expressando CA-NFAT2a e CA-
NFAT2B-Mut-Acid (Fig. 4.15). O promotor do gene Tnf apresenta varios sitios para

ligacdo de NFAT, incluindo o elemento k3(/ong), descrito como um sitio importante
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para regulacao de TNF-a por proteinas da familia NFAT (TSAI et al., 1996; FALVO
et al., 2010). Para avaliar a capacidade das variantes do NFAT2 de transativar o
promotor do gene Tnf, utilizamos o sistema de gene reporter baseado em luciferase
com a expressao controlada pelo promotor -200 pb de Tnf ou pelo elemento k3(/ong)
(Fig. 16A). O CA-NFAT2p foi capaz de aumentar discretamente a transativacéo do
promotor -200 pb quando comparado ao CA-NFAT2a e CA-NFAT2B-Mut-Acid (Fig.
16B), enquanto levou a uma grande indugéo do elemento «3(/ong) do promotor (Fig.
16C). Com relacédo a proteina FasL, a marcagao de superficie com anticorpo anti-
FasL-PE mostrou um pequeno aumento dos niveis de FasL em células expressando
as variantes do NFATZ2, sendo este aumento ligeiramente maior em células
expressando CA-NFAT2B (Fig. 4.17). Para analisar se TNF-a ou FasL eram
responsaveis pelo indugdo de morte celular em células NIH3T3, realizamos um
ensaio de neutralizacdo com anticorpos anti-TNF-a e/ou anti-FasL. Observamos que
a neutralizagdo de TNF-a inibiu em até 70% a morte celular induzida pelo CA-
NFAT23 de maneira dose-dependente (Fig. 4.18A). Em contrapartida, a
neutralizacdo de FasL nao afetou a morte celular, indicando que esta nao é induzida
por FasL (Fig. 4.18A). Para corroborar a participacao de TNF-a na indugdo de morte
celular em células NIH3T3, incubamos células NIH3T3 selvagens com niveis
crescentes de TNF-a murino recombinante. Foi observado que TNF-a foi capaz de
induzir intensa morte celular em células NIH3T3 de maneira dose-dependente (Fig.
4.18B). Em conjunto, nossos dados sugerem que o CA-NFAT2p é capaz de induzir

morte celular através do aumento dos niveis da proteina pro-apoptotica TNF-a.
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Figura 4.14. CA-NFAT2p induz a regulagao positiva de Tnf, Fasl, Pak7 e 1110. Real-time
reverse transcriptase SuperArray. Células NIH3T3 foram transduzidas com vetor vazio ou
vetores contendo CA-NFAT2a ou CA-NFAT2B e os niveis de mRNA para 81 genes
relacionados a apoptose foram avaliados. Os valores de indugado indicados no grafico séo
relativos as células transduzidas com o vetor vazio. A) Heat map para os 79 genes cujos
niveis de mRNA foram detectados. B) Regulagdo relativa dos genes com as maiores
alteracbes observadas.
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Figura 4.15. CA-NFAT2p induz o aumento dos niveis proteicos de TNF-a. ELISA para
deteccdo de TNF-a. Células NIH3T3 foram transduzidas com vetor vazio ou vetores
contendo CA-NFAT2a, CA-NFAT2B ou CA-NFAT2B-Mut-Acid. As células foram cultivadas
em confluéncia e os niveis da proteina TNF-a no sobrenadante foram avaliados por ELISA
nos tempos indicados. Os dados sdo mostrados como média + desvio-padrédo de 3
experimentos independentes. * indica p < 0,05 e ** indica P < 0,01.
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Figura 4.16. O CA-NFAT2 regula o elemento k3(long) no promotor de TNF-a. Células NIH3T3
foram co-transfectadas com o respectivo plasmideo de luciferase firefly e o pRL-TK (plasmideo
de renilla). Em seguida, essas células foram transduzidas com os vetores retrovirais. A)
Representacdo esquematica do promotor de TNF-a. Os possiveis sitios de ligagcdo de NFAT sao
indicados. B) Regulagédo do promotor de TNF-a (-200 pb). C) Regulagao do elemento «3(/long) do
promotor de TNF-a. A atividade de luciferase foi normalizada pela atividade de renilla. Os valores
sdo relativos ao vetor vazio. Os dados sdo mostrados como média + desvio-padrdo de 3
experimentos independentes. ** indica p < 0,01.
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Figura 4.17. As proteinas CA-NFAT2 induzem um aumento discreto dos niveis
proteicos de FasL. Marcagéo para FasL. Células NIH3T3 foram transduzidas com vetor
vazio ou contendo as variantes do CA-NFAT2. As células transduzidas foram cultivadas em
confluéncia e marcadas com anticorpo anti-FasL-PE apds 24 h. Os niveis de FasL foram
avaliados por citometria de fluxo. Os dados sdo representativos de 3 experimentos
independentes.
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Figura 4.18. O aumento de TNF-a, mas ndo FasL, induz morte celular em células NIH3T3.
A) Ensaio de neutralizacdo. Células NIH3T3 transduzidas com o vetor pLIRES2-CA-NFAT2p3
foram cultivadas na presenca de anticorpos neutralizantes para TNF-a e/ou FasL. Os dados
foram normalizados e expressos como o percentual relativo ao conteudo sub-Go de DNA de
células cultivadas na auséncia dos anticorpos neutralizantes. Os dados sao representados como
média + desvio-padrao de 5 experimentos independentes. B) Analise de morte celular em células
NIH3T3 selvagens incubadas com concentragdes crescentes de TNF-a. murino recombinante.
Os dados sao representados como média + desvio-padrédo de 3 experimentos independentes.

**indica p < 0,01.
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4.5. O CA-NFAT2p induz morte celular e aumento dos niveis de FasL e TNF-a

em linfécitos T CD4* primarios

Estudos anteriores demonstraram padrdoes de expressao especificos para
as isoformas do NFAT2 (CHUVPILO et al., 2002; VIHMA et al., 2008; HOCK et al.,
2013), que sugeriam papéis diferenciais para estas proteinas. Em linfocitos néo-
ativados, a isoforma NFAT2B (assim como suas variantes pB/B e B/C) é
predominantemente expressa, enquanto o NFAT2a tem sua expressdo aumentada
apos ativacao celular (SHERMAN et al., 1999; CHUVPILO et al., 2002; SERFLING et
al., 2006; HOCK et al.,, 2013). O aumento dos niveis da isoforma NFAT2a foi
associada a entrada dos linfocitos no ciclo celular e a sobrevivéncia celular
(CHUVPILO et al., 2002; HOCK et al., 2013). Nossos dados em células NIH3T3
sugerem um papel pro-proliferativo para o NFAT2a e um papel antiproliferativo e
pré-apoptético para o NFAT2B que seriam compativeis com os dados presentes na
literatura sobre a funcdo e o perfil de expressao das isoformas do NFAT2 em
linfécitos.

Nosso modelo experimental em fibroblastos NIH3T3 mostrou fungdes
diferenciais para as isoformas do NFAT2. Contudo, uma vez que células NIH3T3
nao expressam NFAT2 de maneira enddgena, avaliamos os papéis diferenciais das
isoformas em outro modelo, a fim de corroborar nossos resultados. Dessa forma,
utilizamos como modelo experimental linfécitos T CD4*, um modelo classico para
estudo de proteinas da familia NFAT. Células T CD4* primarias foram isoladas de
camundongos C57BL/6 (Nfat2** Cd4-cre’) ou Nfat2" Cd4-cre*. Os camundongos
Nfat2"1 Cd4-cre* sdo um modelo que apresenta células T deficientes para o gene
Nfat2 (VAETH et al., 2012; MARTINEZ et al., 2015), permitindo o estudo de
isoformas especificas do NFAT2 através de transducéo retroviral. As células T CD4*
primarias foram transduzidas com o vetor pRV-GFP vazio ou contendo o CA-
NFAT2a ou CA-NFAT2p (Fig. 4.19). O vetor pRV-GFP foi utilizado nos experimentos
por possuir como promotor o 5' LTR (long terminal repeat), que é mais ativo em
linfécitos do que o promotor CMV, presente no vetor pLIRES-EGFP. De maneira
similar ao pLIRES-EGFP, o vetor pRV-GFP também codifica um mRNA bicistrénico
contendo a sequéncia para o CA-NFAT2 e para o reporter EGFP.
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NFAT2

Figura 4.19. Expressdo das variantes do NFAT2 em linfécitos T CD4* transduzidos.
Western blotting de células T CD4* transduzidas. Células T CD4* primarias foram purificadas
a partir de camundongos Nfat2** Cd4-cre- (células selvagens) ou Nfat2"# Cd4-cre* (células
Nfat2+) e foram transduzidas com vetor vazio ou contendo CA-NFAT2a, ou CA-NFAT2.
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Inicialmente, o efeito das isoformas especificas do NFAT2 sobre a morte
celular em linfocitos T CD4* foi avaliado através da marcagdo com anexina-V.
Enquanto células controle e células expressando CA-NFAT2a apresentaram baixa
proporgao de células apoptoticas, células expressando CA-NFAT23 mostraram um
aumento da morte celular, com cerca de 39% de células apoptéticas (Fig. 4.20). A
estimulacdo de vias de parceiros transcricionais do NFAT (como AP-1 e NF-kB)
utilizando PMA aumentou a morte celular em células expressando tanto CA-NFAT2a
quanto CA-NFAT2B, porém células expressando CA-NFAT2B continuaram
apresentando um maior percentual de morte celular do que células CA-NFAT2a
(Fig. 4.20). Estes dados mostram que o CA-NFAT2B também é capaz de induzir
morte celular em linfocitos T CD4".

Adicionalmente, analisamos se a expressdo de TNF-o poderia explicar a
morte celular induzida pelo CA-NFAT2B em linfécitos T de maneira similar ao
observado em fibroblastos NIH3T3. Em células T estimuladas com PMA foi
observado um aumento nos niveis de TNF-a (Fig. 4.21), que poderia explicar
parcialmente o aumento da morte observado apds o tratamento com PMA. Contudo,
ndo observamos niveis detectaveis de TNF-a na auséncia de PMA (Fig. 4.21),
indicando que TNF-a ndo é suficiente para explicar a morte celular observada em
células T CD4* nao-estimuladas. Em contrapartida, células expressando CA-
NFAT2B apresentaram niveis aumentados de FasL (Fig. 4.22), que poderiam
explicar a indugcao de morte celular em linfécitos T CD4*. O estimulo com PMA levou
ainda a um aumento adicional nos niveis de FasL (Fig. 4.22). Estes dados sugerem
que as isoformas do NFAT2 possuem papéis distintos na morte celular em linfécitos
T CD4*, onde o CA-NFAT2B induz um aumento da morte celular que correlaciona

com regulacéo positiva de FasL e TNF-a.
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Figura 4.20. CA-NFAT2pB induz morte celular em linfécitos T CD4*. Andlise de morte celular
por marcagao com anexina V e 7-AAD. Células T CD4* primarias foram transduzidas com vetor
vazio ou contendo CA-NFAT2a ou CA-NFAT2B. As células foram cultivadas na auséncia (ndo-
estimuladas, NE) ou presenca de 10 nM de PMA. Depois de 6 h, a exposigao de fosfatidilserina
foi acompanhada por marcagdo com anexina V e analise por citometria de fluxo. A analise foi
realizada dentro da populagdo transduzida (EGFP*). O percentual de células positivas para
anexina V e negativas para 7-AAD estd indicado na figura. Os dados s&o representativos de dois
experimentos independentes.
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Figura 4.21. CA-NFAT2p3 induz aumento de TNF-a em linfécitos T CD4*
tratados com PMA. ELISA para TNF-a. As células transduzidas foram cultivadas
por 6 h na auséncia (ndo-estimuladas, NE) ou presengca de 10 nM de PMA e o
sobrenadante livre de células foi analisado para os niveis proteicos de TNF-a por
ELISA. Os dados sdo mostrados como média de dois experimentos

independentes.
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Figure 4.22. CA-NFAT2p aumenta os niveis de FasL em linfécitos T CD4*. Marcagao para
FasL. Células T CD4* primarias foram transduzidas com vetor vazio ou contendo CA-NFAT2a
ou CA-NFAT2B. As células foram cultivadas na auséncia (ndo-estimuladas, NE) ou presenca
de 10 nM de PMA por 6 h. As células foram, entdo, marcadas com anticorpo anti-FasL-PE e
avaliadas por citometria de fluxo. A analise dos niveis de FasL foi realizada dentro da
populacgao transduzida (EGFP*). O percentual de células positivas para FasL esta indicado na
figura. Os dados séo representativos de dois experimentos independentes.
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4.6. As isoformas do NFAT2 sao diferencialmente expressas em linfomas de

Burkitt e linfomas difusos de grandes células B

Diversos estudos ja indicaram a participagdo do NFAT2 na carcinogénese
de tumores hematolégicos (MARAFIOTI et al., 2005; MEDYOUF e GHYSDAEL,
2008; PHAM et al., 2010; LE ROY et al., 2012). Uma vez que nossos dados sugerem
papéis diferenciais para as isoformas do NFAT2 na transformacado e na morte em
células NIH3T3 e na morte em células T CD4", investigamos os perfis de expressao
destas isoformas em linhagens celulares tumorais e tumores humanos a fim de
reforcar um papel especifico das isoformas do NFAT2 na tumorigénese. Para isso,
analisamos inicialmente trés linhagens tumorais hematoldgicas: Jurkat (leucemia de
células T), 697 (leucemia de células pré-B) e Raji (linfoma de Burkitt).

Células Jurkat e 697 apresentaram niveis similares de mRNA para as
isoformas NFAT2a e NFAT2p, enquanto células Raji mostraram niveis aumentados
de NFAT2a quando comparados aos niveis de NFAT2 (Fig. 4.23A). A estimulagao
com ionomicina e PMA levou ao aumento de NFAT2a nas trés linhagens analisadas
(Fig. 4.23B). Uma vez que observamos niveis aumentados de NFAT2a em células
Raiji, avaliamos se isto se refletia no tipo tumoral do qual estas células foram
isoladas. Sendo assim, analisamos o perfil de expressao das isoformas do NFAT2
em linfomas de Burkitt obtidos a partir de pacientes. Todas as sete amostras de
linfomas de Burkitt analisadas mostraram altos niveis de NFAT2a quando
comparados aos niveis de NFAT2B na mesma amostra (Fig. 4.24). Este perfil é
bastante distinto do perfil observados em células mononucleares de sangue
periférico obtidas a partir de dez doadores saudaveis, onde observamos menores
niveis de NFAT2a do que de NFAT2B (Fig. 4.24). Estes dados apontam para um
aumento especifico da isoforma NFAT2a em linfomas de Burkitt, o que € compativel
com o possivel papel pro-tumorigénico desta isoforma.

Com objetivo de corroborar os resultados observados em linfomas de
Burkitt, analisamos também dados de RNA-Seq de 48 amostras de linfoma difuso de
grandes células B disponiveis no banco de dados TCGA. Para comparagdo com
tecidos normais, foram utilizados dados de RNA-Seq de 104 amostras normais de
baco disponiveis no banco de dados GTEx (GTEX-CONSORTIUM, 2013). Nossas
analises mostraram que as amostras de DLBCL apresentam niveis aumentados de

NFAT2 quando comparadas a amostras normais de bacgo (Fig. 4.25A). Para avaliar a

77



expressao especifica das isoformas NFAT2a e NFAT2B utilizamos a contagem de
fragmentos alinhados nas juncdes éxon 1 — éxon 3 (NFAT2a) e éxon 2 — éxon 3
(NFAT2pB) do gene do NFAT2. Amostras de bago apresentaram contagens menores
da jungéo éxon 1 — éxon 3 do que da jungdo éxon 2 — éxon 3, sugerindo menores
niveis de NFAT2a em relacdo ao NFAT2B (Fig. 4.25B). Em contrapartida, as
amostras de DLBCL apresentaram um aumento na contagem da jungdo éxon 1 —
éxon 3 (Fig. 4.25B), sugerindo um aumento dos niveis de NFAT2a em relagao as
amostras normais de bago e em relacdo ao niveis do NFAT2B. Além disso, a
comparagao entre os niveis totais de NFAT2 e os niveis das isoformas mostrou que
ambas as isoformas apresentam fraca correlacdo com os niveis de expressao do
gene em amostras de baco (Figs. 4.26A e 4.26B). Porém, esta mesma comparagao
em amostras de DLBCL mostrou forte correlagcéo entre os niveis de expressao do
NFAT2 e os niveis de NFAT20, mas ndo de NFAT2B (Figs. 4.26C e 4.26D),
sugerindo que o aumento na expressao de NFAT2 em DLBCL se da
especificamente pelo aumento da expressao da isoforma NFAT2a. Em conjunto,
estes dados sugerem que a isoforma pré-tumorigénica NFAT2a poderia participar do

processo de carcinogénese de linfomas de Burkitt e de DLBCL.
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Figura 4.23. As isoformas do NFAT2 sao diferencialmente expressas em linhagens tumorais
humanas. Os RNAs totais das linhagens tumorais (3 x 108 células) foram isolados e os niveis de
expressdo das isoformas do NFAT2 humano (hNFAT2) foram avaliados por RT-PCR em tempo real
usando SYBR green master mix. Os valores foram normalizados pelos niveis de mMRNA dos genes
housekeeping PGK1 e TBP. A) Comparagéo entre os niveis das isoformas do NFAT2 em diferentes
linhagens tumorais. Os valores sao relativos aos niveis de hNFAT2a em células Jurkat. As barras
indicam o desvio padréo entre pelo menos 3 experimentos independentes. * indica p < 0,05. B)
Analise dos niveis de NFAT2 apds estimulo. As linhagens celulares foram tratadas com PMA (10 nM)
mais ionomicina (1 uM) por 4 h (P + I). Os valores s&o relativos aos niveis de hNFAT2a em células
nao-estimuladas (NE). Os dados sdo mostrados como média + desvio-padrao de quatro experimentos
independentes. *** indica p < 0,001.
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Figura 4.24. As isoformas do NFAT2 sao diferencialmente expressas em linfomas de
Burkitt. Os RNAs totais de células mononucleares de sangue periférico (PBMCs, peripheral
blood mononuclear cells) ou amostras de linfoma de Burkitt extraida de blocos de parafina
foram isolados. Os niveis de expressao das isoformas do NFAT2 humano (hNFAT2) foram
avaliados por RT-PCR em tempo real usando SYBR green master mix. Foram comparados
os niveis de expressao de NFAT2a e NFAT23 em PBMCs de doadores saudaveis (n=10)
ou em amostras de linfoma de Burkitt (n=7). Os valores sao relativos aos niveis dos mRNAs
dos genes housekeeping (PGK1 and TBP). ** indica p < 0,01.
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Figura 4.25. As isoformas do NFAT2 sao diferencialmente expressas em DLBCL. Dados
de RNA-Seq de amostras normais de bago e de linfomas difusos de grandes células B (DLBCL)
foram obtidos a partir dos bancos de dados GTEx e TCGA, respectivamente. A) Expresséo
génica de NFAT2 nas amostra de baco (n=104) e de DLBCL (n=48) pela analise do valor de
FPKM (fragments per kilobase of exon per million reads mapped). *** indica p < 0,001. B) A
quantificacdo das juncbes éxon 1 — éxon 3 e éxon 2 — éxon 3 foi usada para avaliar,
respectivamente, o nivel de expressao das isoformas NFAT2a e NFAT2B nas amostra de bago
(n=104) e de DLBCL (n=39). As barras horizontais indicam a mediana de cada grupo. ** indica
p < 0,01 e *** indica p < 0,001.
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Figura 4.26. O nivel de expressao do gene do NFAT2 em DLBCL correlaciona especificamente
com a expressao da isoforma NFAT2a. Dados de RNA-Seq de amostras normais de baco e de
linfomas difusos de grandes células B (DLBCL) foram obtidos a partir dos bancos de dados GTEx e
TCGA, respectivamente. Os niveis de expressdo do NFAT2 foram comparados aos niveis de cada
isoforma. A e B) Correlagéo entre os niveis totais de NFAT2 e os niveis das isoformas NFAT2a
(contagem da juncao éxon 1-3) e NFAT2pB (contagem da jungdo éxon 2-3) em amostras normais de
baco (n=104). C e D) Correlagao entre os niveis totais de NFAT2 e os niveis das isoformas NFAT2a
(contagem da jungao éxon 1-3) e NFAT2B (contagem da jungéo éxon 2-3) em amostras de DLBCL

(n=39).
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5. Discussao

O cancer é uma patologia originada a partir de defeitos nos mecanismos
regulatorios que controlam a homeostasia celular (HANAHAN e WEINBERG, 2011).
Diversos trabalhos na literatura tém demonstrado a importancia das proteinas da
familia NFAT no processo de tumorigénese (VIOLA et al., 2005; MANCINI e TOKER,
2009; MULLER e RAO, 2010; MOGNOL et al., 2016). Neste trabalho foi mostrado
que as isoformas curtas do fator de transcricao NFAT2, NFAT2a e NFAT2p, regulam
diferencialmente morte e transformacéo celular. As isoformas do NFAT2 utilizadas
neste estudo divergem apenas em sua por¢cao N-terminal devido a presenca inicios
de transcricao distintos no gene do NFAT2 (Fig. 1.7).

Fibroblastos NIH3T3 expressando CA-NFAT2a ou CA-NFAT2pB
apresentaram fenétipos distintos de crescimento celular, com o0 CA-NFAT2a levando
as células a proliferar acima da confluéncia, enquanto o CA-NFAT2f levou a uma
grande redugédo no acumulo de células em cultura (Fig. 4.2) pela indugdo de morte
celular através da regulagao positiva de TNF-a (Figs. 4.3, 4.14-16 e 4.18). Ambas as
isoformas foram capazes de induzir transformacéao celular, contudo, o CA-NFAT2a
apresentou maior potencial oncogénico do que o CA-NFAT2, conforme observado
pela perda da inibicdo de crescimento mediada por contato, crescimento
independente de ancoragem e formagao de tumores em camundongos atimicos
(Figs. 4.4-6). Uma vez que a isoforma CA-NFAT2pB é capaz de induzir intensa morte
celular em fibroblastos NIH3T3, isso poderia explicar estas diferentes intensidades
de transformacao celular, estando a morte influenciando negativamente no processo
de transformacgédo. Portanto, provavelmente, a expressdo do CA-NFAT2p levaria a
grande maioria da cultura a morte celular por apoptose, ao passo que o0 pequeno
percentual de células sobreviventes seria composto por células transformadas. A
analise da expressdao de EGFP em tumores formados por células expressando CA-
NFAT2B mostra baixos niveis de EGFP se comparado aos tumores formados por
células expressando CA-NFAT2a (Fig. 4.6), sugerindo que estes tumores
apresentam também baixos niveis de CA-NFAT2pB. Possivelmente, as células que
apresentavam maiores niveis de CA-NFAT2B sofriam morte celular, enquanto
menores niveis de CA-NFAT2B nao induziam morte celular, mas eram suficientes

para induzir a transformacéao.
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Os fendtipos celulares induzidos pela proteina truncada CA-NFAT2-AN
sugeriram que o dominio responsavel pela indu¢do de morte celular pelo CA-
NFAT2B esta contido em seu N-terminal, em seus 28 primeiros residuos de
aminoacido. A delegao destes 28 residuos foi suficiente para abolir completamente a
morte celular induzida pela isoforma CA-NFAT2p (Fig. 4.8). Dentre esta regido de 28
aminoacidos esta contido um dominio acidico conservado entre outros membros da
familia NFAT, porém ausente no NFAT2a (Fig. 4.10). A construgcdo das proteinas
truncadas CA-NFAT2B-A1-8, CA-NFAT2B-A1-19 e CA-NFAT2B-A9-19 mostrou que o
dominio acidico N-terminal conservado € necessario para indugcédo de morte celular
pelo NFAT2B (Fig. 4.11). Adicionalmente, nossos dados demonstraram que o0s
aminoacidos acidicos no dominio N-terminal sdo fundamentais para sua fungcéo na
morte celular, uma vez que a mutacédo de apenas quatro destes residuos € suficiente
para abolir este fendtipo em células NIH3T3 (Fig. 4.12). As mutagbes no dominio
acidico ainda aumentaram o potencial oncogénico do CA-NFAT2p, intensificando o
fenétipo de transformacdo em células NIH3T3 (Fig. 4.13). Os residuos de
aminoacido provenientes dos éxons 1 e 2 do gene do NFAT2 ndo se mostraram
essenciais para a atividade oncogénica do NFATZ2, ja que a proteina CA-NFAT2-AN
também foi capaz de induzir um fendtipo de transformacao celular (Fig. 4.9). Dessa
forma, a capacidade do NFAT2 de levar a transformacéo celular € conferida pela
regido comum entre as isoformas NFAT2a e NFAT2p.

Corroborando os dados observados em fibroblastos NIH3T3, as isoformas
do NFAT2 apresentaram papéis diferenciais na morte celular em linfécitos T CD4*
primarios, onde o CA-NFAT23 também foi capaz de induzir um aumento da morte
celular (Fig. 4.20). Este aumento da morte celular foi correlacionado com um
aumento dos niveis da proteina pro-apoptética FasL (Fig. 4.22). O CA-NFAT2p3
também foi capaz de levar a uma regulacao positiva de TNF-a, porém somente em
células estimuladas com PMA (Fig. 4.21), o que sugere que a regulagdo de TNF-a
pelo NFAT2B em linfécitos pode depender da cooperagdo com outros fatores de
transcrigdo (como AP-1 e NF-«xB).

Por fim, mostramos que linfomas de Burkitt e DLBCL apresentam niveis
aumentados de NFAT2a (Figs. 4.23-26). Este perfil de expressdo das isoformas do
NFAT2 difere do observado em células normais e € compativel com o possivel papel

pré-proliferativo do NFAT2a.

84



Atualmente, papéis diferenciais de isoformas das proteinas NFAT séao
pouco conhecidos. Dentre os estudos presentes na literatura, poucos avaliaram
papéis diferenciais entre membros da familia NFAT e, menos ainda, entre isoformas
de um mesmo membro. Entretanto, a expressao diferencial das isoformas do NFAT2
em tecidos humanos e murinos (VIHMA et al., 2008) e os diferentes mecanismos de
regulacdo da expressao do gene do NFAT2 sugerem fungbes distintas para estas
isoformas no controle de processos celulares.

Os mecanismos de regulagao do gene do NFAT2 foram bem descritos em
linfécitos T e B. Em linfocitos em repouso, o NFAT2B (assim como as isoformas
longas B/B e B/C) €& expresso a nivel basal e permanece fosforilado no citoplasma.
Com a ativagdo celular via TCR (em células T) ou BCR (em células B), estas
isoformas séo ativadas e, através de um /oop autoregulatério no gene, levam a um
grande aumento da expressdo da isoforma o (CHUVPILO et al., 2002;
BHATTACHARYYA et al.,, 2011; HOCK et al.,, 2013). O aumento dos niveis de
NFAT2a foi associado a entrada no ciclo celular e a protecdo contra AICD em
linfécitos T e B (CHUVPILO et al., 2002; BHATTACHARYYA et al., 2011; HOCK et
al., 2013). Uma vez que, segundo nossos dados, o NFAT2a n&o é capaz de induzir
morte celular, é possivel que o NFAT2a possa regular genes envolvidos na
proliferagdo e sobrevivéncia celular, porém sem ativar genes indutores de morte
celular. Outra possibilidade € que, uma vez que as isoformas do NFAT2 apresentam
0 mesmo dominio de ligagdo ao DNA, o grande aumento dos niveis de NFAT2a leve
esta isoforma a ocupar regides promotoras de genes indutores de morte celular,
impedindo a ligacdo do NFAT2B e, consequentemente, a ativacdo da expressao
destes genes, 0 que poderia evitar um processo de AICD precoce durante as
respostas imunes. Com o término da resposta celular em linfocitos, ocorre a redugao
dos niveis do NFAT2a e as células sofrem um processo de AICD, onde ja foi
descrita uma grande participacéo do fator NFAT1 (CHUVPILO et al., 2002; HOCK et
al., 2013). A proteina FasL tem papel fundamental na indugéo de AICD em linfécitos
(GREEN et al., 2003) e nossos dados mostraram uma correlagdo entre a morte
celular induzida por CA-NFAT2B em linfécitos T CD4* e o aumento de FasL. Sendo
assim, é possivel que o NFAT2B participe do processo de AICD através da
regulacéo positiva de FasL.

Conforme observado em nossos resultados, o efeito diferencial mais claro

das isoformas do NFAT2 analisadas ocorre na inducdo da morte celular em células
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NIH3T3 e linfocitos T CD4* (Figs., 4.3 e 4.20). As proteinas NFAT ja foram descritas
regulando diferentes genes relacionados com o processo de morte celular por
apoptose (Fig. 1.6). Entre as diversas proteinas envolvidas na apoptose reguladas
por NFAT, estdo ligantes de receptores de morte celular, como TNF-a, FasL e
TRAIL (Fig. 1.6). Nossos dados mostraram que o CA-NFAT2B pode regular
positivamente os niveis de TNF-a e FasL (Figs. 4.14-18, 4.21 e 4.22).

Estudos ja mostraram que o fator de transcricdo NFAT1 é capaz de se
ligar ao promotor de TNF-a e induzir a transativacdo do gene, enquanto o NFAT2
nao foi capaz (OUM et al., 2002; KAMINUMA et al., 2008). Contudo, estes trabalhos
avaliaram apenas a isoforma NFAT2a, que, segundo nossos resultados, ndo é
capaz de induzir morte celular nem aumento significativo dos niveis proteicos de
TNF-a. Ensaios de unico-hibrido mostraram que o TAD-C do NFAT1 contém um
forte motivo de ativagédo da transcricdo (LUO et al., 1996b). O TAD-C do NFAT1 é
necessario para a transativacao do gene de TNF-a e sua fusdo NFAT2a permitiu a
essa isoforma transativar o gene de TNF-a em células Jurkat (KAMINUMA et al.,
2008) e induzir morte celular em células NIH3T3 (FAGET et al., 2012). Nossos
dados mostraram que o aumento dos niveis de TNF-a induzido pelo NFAT23 é
dependente do dominio acidico (Fig. 4.15). Reforgando o possivel papel do NFAT2p3
na regulagcdo de TNF-a, estudos mostraram que o NFAT2 €& importante para
expressdo de TNF-a em mastocitos (KLEIN et al., 2006) e que a isoforma NFAT23
tem seus niveis aumentados nestas células apés ativagdo (SHERMAN et al., 1999),
0 que sugere o NFAT2B como a isoforma do NFAT2 responsavel pela regulacéo de
TNF-o em mastoécitos. Em conjunto, estes dados indicam que a regulacéo de TNF-a
pelas proteinas NFAT depende de elementos potentes de transativacdo, como o
dominio TAD-C do NFAT1 (e talvez das isoformas longas do NFAT2) ou o dominio
acidico presente no TAD-N do NFAT2.

Estudos também demonstram que as proteinas NFAT sao capazes de
regular a expressao de FasL de maneira direta, ligando-se ao promotor do gene e
induzindo sua transativacdo (LATINIS et al., 1997; HOLTZ-HEPPELMANN et al.,
1998), ou de maneira indireta, através da regulagdo do fator de transcricio EGR3
(RENGARAJAN et al., 2000). Também ja foi descrito que o NFAT2 esta envolvido na
expressao de FasL induzida por corticosterona em células de Leydig de rato e
células tumorais de Leydig de camundongo (CHAI et al., 2007; CHAI et al., 2008).

Contudo, nenhum destes estudos analisou isoformas especificas do NFATZ2. Nossos
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resultados mostraram que o CA-NFAT2p leva ao aumento dos niveis de FasL em
fibroblastos NIH3T3 (Fig. 4.17) e linfocitos T CD4* (Fig. 4.22). O aumento de FasL
ndo parece estar envolvido na morte celular em células NIH3T3 (Fig. 4.18), porém é
essencial para a AICD em células T (GREEN et al., 2003). Estes dados demonstram
que o NFAT2p regula ao menos dois indutores de morte celular: TNF-a e FasL. No
entanto, apesar de varios dados da literatura ja terem mostrado que as proteinas
NFAT podem regular diretamente os genes Tnf e Fasl, ainda € necessario confirmar
se o0 NFAT2p possui esta capacidade.

Também foi demonstrado, em ensaios de transativacéo por expressao de
reporter, que NFAT regula a expressdo de TRAIL, um membro da familia TNF de
fatores pro-apoptoticos (WANG et al,, 2000; LIU et al., 2006). Além disso, foi
observado que o NFAT2 regula indiretamente a expressdo de TRAIL (WANG et al.,
2011). Este trabalho mostrou que Sp1 regula negativamente o gene de TRAIL e que
o NFAT2 regula positivamente a expressao génica ao competir com Sp1 na ligagao
a sitios no promotor do gene em células intestinais humanas (WANG et al., 2011).
Uma vez que o NFAT2 pode se ligar ao promotor de TRAIL, talvez o NFAT2[3 possa
também aumentar a expressao do gene transativando-o diretamente a partir de seu
dominio acidico.

Como citado anteriormente, a atividade do TAD-N poderia explicar os
fendtipos diferenciais induzidos pelas isoformas NFAT2a e NFAT2p. A transativacéo
através do N-terminal foi observada em alguns membros da familia NFAT que
contém o dominio acidico conservado. Foi demonstrado por ensaios de unico-
hibrido que os residuos de aminoacido 5-19 do NFAT2B, que compreendem o
dominio acidico conservado, sdo suficientes para induzir forte transativagdo (HOCK
e BROWN, 2003). De maneira similar, as regides de aminoacidos 1-144 e 1-217 do
NFAT1 e do NFATS3, respectivamente, mostraram alta atividade de transativacao
(LUO et al., 1996b; YANG et al., 2001). Em contrapartida, os fragmentos 1-44 e 1-
106 do NFAT2a, que ndo contém o dominio acidico N-terminal, foram incapazes de
induzir a transativagcdo (CHUVPILO et al., 1999a; HOCK e BROWN, 2003). Além
disso, foi mostrado que o N-terminal diferencial das proteinas pode ser importante
para regulagédo da expresséao de IL-4. Quando analisada a regulagcéo do promotor do
gene de IL-4 por expressao de gene reporter, o NFAT2p foi capaz de induzir uma
maior transativagdo deste promotor quando comparado ao NFAT2a (HOCK e

BROWN, 2003). Nossos dados mostraram que o NFAT2B pode induzir maior
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expressao do que o NFAT2a em pelo menos quatro outros genes (Tnf, Fasl, Pak7 e
1110; Fig. 4.14). Em conjunto, estes dados sugerem uma relevancia funcional para as
diferentes isoformas do NFAT2, onde isoformas que mantenham o dominio acidico
conservado poderiam induzir maior transativacao a partir de seu TAD-N.

E possivel também que o dominio acidico seja o responsavel pela
interagdo com outras proteinas que cooperem com o NFAT2B, mas ndo com o
NFATZ2a, na regulagcédo de genes que desencadeiam o processo de apoptose. Ja foi
descrito que diferentes proteinas cinases podem cooperar com o N-terminal das
proteinas NFAT na transativacdo de genes alvo (DE GREGORIO et al.,, 2001;
RAINIO et al., 2002; GOMEZ-CASERO et al., 2007). As cinases PKC({ e Cot/Tpl2
sao necessarias para a fosforilagdo de residuos de serina especificos em um motivo
de sequéncia SSPS da proteina NFAT1, sendo esta fosforilagdo essencial para a
ativacao da transcrigdo pelo TAD-N do NFAT1 (OKAMURA et al., 2000; GOMEZ-
CASERO et al., 2007). Com relagdo ao NFAT2, ja foi descrito que a cinase Pim1 é
capaz de levar ao aumento da transativagédo pelo TAD-N do NFAT2 (RAINIO et al.,
2002). Recentemente foi mostrado ainda que as cinases Chk1 e Nek6/Nek7 (NimA-
related kinase 6/7) e a proteina RPTOR (regulatory-associated protein of mTOR),
uma adaptora da cinase mTOR (mechanistic target of rapamycin), podem interagir
com NFAT1 e NFAT2B/C, mas ndo com o NFAT2a (GABRIEL et al., 2016). Um
alinhamento entre as regides N-terminais do NFAT1 e do NFAT2 mostra que o
motivo SSPS do NFAT1 apresenta alinhamento com uma sequéncia SPS no
NFAT2, sugerindo que essa sequéncia também possa ser alvo de fosforilagdo no
NFAT2. O dominio acidico presente no N-terminal do NFAT1 é necessario para a
interacao com a proteina CK1, necessaria para a refosforilagdo do NFAT ao término
da resposta celular (OKAMURA et al., 2004). Isso demonstra que o dominio acidico
€ capaz de levar a interacdo com outras proteinas. Entdo, elaborando um paralelo
com o NFAT2B, podemos propor a hipétese de que o dominio acidico N-terminal
poderia ser necessario para a interagdo com alguma proteina cinase e que esta
poderia estar fosforilando o motivo SPS conservado, permitindo ao NFAT2 levar a
ativagcao da transcricdo de genes envolvidos na morte celular por apoptose.

Além disso, o dominio acidico poderia interagir diretamente com outros
fatores de transcricdo ou co-fatores que auxiliem no recrutamento de maquinaria de
transcricdo ou promovam modificagdes epigenéticas nos genes alvo. Um estudo
recente mostrou que a isoforma NFAT2B/C, e ndo a isoforma NFAT2a, é capaz de

interagir com diversos fatores ou co-fatores de transcricdo, como jun-B, p300,
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ZBTB40 (Zinc finger and BTB domain-containing protein 40), FOXK2 (forkhead box
K2), CREBBP (CREB-binding protein), HLTF (helicase-like transcription factor) e
TRRAP (transformation/transcription domain-associated protein) (GABRIEL et al.,
2016). No entanto, uma vez que a proteina NFAT2B/C utilizada nos ensaios possui
um dominio TAD-C longo que esta ausente no NFAT2a, ndo é possivel concluir se
as proteinas encontradas interagem com o N-terminal diferencial do NFAT23 ou com
seu dominio TAD-C longo presente na isoforma NFAT2B/C. O mapeamento dos
aminoacidos necessarios para indugao de morte em fibroblastos NIH3T3 (Figs. 4.10-
13) permite a busca por possiveis parceiros do NFAT2B na regulagdo da expressao
génica. Utilizando os N-terminais selvagem ou mutado no dominio acidico do
NFAT2B como isca em ensaios de interagdo, como TAP (Tandem Affinity
Purification) ou sistemas de duplo-hibrido, podemos buscar possiveis proteinas
parceiras do NFAT2B na indugdo da transativagcdo de genes, com enfoque nos
indutores de morte celular.

Em relacdo a transformacao celular, dados da literatura ja sugeriam um
relevante papel da familia NFAT de fatores de transcricdo no processo de
tumorigénese (VIOLA et al., 2005; MANCINI e TOKER, 2009; MULLER e RAO,
2010; MOGNOL et al., 2016). Contudo, apesar de diversos estudos apontarem para
um papel do NFAT2 na transformacéao celular, nenhum destes investigou como as
diferentes isoformas desse fator de transcrigdo poderiam estar regulando
diferencialmente este processo.

Nossos dados mostram que, apesar de ambas as isoformas do NFAT2
induzirem transformacgéo celular, o NFAT2a € capaz de induzir um fendétipo mais
robusto de transformacéo celular. Corroborando estes dados, alguns estudos
mostraram que a expressao ectopica do NFAT2a é capaz de induzir a tumorigénese
em diferentes modelos experimentais. A expressdo do CA-NFAT2a foi capaz de
transformar uma linhagem celular de pré-adipécitos (NEAL e CLIPSTONE, 2003) e
levar ao surgimento de tumores de ovario, pele e prostata em animais transgénicos
(TRIPATHI, P. et al., 2014; MANDA et al., 2015). Estes dados reforcam a ideia de
que o NFAT2 (principalmente o NFAT2a) atue como um oncogene, podendo
participar do processo de iniciagao tumoral.

Em tumores humanos, o NFAT2 ja foi encontrado no nucleo em alguns em
carcinomas pancreaticos, linfomas de Burkitt e DLBCL (MARAFIOTI et al., 2005;

BUCHHOLZ et al., 2006) e ativado e com niveis aumentados em leucemias
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linfociticas cronicas (LE ROY et al., 2012). Também foi observado que a ativacao do
NFAT2 em linhagens celulares derivadas de DLBCL e leucemia linfoblastica aguda
de células T é necessaria para proliferagéo e sobrevivéncia destas células (PHAM et
al., 2005; MEDYOUF et al., 2007; PHAM et al., 2010). A ativagdo do NFAT2 também
ja foi relacionada com diversos fatores que atuam no ciclo e na sobrevivéncia
celular. Ja foi demonstrado que a superexpressao do NFAT2a é capaz de regular
positivamente os genes de c-Myc e das ciclinas D1 e D2, fatores que podem
contribuir para o desenvolvimento tumoral (NEAL e CLIPSTONE, 2003; BUCHHOLZ
et al., 2006). Adicionalmente, ja foi observado que o NFAT2 também ¢é capaz de
regular outros genes que contribuem para a sobrevivéncia celular como CD40L,
BLyS, c-FLIP e DDIAS (FU et al., 2006; UEFFING et al., 2008; PHAM et al., 2010; IM
et al., 2016). Um estudo demonstrou que o NFAT2 é capaz de regular a expressao
de c-Myc, CD40L e BlyS através de modificagbes epigenéticas em células derivadas
de DLBCL (PHAM et al., 2010). Estes dados mostram que o NFAT2 ndo sé esta
ativado e/ou regulado positivamente em diversos tipos de tumores, como também
pode regular diretamente genes fundamentais para a progressao tumoral.

Nossos resultados sugerem que o N-terminal diferencial das isoformas o e
B do NFAT2 nao € essencial para indugdo do fendtipo de transformagao celular, ja
que a proteina CA-NFAT2-AN, que sO apresenta os aminoacidos comuns entre
essas isoformas, também foi capaz de induzir este fendtipo (Fig. 4.9). Estes dados
podem ser explicados pelo dominio NHR do NFAT2, que é comum entre as
isoformas utilizadas neste estudo, também ser capaz de induzir a transativacao de
promotores génicos. Ja foi demonstrado que os residuos de aminoacido 113-205 do
NFAT2, contidos no dominio NHR, foi capaz de induzir ativagdo da transcricdo em
ensaios de unico-hibrido (AVOTS et al., 1999; CHUVPILO et al., 1999a). Este
possivel dominio de transativacdo presente no NHR do NFAT2 poderia ser
responsavel pela ativagdo da transcricdo de genes envolvidos no processo de
tumorigénese ou pela interagédo com proteinas parceiras que induzam a ativacéo da
transcricdo. Outra possibilidade ¢ que o DBD do NFAT2 interaja com outros
parceiros transcricionais, como o AP-1, na regulagdo de genes pro-tumorigénicos.
Dessa forma, aparentemente, ambas as isoformas do NFAT2 sido capazes de
regular proteinas envolvidas no desenvolvimento do cancer, contudo, a capacidade
do NFAT2pB de regular indutores de morte celular através de seu dominio acidico N-

terminal poderia restringir o potencial tumorigénico dessa isoforma.
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E importante notar que isoformas do NFAT2 de expressdo constitutiva
(NFAT2B, p/B e B/C), assim como o NFAT1, apresentam a capacidade de regular
positivamente genes indutores de morte celular. Uma vez que as proteinas NFAT
podem induzir genes pro-tumorigénicos, a regulacdo de genes pro-apoptéticos
poderia ser importante para prevenir tumores provenientes da desregulagcdo das
proteinas da familia NFAT. A existéncia de dominios nas proteinas da familia NFAT
que induzem fendtipos pré- e antitumorigénicos esta de acordo com o sugerido
mecanismo intrinseco de supressao tumoral, onde proto-oncogenes possuiriam sua
préopria maquinaria de supressao, a fim de evitar o desenvolvimento de tumores
(LOWE et al., 2004). Dessa forma, a presenca do dominio acidico ou de dominios de
transativacao C-terminais nas proteinas NFAT poderiam atuar restringindo o
potencial tumorigénico destas proteinas. Ja a regulagao transcricional do NFAT2a
poderia possuir duas fungdes principais. A primeira seria a possibilidade de conferir
altos niveis de um membro da familia NFAT em eventos fisiolégicos como a
proliferacdo de linfécitos durante as respostas imunes, formacao das valvulas
cardiacas, maturagdo de células  pancreaticas embrionarias ou diferenciagcao de
osteoclastos e de timécitos (ZHOU et al., 2005; TAKAYANAGI, 2007; GOODYER et
al., 2012; SERFLING et al., 2012; KLEIN-HESSLING et al., 2016), sem que este
fator seja capaz de induzir morte celular. A segunda seria a capacidade de restringir
a expressao do NFAT2a, um fator potencialmente oncogénico, apenas aos
contextos celulares necessarios para sua atuagao.

Como citado anteriormente, diversos estudos mostram tumores cujo
NFAT2 apresenta papel importante em sua biologia, como canceres de pancreas,
ovario, pele, colon, prostata e pulméao (BUCHHOLZ et al., 2006; TRIPATHI, M. K. et
al., 2014; TRIPATHI, P. et al., 2014; MANDA et al., 2015; IM et al., 2016). Porém,
dados de estudos em larga escala mostram que a proteina NFAT2 nao foi detectada
nos tecidos normais dos quais esses em tumores sao originados (UHLEN et al.,
2010; UHLEN et al., 2015), sugerindo que a expressao do gene do NFAT2 pode ser
uma caracteristica adquirida por estes tumores. Levando em consideragdao que o
NFAT2a é a isoforma do NFAT2 regulada a nivel transcricional, essa poderia ser a
isoforma predominantemente expressa durante o desenvolvimento destes tumores.
Apesar do loop autorregulatério do NFAT2 ser fundamental para expressao do
NFAT2a em condi¢des fisiologicas (SERFLING et al., 2012), ja foi mostrado que
outros fatores de transcricdo podem regular diretamente a expressado desta
isoforma, como NF-kB1/p50 e c-Rel (MUHAMMAD et al., 2014). Uma vez que 0s
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fatores de transcricdio NF-kB possuem sua atividade aumentada em diversos
tumores (BAUD e KARIN, 2009; PERKINS, 2012), uma possibilidade é que esses
fatores de transcricdo possam induzir a expressao de NFAT2a em tumores
provenientes de tecidos que normalmente nao apresentam a proteina NFAT2. O
promotor P1 do gene do NFAT2 apresenta ainda sitios de ligagcao para os fatores de
transcricdo CREB, Fos e ATF2 (SERFLING et al., 2012), fatores de transcrigdo cuja
desregulacdo ja foi associada a tumorigénese (KINJO et al.,, 2005; MILDE-
LANGOSCH, 2005; VLAHOPOULOS et al., 2008).

Neste trabalho, avaliamos a expressdo das isoformas do NFAT2 em
linfomas de Burkitt e DLBCL, onde observamos a desregulacdo do perfil de
expressdo das isoformas do NFAT2, com um aumento dos niveis de NFAT2a (Fig.
4.24-26). Esses resultados indicam um possivel envolvimento do NFAT2a na
formagdo de tumores em humanos. Embora nosso estudo esteja limitado por um
numero pequeno de amostras, ele pode servir como direcionamento para estudos
futuros com um numero maior de pacientes onde sejam comparados os perfis de
expressao das isoformas do NFAT2 com dados clinicos como estadiamento e
invasividade do tumor, respostas aos tratamentos e sobrevida dos pacientes. Além
disso, essas comparagdes também poderiam ser realizadas em outros tumores nos
quais a participagdo do NFAT2 ja foi descrita, como carcinomas pancreaticos
(BUCHHOLZ et al., 2006). Atualmente, com o crescimento dos estudos utilizando
técnicas de analise de expressao génica em larga escala, como RNA-seq, € possivel
avaliar os perfis de expressao das isoformas do NFAT2 em bancos de dados
publicos, como o TCGA, a fim de buscar outros canceres que apresentem aumento
nos niveis de NFAT2a e/ou reducéo dos niveis de NFAT2p. Estas analises poderiam
ajudar a identificar novos tumores onde o NFAT2 tenha um papel fundamental para
a carcinogénese e avaliar o potencial das isoformas do NFAT2 como biomarcadores
em cancer. Além disso, analises de transcriptomas permitem a correlacdo da
expressédo do NFAT2 e de suas isoformas a outros genes, a fim de investigar
possiveis genes que regulem ou sejam regulados pelo NFAT2 em tumores.

Os resultados descritos neste trabalho apontam para um notavel papel
diferencial das isoformas do fator de transcricdo NFAT2 no controle da homeostasia
celular. Mostramos neste trabalho que diferentes isoformas do NFAT2 podem induzir
fendtipos distintos e que os éxons alternativos de iniciagdo da transcricdo sao
fundamentais para estas diferengas. Dados da literatura tém descrito que o NFAT2

pode regular morte e transformacgéo celular, sugerindo papéis tanto pré- quanto
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antiproliferativos para este fator de transcricdo, gerando dados aparentemente
conflitantes. Nossos dados sugerem uma possivel explicacdo para estas fungbes
ambiguas do NFAT2, sugerindo que o NFAT2 poderia afetar a proliferagcao celular
de maneira positiva ou negativa de acordo com a isoforma do NFAT2 envolvida em
determinado contexto celular. O papel do NFAT2B na indugdo de morte celular
poderia indicar ainda um possivel papel supressor de tumor para esta isoforma, mas
para confirmar esta hipétese sado necessarios experimentos adicionais onde seja
observada a atuagcao do NFAT2 na prevencao da iniciagao tumoral ou na reversao
de fendtipos de transformacdo celular. O entendimento de mecanismos
tumorigénicos ou supressores de tumor do NFAT2 pode permitir o desenvolvimento
de novas abordagens terapéuticas onde seja inibido o eixo tumorigénico do NFAT2
sem afetar sua contraparte antiproliferativa.
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6. Conclusoes

» As isoformas do NFAT2 induzem transformacao celular em fibroblastos NIH3T3

com potenciais distintos;

» O CA-NFAT2B induz morte celular em células NIH3T3 através do aumento dos

niveis de TNF-q;

» A morte celular induzida pelo CA-NFAT2B depende de um dominio acidico

presente no N-terminal;

» O CA-NFAT2p induz morte celular e leva ao aumento dos niveis de FasL e TNF-

o em linfocitos T CD4* primarios;

» A isoforma NFAT2a apresenta-se em niveis aumentados em linfomas de Burkitt

e linfomas difusos de grandes células B.
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. Perspectivas

Identificar possiveis parceiros transcricionais do NFAT2[ que interajam com seu
N-terminal na regulacdo de genes de inducdo de morte celular em células

NIH3T3 e analisar funcionalmente a importancia desta interacéo;
Clonar as isoformas longas do NFAT2 (a/B, o/C, B/B e B/C) e observar os
fendtipos induzidos por estas isoformas, analisando a participacdo de seu

dominio de transativagdo C-terminal neste processo;

Analisar os perfis de expressdo das isoformas do NFAT2 em outros tumores

humanos e compara-los com dados clinicos dos pacientes;

Identificar os genes que possam regular e ser regulados pelas isoformas do

NFAT2 em tumores humanos.
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Nuclear factor of activated T cells (NFAT) was described as an activation and differentiation factor in T cells.
NFAT1 protein is expressed in several cell types and has been implicated in the control of the cell cycle, death
and migration. Overexpression or activation of NFAT1 has been demonstrated to induce cell death in different
cell types, such as T lymphocytes, Burkitt's lymphoma, and fibroblasts. Although these findings indicate a role
for NFAT1 transcription factor in control of cell death, the precise mechanisms involved in this process regulated
by NFATT1 are still poorly understood. The Ras/Raf/MEK/ERK pathway is activated by many growth factors and
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NFAT cytokines that are important in driving proliferation and preventing apoptosis and is widely implicated in cell
Cell death transformation and cancer development. We show that NFAT1 protein can cooperate with Ras/Raf/MEK/ERK,
Ras but not with the JNK, p38 or NFB pathways in cell death induction. NFAT1 can induce a cell death pathway con-
ERK sistent with apoptosis, which can be shifted to programmed necrosis by caspase inhibitors. Finally, through
TNF-o

screening genes involved in cell death regulation, although we determined that TNF-c, TRAIL and PAK7 genes
were up-regulated, only TNF-a expression was responsible for cell death in this context. These data suggest
that NFAT1 protein activation can shift oncogenic Ras/Raf/MEK/ERK signaling to acting as a tumor suppressor
pathway. These data support a potential role for regulating NFAT1 expression in gene therapy in tumors that dis-
play an activated Ras pathway, which could lead to more specific, target-directed TNF-o expression and, thus,

Tumor suppressor

tumor suppression.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The nuclear factor of activated T cells (NFAT) family of transcrip-
tion factors includes four closely related proteins, designated
NFAT1-4, that are regulated by the Ca?*/calcineurin pathway [1,2].
NFAT proteins have been shown to regulate the expression of a
wide range of genes involved in immune system responses and verte-
brate development and have more recently been implicated in cancer
development [1,3,4]. An increase in intracellular calcium activates
calcineurin, a calcium/calmodulin-dependent serine/threonine phos-
phatase, which directly dephosphorylates the NFAT regulatory do-
main, allowing NFAT to translocate to the nucleus and increasing its
DNA affinity [5]. The immunosuppressive drugs cyclosporin A (CsA)
and FK506, which are well-known inhibitors of calcineurin, inhibit
NFAT activity by blocking its dephosphorylation [6]. Once located in
the nucleus, NFAT proteins can bind to their target promoter ele-
ments and activate the transcription of specific responsive genes, ei-
ther alone or in combination with other nuclear partners [2]. One of
the main partners of NFAT activity is the synthesis and activation of
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the Fos and c-Jun proteins, which are components of the AP-1 family
of transcription factors that can be activated by phorbol 12-muristate
13-acetate (PMA) [7].

NFAT1 is the prevalent NFAT isoform expressed in peripheral T lym-
phocytes. Upon T cell receptor stimulation, NFAT induces changes in the
expression of a number of cytokine genes, including IL-2, IL-3, IL-4, IL-5
and IFN-y. However, NFAT also regulates other responsive genes, such
as c-myc, p21W31, D40 ligand, FasL, CDK4 and Nur77, indicating that
these transcription factors may also be involved in the control of the
cell cycle and apoptosis [8-10]. Indeed, three-month-old NFAT1 defi-
cient (NFAT1~/7) mice develop a lymphocyte hyperproliferative phe-
notype, reflected by a slight size increase in peripheral lymphoid
organs, accompanied by a reduction in cell death and an increased cell
cycle rate [11-14]. NFAT1~/~ mice also exhibit neoplastic transforma-
tion of cartilage cells, which resemble chondrosarcomas and display
an increased propensity for chemical carcinogen-induced tumor forma-
tion [15,16].

The phenotype of NFAT1-deficient mice suggests that this family
of transcription factors is likely to play a much broader role in the reg-
ulation of cell death than previously described and might be involved
in tumorigenesis. Overexpression or activation of NFAT1 protein has
been demonstrated to induce cell death in different cell types, such
as T lymphocytes, Burkitt's lymphomas, and fibroblasts [16-20]. Re-
cently, our group demonstrated that NFAT1 protein can induce cell
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death in NIH3T3 fibroblasts transformed with the H-rasV12 oncogene
and can act as a tumor suppressor gene that reduces tumor formation
in mice [16]. Although these data propose a role for the NFAT1 tran-
scription factor in the control of cell death, the precise genetic mech-
anisms involved in this process regulated by NFAT1 are still poorly
described.

The Ras/Raf/MEK/ERK pathway is activated by many growth fac-
tors and cytokines that are important in driving proliferation and
preventing apoptosis [21-23]. This signaling pathway is found to be
mutationally activated or overexpressed in several human cancers,
such as melanomas, colorectal, pancreatic, papillary-thyroid and se-
rous ovarian carcinomas and lung cancers [24-28]. Furthermore,
studies using genetic or pharmacologic approaches have shown that
MEK (MAPK/ERK kinase) and ERK (extracellular signal-regulated ki-
nase) protein activities are required for the transforming activities
of Ras [29], thus supporting an oncogenic role for this pathway.

In this study, we aimed to determine the signaling pathways that
can cooperate with NFAT1, the mechanism of cell death, and the critical
genes that are regulated by NFAT1 protein in the induction of cell death.
We show that the activation of NFAT1 can induce cell death in NIH3T3
fibroblasts only in cooperation with the oncogenic Ras pathway. Fur-
thermore, NFAT1 cooperates with the Ras/Raf/MEK/ERK pathway in
the induction of cell death, but not with other pathways downstream
of Ras, such as the JNK (c-Jun N-terminal kinase) or p38 kinase pathway.
NFAT1 induces a cell death phenotype characterized as apoptosis that
can be shifted to programmed necrosis in the presence of caspase inhib-
itors. Finally, a PCR array analysis of genes involved in apoptosis showed
that TNF-a¢ (tumor necrosis factor alpha) presented the most abundant
mRNA up-regulation in response to NFAT1 activation, leading to mas-
sive TNF-a protein production that was directly implicated in the in-
duction of cell death. Collectively, these data suggest that NFAT1
protein can induce cell death through the regulation of TNF-« expres-
sion and that this phenotype is dependent on the activation of the
Ras/Raf/MEK/ERK pathway.

2. Experimental procedures
2.1. Cell culture and reagents

NIH3T3 cell cultures were maintained in Dulbecco's modified Eagle's
medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS).
Cells were cultured in a humidified environment containing 5% CO, at
37 °C. Inhibitors of p38 kinase (SB-203580), MEK1/2 (U0126 and
PD98059) and JNK (SP600125) were all purchased from ENZO Life
Science, while 4-hydroxytamoxifen (OHT) was obtained from
Invitrogen. Phorbol 12-muristate 13-acetate (PMA) was obtained
from Calbiochem. Recombinant mouse TNF-o¢ (T7539) was acquired
from Sigma. Phycoerythrin-conjugated Annexin-V, 7-AAD, and Ac-
DEVD-AFC were obtained from BD Biosciences. Pan and Caspase-3 inhib-
itors (Z-VAD-FMK and Z-DEVD-FMK respectively), and necrostatin-1
were obtained from R&D Systems. The NFAT1 polyclonal antibody
anti-67.1 was a gift from Dr. Anjana Rao [30]. GAPDH (6C5) and
pan-Ras (sc-32) were obtained from Santa Cruz Biotechnology; total-
(#9102) and phospho-ERK1/2 (#9106) were obtained from Cell Signal-
ing, and a TNF-a neutralizing antibody (MCA1488XZ) was obtained
from AbD Serotec.

2.2. Plasmid constructs

CA-NFAT1 murine cDNA has previously been described [31] and was
a gift from Dr. Anjana Rao. The plasmid pLIRES-EGFP-CA-NFAT1 was
constructed by subcloning CA-NFAT1 cDNA into the pLIRES-EGFP back-
bone retroviral plasmid [32]. To construct a plasmid containing NFAT1
protein responsive to the synthetic steroid 4-hydroxytamoxifen
(OHT), designated pLIRES-EGFP-CA-NFAT1-ER, a Sall restriction site
was introduced immediately after the CA-NFAT1 C-terminus at the

original stop codon using the GeneTailor Site-Directed Mutagenesis sys-
tem (Invitrogen). The original CA-NFAT1 construct contains an SV40
nuclear localization signal (NLS) at its C-terminus adjacent to its stop
codon; in pLIRES-EGFP-CA-NFAT1-ER, the NLS was excluded. The
N-terminally truncated G525R estrogen receptor responsive to tamoxi-
fen (ER™) was PCR amplified from pBabe-c-mycER™, a gift from
Dr. Gerard Evan, and subcloned at the Sal1 site to create pLIRES-EGFP-
CA-NFAT1-ER [33]. The retroviral plasmids pBabe-H-rasV12, pBabe-
IkBo-mut (Addgene plasmid 15291) and pBabe-MEK1PP (Addgene
plasmid 15268) were described previously [34,35] and were a gift
from Dr. Scott Lowe or acquired from Addgene. The luciferase reporter
construct 3 x NFAT-Luc (pGL4.30; Promega), which contains three cop-
ies of the distal NFAT-AP1 site of the IL-2 promoter [36], and 6 x NF<B,
containing six copies of the NF«B responsive element [37], were
constructed as described previously. All constructs were confirmed by
restriction enzyme mapping and DNA sequencing.

2.3. Production of recombinant retroviruses and infection of NIH3T3 cells

The BD EcoPack2 ecotropic packaging cell line (BD-Biosciences)
was transiently transfected with a retroviral vector via calcium phos-
phate precipitation for 24 h. Cell-free virus-containing supernatant
was collected 48 h after transfection, mixed 1:1 with fresh medium,
supplemented with 8 pg/ml polybrene (FLUKA Chemie, Buchs,
Switzerland), and immediately used for spin-infection (2 x 45 min
at 420 g, room temperature) of 2.5 x 10% NIH3T3 cells. Infected
cells were incubated at 37 °C for an additional 24 h, trypsinized,
and used as indicated. To ensure reproducibility, each experiment
was repeated using cells derived from independent viral infections.

2.4. NIH3T3 cells expressing CA-NFAT1-ER, H-rasV12, MEK1PP and IxBo-mut
construction

NIH3T3-CA-NFAT1-ER or -Empty-Vector cells were generated by
transducing NIH3T3 wild-type cells with the pLIRES-EGFP-CA-
NFAT1-ER retroviral vector or Empty Vector following selection for
G418 (Invitrogen) resistance (1000 pg/ml) for 14 days. NIH3T3-CA-
NFAT1-ER cells expressing H-rasV12, MEK1PP or IkBa-mut were
generated by transducing the cells with the pBabe-H-rasV12, -MEK1PP
or -IkBa-mut retroviral vector following selection for puromycin
(Sigma) resistance (15 pg/ml) for at least 5 days.

2.5. Cell proliferation studies

NIH3T3-Empty-Vector or -CA-NFAT1-ER cells infected with H-rasV12
when indicated were plated in triplicate into 96-well microtiter plates at
a density of 8 x 103 cells per well and treated with 100 nM OHT and
20 nM PMA. When indicated, the cells were pre-treated with U0126
2 h prior to OHT addition. Cell proliferation was analyzed at the indicated
times by a Crystal Violet assay, which involves fixing the cells with etha-
nol for 10 min, followed by staining with 0.05% Crystal Violet in 20% eth-
anol for 10 min and solubilization with methanol. The plate was read on
a spectrometer at 595 nm.

2.6. Sub-Gy and cell permeabilization analyses

Twelve microtiter plates were inoculated with 1 x 10° cells and
treated with OHT (100 nM) and PMA (20 nM) or with mouse recom-
binant TNF-a as indicated. When indicated, the cells were treated
with SB-203580 (1 to 80 uM), U0126 (1-80 uM), SP600125 (20-
100 uM), Z-VAD-FMK (20 puM), necrostatin-1 (20 uM) or the TNF-a
neutralizing antibody (0.5 to 4 pg/ml) 2 h prior to OHT or TNF-a
addition. On the indicated day, the cells were trypsinized, and the
supernatant was collected and washed once with phosphate-
buffered saline (PBS). Cells were then stained with propidium iodide
(75 uM) in the presence of NP-40 for Sub-Gp analysis, or with saline
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PBS with propidium iodide (5 pg/ml) for permeabilization analysis.
Analyses of DNA content and Pl-positive cells were conducted by
collecting 20,000 events using a FACScalibur flow cytometer and
CELLQuest software (BD Biosciences).

2.7. Annexin-V staining

NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells were plated at a density of 1.5 x
108 cells/10 cm dish and treated with OHT (100 nM) and PMA
(20 nM) when indicated. At different time-points, the cells were
trypsinized, and the supernatant was collected, washed with PBS,
stained with Annexin V-PE and 7-AAD, and analyzed by flow
cytometry.

2.8. Transactivation assay

NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells infected with pBabe-Empty or pBabe-
IkBa-mut when indicated were plated at 2.5 x 10° cells/10 cm dish.
After 24 h, the cells were cotransfected via calcium phosphate precip-
itation with the 3 xNFAT-Luc (10 pg) or the 6xNF<B-Luc (10 pg) re-
porter plasmid and a Renilla luciferase expression plasmid (pRL-TK)
for normalization (1 pg). After 24 h, the cells were trypsinized, and
1 x 10 cells were plated in a 24-well plate, followed by the addition
of OHT (100 nM) or PMA (20 nM) 2 h later. At the indicated times,
cells were harvested and lysed with 40 pl of lysis reagent (Promega).
Crude extracts were analyzed in a Veritas microplate luminometer
(Turner Biosystems) using a dual-luciferase reporter assay system
(Promega) as directed by the manufacturer. The firefly luciferase re-
porter gene was normalized with the Renilla vector pRL-TK. Luciferase
activities were expressed as relative light units (RLU).

2.9. Western blotting

NIH3T3 cells infected with Empty Vector or NFAT1 WT, CA-NFATT,
CA-NFAT1-ER, H-rasV12 or MEK1PP were treated when indicated
with OHT (100 nM), PMA (20 nM) or U0126 (1-20 puM). Total pro-
tein was obtained from 3.5 x 10° cells by cell 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 via SDS-PAGE, and the pro-
teins were transferred to a nitrocellulose membrane. Antibodies
against pan-Ras, NFAT1, total- and phospho-ERK, and GAPD were
used as indicated in the Cell culture and reagents section and in the
figure legends. Immunodetection was performed with an ECL West-
ern blotting detection kit (GE Healthcare).

2.10. NFAT immunolocalization and pyknotic nuclei analyses

NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells were treated with OHT (100 nM) and
PMA (20 nM) when indicated and fixed in 4% paraformaldehyde at
room temperature for 15 min. The cells were permeabilized, and
nonspecific sites were blocked with 1x PBS containing 0.5% NP-40
and 5% FBS in several 5 min washes. For NFAT1 immunolocalization,
cells were incubated for 1 h at room temperature with an NFAT1 poly-
clonal antibody in 1x PBS containing 0.5% NP-40 and 5% FBS. Then, the
cells were washed again prior to incubation with rhodamine-labeled
anti-rabbit IgG (KPL) for 30 min. For nuclear staining and to examine
the formation of pyknotic nuclei, the cells were incubated with DAPI
(300 nM) for 1 min. The cells were viewed under an Olympus FluoView
FV10i confocal fluorescence microscope. NFAT1 subcellular localization
was quantified by counting at least 100 randomly chosen DAPI stained
cells and determination of NFAT1 localization.

2.11. ELISA against TNF-«

NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells or cells expressing Empty Vector,
H-rasV12 or MEK1PP were treated with OHT (100 nM) and PMA
(20 nM) as indicated. When indicated, cells were treated with
U0126 (20 uM) 2 h prior to OHT and PMA. At different time-points,
cell-free supernatant was assessed for TNF-au protein levels using
the Murine TNF-a ELISA Development kit (PeproTech) according to
the manufacturer's instructions.

2.12. Enzymatic assay for caspase-3 activity

Caspase-3 activity was measured using the fluorogenic enzyme
substrate Ac-DEVD-AFC. Cells were plated (1.5 x 10 cells/10 cm
plate) and treated with OHT (100 nM) and PMA (20 nM) as indicat-
ed. After 24 h, the cells were collected as a pellet and resuspended
in 50 ul of cell lysis buffer, then incubated on ice for 30 min. The
cells were then centrifuged at 3000 g for 5 min, and the supernatant
was transferred to a 96-well plate, to which 50 pl of reaction buffer
(20 mM PIPES, pH 7.4, 1 mM EDTA, 0.1% CHAPS, 10% Sucrose,
10 mM DTT, 100 mM NacCl,) containing 10 ug/ml of the substrate
was added. As a control, the caspase-3 inhibitor Ac-DEVD-FMK
(10 pg/ml) was added when indicated. The plate was incubated at
37 °C for 1 h, and the samples were read in a fluorometer equipped
with a 400 nm excitation filter and a 505 nm emission filter or in a
spectrum with emissions varying between 480 and 520 nm. The pro-
tein content was measured using Bradford Folin's reagent method
(Bio-Rad Laboratories) and used to normalize enzyme activity,
which was expressed as a % relative to cells treated with PMA alone.

2.13. Real-time reverse transcriptase (SYBR Green) SuperArray assay

NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells were treated with OHT (100 nM) and
PMA (20 nM) as indicated for 24 h, and total mRNA was isolated from
cells using RNeasy Mini Spin Columns (Qiagen), according to the
manufacturer's protocol. The purity and quantity of total RNA were deter-
mined using a Nanodrop UV-visible spectrophotometer (Nano-Drop
Technologies), and RNA integrity was assessed based on the 28S and
18S ribosomal mRNA bands via agarose gel electrophoresis. First-strand
DNA was synthesized using the RT2 First Strand kit (SABiosciences Corpo-
ration) as recommended by the manufacturer. Real-time polymerase
chain reaction (RT-PCR) was performed using STBR Green PCR Master
Mix (SABiosciences) in a 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Bio-
sciences) according to the manufacturer's instructions. The quality of
the primers was tested via the analysis of the melting curve. We used
the PAMM-012 Mouse Apoptosis Pathway RT Profiler PCR array
(SABiosciences), which profiles the expression of 84 genes involved in
apoptosis-related signaling.

3. Results

3.1. Both NFAT1 activation and PMA stimulation are required for the
induction of cell death in fibroblasts

Although several recent studies suggest that NFAT1 protein can
induce cell death when overexpressed or activated in different cell
types, the precise cell death machinery involved in this process is still
not well characterized [16-20]. To address this question, we constructed
a conditional NFAT1 protein responsive to the synthetic steroid
4-hydroxytamoxifen (OHT) by fusing the previously characterized con-
stitutively active NFAT1 protein (CA-NFAT1) [16,31] to the N-terminally
truncated G525R estrogen receptor (ER™), which is only responsive to
OHT (CA-NFAT1-ER; Fig. 1A) [33]. CA-NFAT1-ER cDNA was cloned into
the retroviral vector pLIRES-EGFP, which was then used to transduce
NIH3T3 cells, and these cells were subsequently stabilized via antibiotic
resistance (NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells). The use of a conditioned
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NFAT1 protein allows temporal control and synchronization of NFAT ac-
tivation and, thus, a more detailed analysis of [1] the pathways that can
cooperate with NFAT [2], the gene expression profile mediated by this
factor [3], and cell death kinetics. Furthermore, this construct bypasses
the need for a Ca®* influx to activate NFAT1 protein and therefore al-
lows the reduction of the background generated by the induction of
other Ca?™-responsive transcription factors, such as CREB and MEF2
[38-40]. Subsequent expression analysis in NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells
of the encoded CA-NFAT1-ER construct demonstrated that the protein
functioned properly and exhibited all of the expected characteristics.
The CA-NFAT1-ER protein presented the expected apparent molecular
weight compared to wild-type or constitutively active NFAT1 protein
(Fig. 1B), was restricted to the cytoplasm (>95% of total cells) and
completely translocated to the nucleus (>95% of total cells) when treat-
ed with OHT (Fig. 1C), and showed the ability to transactivate an
NFAT-responsive reporter luciferase construct (pGL4.30) in a time-
dependent manner, reaching a plateau in 24 h, only in the presence of
OHT (Fig. 1D).

Next, we analyzed the role of the NFAT1 protein in the control of cell
proliferation and death (Fig. 2). The growth capacity of NIH3T3 cells ex-
pressing CA-NFAT1-ER was assessed in a proliferation kinetics assay, ac-
companied by crystal violet incorporation, which correlates with total
cell numbers, while cell death kinetics were accompanied by sub-Gg
DNA content, which is indicative of cells undergoing apoptosis. There
was no difference between empty vector- and CA-NFAT1-ER-expressing
cells in their proliferation (Fig. 2A) and apoptosis profiles (Fig. 2B), with
the activation of the CA-NFAT1-ER protein observed only following OHT
application. However, the addition of the phorbol 12-muristate 13-
acetate (PMA) induced a strong decrease in cell accumulation rate
(Fig. 2C) accompanied by cell death (Fig. 2D) only in cells expressing
and showing activated CA-NFAT1-ER following treatment with OHT.
The profile of cells undergoing cell death exhibiting a sub-Go DNA content
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can be further visualized from the results of the two representative flow
cytometric analysis (Fig. 2E and F). Furthermore, NIH3T3 cells showing
activated CA-NFAT1-ER in the presence of PMA displayed time-
dependent cell death induction, culminating with massive cell death at
72 h after NFAT1 activation (Fig. 2D). Altogether, these data demonstrate
that while OHT and PMA do not alter proliferation and death in empty
vector-expressing cells, they do induce a strong cell death phenotype in
NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells, supporting the idea that cell death is caused
by NFAT1 activation and that it depends on cooperation with a pathway
activated downstream of PMA.

3.2. NFAT1 cooperates with the oncogenic Ras/Raf/MEK/ERK pathway in
the induction of cell death, but not with the NFxB pathway

To further investigate the pathways that can cooperate with NFAT1
in the induction of cell death, we analyzed the two main downstream
PMA-activated pathways: the NFkB and Ras/MAPK (mitogen-activated
protein kinase) pathways. To examine whether the NF«B transcription
factor can cooperate with NFAT1 in the induction of cell death in fibro-
blasts, NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells were transduced with an empty vec-
tor or with a plasmid encoding a dominant-negative mutated IkBa
(IkBa-Mut) protein [35]. As expected, NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells
carrying the empty vector underwent cell death 72 h after treatment
with OHT and PMA (Fig. 3A). However, the inhibition of NF«B activation
via overexpression of IkBa-Mut did not prevent the induction of cell
death by NFAT1 activation in cells treated with OHT and PMA
(Fig. 3A). The dominant-negative IkBa protein was functioning proper-
ly, as it was able to completely block PMA induction of NF«B
transactivation of an NF«B-responsive luciferase promoter (Fig. 3B).
These data support the idea that the NF<B signaling pathway is not
essential for NFAT1 induction of cell death.

DAPI NFAT1

Merge

OHT (0nM)

OHT (100nM)

Fig. 1. Construction and validation of 4-hydroxytamoxifen responsive NFAT1 protein (CA-NFAT1-ER). A) Schematic alignment of the NFAT1 protein and constructs. Abbreviations
and schematic conventions: serine to alanine CA-NFAT1 mutations (yellow circles), DNA-binding domain (DBD, dark bars), C-terminal transactivation domains (TAD-C, blue bars),
NFAT homology region (NHR, gray bars), nuclear localization signal from the SV40 virus (NLS-SV40, red bar) and N-terminally truncated G525R estrogen receptor (ER™, green bar).
Identical shading patterns represent identical sequences. CA-NFAT1-ER was constructed by deleting the NLS-SV40 signal from the CA-NFAT1 protein, followed by fusion with the
truncated estrogen receptor responsive to 4-hydroxytamoxifen (OHT), as described. B) NFAT1 protein expression determined by western blotting analysis of NIH3T3 cells
retrovirally transduced with the indicated construct. GAPDH levels were used as a loading control. Non-transduced cells (ND). C) The subcellular localization of NFAT1 protein
in NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells was determined by fluorescence microscopy in the presence of 0 or 100 nM OHT for 24 h. Cells were stained with DAPI and anti-NFAT1-PE Abs.
and visualized by fluorescence and phase contrast microscopy. D) NFAT transactivation assay. NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells were transfected with pGL4.30 (NFAT responsive vector)
and pRL-TK (Renilla normalization vector). After 24 h, they were treated with OHT (100 nM) when indicated. Luciferase activity was measured as described at the specified times
and was expressed as light units relative to the first time point in cells without OHT. All results are representative of at least 3 independent experiments.
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Fig. 2. NFAT1 induces cell death and reduces proliferation only in cooperation with a PMA-activated pathway. NIH3T3-Empty-Vector or -CA-NFAT1-ER cells were plated and ana-
lyzed for cell growth and death as indicated below. A and C) Analysis of proliferation kinetics based on Crystal Violet staining. Cells were plated in the absence (A) or presence (C) of
20 nM phorbol 12-muristate 13-acetate (PMA) and in the presence of OHT (100 nM) when specified. The results are representative of at least 3 independent experiments. B and D)
Cell death analysis based on the formation of subdiploid nuclei (Sub-Gy). Cells were plated in the absence (B) or presence (D) of 20 nM PMA and in the presence of OHT (100 nM)
when indicated. Cells were stained with PI and analyzed by flow cytometry to determine their DNA content at the specified time. SD values indicate the variance of at least three
independent experiments. E) Representative Sub-Gq cell death analysis histograms from NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells treated with PMA (20 nM) (left panel) and OHT (100 nM)
(right panel) for 72 h, extracted from Fig. 2D. The percentage of cell death (Sub-Go) is indicated.

Stimulation of cells with PMA is also known to activate the Ras/MAPK
pathway directly through the activation of RasGRPs (Ras guanyl
nucleotide-releasing proteins) or indirectly through the activation of
PKC protein [41,42]. To investigate whether the Ras/MAPK pathway is in-
volved in the induction of cell death by NFAT1, NIH3T3-CA-NFAT1-
ER-expressing cells were transduced with an empty vector or with a plas-
mid encoding the constitutively active H-rasV12 protein. H-ras protein
expression was analyzed by western blotting to confirm the over-
expression of this oncogene (Fig. 3C). As expected, only low levels of
cell death were visualized when assessed at an early time point, 48 h

after treatment with OHT and PMA, in the NIH3T3-CA-NFAT1-ER plus
empty-vector-expressing cells (Fig. 3D). However, the activation of
NFATT1 protein by OHT treatment in NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells express-
ing the H-rasV12 oncogene was sufficient to induce massive cell death at
this time point (Fig. 3D; OHT). These data suggest that H-rasV12 expres-
sion can induce cell death in cooperation with NFAT1 at an earlier time
point (48 h) when compared to cells treated only with OHT and PMA
(72 h; Fig. 2D). The H-rasV12 overexpression may accelerate the cell
death induced by NFAT1 when compared with PMA stimulation. In fact,
this phenotype can be readily visualized at cell proliferation analysis
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Fig. 3. The H-ras, but not the NF«B pathway cooperates with the induction of cell death by NFAT1. A and D) Cell death analysis based on the formation of subdiploid nuclei (Sub-Gy).
NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells were transduced with the indicated vector (pBabe-Empty; -IkBa-mut or -H-rasV12) as described. Cells were plated, treated with OHT (100 nM) and
PMA (20 nM) as specified and cultured for 72 h (A) or 48 h (D). Cells were stained with PI and analyzed by flow cytometry for DNA content. B) NF«B transactivation assay.
NIH3T3-CA-NFAT1-ER-expressing cells were transduced with the Empty or IkBa-mut construct as described. Then, the cells were transfected with pGL3-6 x NF<B (NF«B responsive
vector) and pRL-TK (Renilla normalization vector). On the next day, the cells were treated with PMA (20 nM) for 6 h. Luciferase activity was measured as described and was
expressed as relative light units (RLU) compared to the first graphic column. SD values indicate the variance of three independent experiments. C) H-rasV12 protein expression.
Western blotting analysis of NIH3T3 cells retrovirally transduced with the indicated plasmids for H-ras protein expression. GAPDH levels were used as a loading control. The results
are representative of at least 3 independent experiments. US. denotes unstimulated cells in all experiments.

comparing Figs. 2C and 4H. Furthermore, stimulation with PMA did not
result in a cooperative effect to further increase cell death in cells express-
ing H-rasV12 treated with OHT (Fig. 3D; OHT + PMA). Altogether, these
data demonstrate that H-rasV12 overexpression is sufficient to bypass the
need for PMA in the induction of cell death by NFAT1, supporting the idea
that NFAT1 can cooperate with pathways downstream of Ras/MAPK.
Activation of Ras protein through the induction of a phosphorylation
cascade involving several downstream MAPKKK pathways culminates
the induction of three main families of MAPKs, ERK1/2, JNK1/2/3, and
p38a/B/v/d kinases [29,43]. However, the JNK and p38 pathways ap-
pear not to be involved in the induction of cell death by NFAT1 because
the use of JNK- and p38-specific inhibitors (SP600125 and SB203580) to
produce a dose-response curve, at concentrations ranging from 1 uM up

to 80 uM, did not inhibit the induction of cell death by NFAT1 (Fig. 4A).
On the other hand, the Ras/Raf/MEK/ERK pathway appears to be funda-
mental for the induction of cell death by NFAT1 (Fig. 4B-H). MEK1/2 is
the MAPKK upstream of ERK1/2, and their inhibition by the drug U0126
is used to evaluate ERK-mediated events. To examine whether the Ras/
Raf/MEK/ERK pathway is involved in the induction of cell death by
NFAT1, NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells were transduced with H-rasV12
and treated with U0126 to obtain a dose-response curve (Fig. 4B).
MEK1/2 inhibition led to a reduction of the cell death induced by
NFAT1 activation (OHT) in a concentration-dependent manner in
which inhibition with U0126 at 5 uM was sufficient to reduce total
cell death by 50% and 20 pM by approximately 90% (Fig. 4B). Inhibition
of MEK1/2 by U0126 was correlated with the reduction of ERK1/2
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Fig. 4. The Ras/Raf/MEK/ERK pathway, but not p38 or JNK cooperates with the induction of cell death by NFAT1. A, B, D, F and G) Cell death analysis based on the formation of
subdiploid nuclei (Sub-Gg). NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells were transduced with the indicated vectors (pBabe-H-rasV12; MEK1-DD) as described. When specified, cells were
pre-treated with variable concentrations of SP600125 (JNK inhibitor), SB203580 (p38 inhibitor), U0126 or PD98059 (MEK1/2 inhibitors) 2 h prior to stimulation. Cells were treated
with OHT (100 nM) and PMA (20 nM) when indicated and cultured for 48 h (A, B, D and F) or 72 h (G) before being stained with PI and analyzed by flow cytometry to determine
their DNA content. SD values indicate the variance of at least three independent experiments, and (*) indicates p < 0.001. C and E) Western blotting analysis of the ERK1/2 phos-
phorylation state. NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells were retrovirally transduced with the specified plasmid (pBabe-Empty; -H-rasV12 or -MEK1PP) as described. When indicated, cells
were pre-treated for 2 h with variable concentrations of U0126 prior to the addition of PMA (20 nM). The cells were harvested and analyzed as described 24 h after PMA stimu-
lation. GAPDH and total-ERK were used as loading controls. C) The two last lanes of the gel suffered an upshift that can be seen in all conditions (p-ERK; ERK-Total and GAPDH). A
nonspecific band can be seen only at the last lane of p-ERK under the low-intensity-specific p-ERK1/2 bands. H) Analysis of proliferation kinetics based on Crystal Violet staining.
NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells were retrovirally transduced with the specified plasmid (pBabe-Empty or -H-rasV12) as described. When indicated, cells were pre-treated with U0126
(20 uM) 2 h prior to stimulation. Cells were treated with OHT (100 nM) when specified and cultured for the specified time. The results are representative of at least 3 independent
experiments. US. denotes unstimulated cells in all experiments.

phosphorylation induced by H-rasV12 and by PMA stimulation H-rasV12 overexpression (Fig. 4E). Furthermore, MEK1PP expression

(Fig. 4C), supporting the idea that U0126 inhibition of cell death was oc-
curring through an ERK1/2-dependent pathway. Corroborating these
data, another MEK1/2 inhibitor, PD98059, was also able to reduce cell
death induced by NFAT1 and H-ras12 activation in a dose-response
manner (Fig. 4D). Although PD98059 is a selective inhibitor of MEK1/
2, it has approximately 100-fold less affinity for MEK1/2 then does
U0126 [44]. This could explain the lower level of cell death inhibition
(30%) by PD98059 when compared to U0126 (90%; Fig. 4B and D).

To exclude the possibility that H-rasV12 could be cooperating with
NFAT1 through pathways other than Raf/MEK, and to circumvent any
possible nonspecificity of the drugs U0126 and PD98059, we used a
constitutively active MEK1 protein (MEK1PP) [35]. Transduction of
NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells with the plasmid encoding MEK1PP led to
the phosphorylation of ERK1/2 at the same level as observed following

was sufficient to bypass the need for H-rasV12 expression or PMA in
the induction of cell death led by NFAT1 (Fig. 4F). Cells expressing
CA-NFAT1-ER and MEK1PP underwent cell death at levels comparable
to those in cells expressing H-rasV12, solely in response to the activa-
tion of NFAT1 by OHT. PMA stimulation did not increase the cell death
induced by NFAT1 activation and MEK1PP expression, suggesting that
the PMA-activated-pathway that cooperates with NFATT1 is, in fact, the
Ras/Raf/MEK/ERK pathway (Fig. 4F). To exclude other possible roles of
PMA-activated pathways in the induction of cell death, CA-NFAT1-
ER-expressing cells were treated with PMA and OHT, and the MEK/
ERK pathway was inhibited using U0126 (Fig. 4G). As shown previously,
the activation of NFAT1 by OHT and stimulation by PMA strongly in-
duced cell death. However, the inhibition of the ERK1/2 pathway
completely blocked cell death in these cells (Fig. 4G).
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Finally, we have previously shown that H-rasV12 expression in
NIH3T3 cells is capable of inducing all the hallmarks of cell transfor-
mation including loss of contact-induced growth inhibition [16,45].
To visualize the transformation phenotype induced by H-rasVi12,
NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells were infected with the plasmid encoding
this oncogene or with an empty vector, and the proliferation kinetics
were examined (Fig. 4H). Unlike control cells, which stopped growing
once they reached confluence, the H-rasV12-expressing cells over-
grew the monolayer and continued to proliferate beyond confluence.
However, activation of NFAT1 by treatment with OHT in cells express-
ing CA-NFAT1-ER and H-rasV12 led to a complete repression of cell
accumulation, which resulted in a large decrease in cell numbers
(Fig. 4H). Surprisingly, unlike H-rasV12-expressing cells treated
with the inhibitor U0126, which only displayed a small reduction in
their cell proliferation profile, the MEK1/2 inhibitor apparently par-
tially blocked the induction of cell death by NFAT1. However, these
cells did not overgrow the monolayer and reached the level of cells
expressing H-rasV12 in the absent of NFAT1 activation, as one might
expect. This might be explained by two possible reasons: first, that
the inhibitor U0126 might not completely block cell death induced
by NFAT1 and H-rasV12, which is in agreement with Fig. 4B, where
it inhibits only around 90% of cell death; or second, that NFAT1 signal-
ing independent of MEK1/2 cooperation might influence cell prolifer-
ation (e.g. cell cycle entry) in confluent cell culture, inhibiting the
monolayer overgrowth. In fact, we have previously shown that
NFAT1 expression can induce cell cycle arrest in cultures [16]. How-
ever further experiments are needed to investigate this phenomenon.
Altogether, these results demonstrate the need for an active Ras/Raf/
MEK/ERK pathway for cooperation with the induction of cell death by
NFAT1.

3.3. NFAT1 induces an apoptotic cell death phenotype that can be shifted
to programmed-necrosis-like cell death by caspase inhibitors

NFAT1 activation clearly induces DNA fragmentation and the ac-
cumulation of a Sub-Gy DNA content, which is an indicative of cells
undergoing apoptosis. We next asked whether NFAT1 could induce
other phenotype characteristic of cells undergoing cell death by apo-
ptosis. When NFAT1 was activated (OHT) in NIH3T3 cells in the pres-
ence of PMA, we observed increased phosphatidylserine exposition
compared to controls, as analyzed by annexin V staining (Fig. 5A).
The increase of annexin V positive cells was followed by cell perme-
abilization, as shown by 7-AAD incorporation, which is an indicative
of cells undergoing apoptosis followed by late necrosis cell membrane
destabilization (Fig. 5A). To further analyze whether NFAT protein
can induce apoptosis in NIH3T3 cells, caspase-3 activity was accessed.
NFAT1 activation in cooperation with the Ras pathway led to a
seven-fold induction of caspase-3 activity, which could be completely
blocked by caspase-3 inhibitor, DEVD-fmk (Fig. 5B). A representative
spectrum of the caspase-3 assay is shown for better visualization
(Fig. 5C). Next, we examined the morphological characteristics of
NIH3T3 cells dying under NFAT1 regulation. Accordingly, NIH3T3-
CA-NFAT1-ER cells were treated with PMA alone or in the presence
of OHT, and cellular morphology was visualized via phase contrast
microscopy, while nuclear size and DNA condensation were analyzed
by fluorescence microscopy of DAPI-stained DNA. Whereas cells
treated with PMA alone displayed a normal fibroblastic appearance,
made cell-cell contact and exhibited a normal nuclear size and no
pyknotic nuclei, cells with activated NFAT1 were released from cell-
cell contacts, had suffered cell shrinkage and exhibited the formation
of pyknotic nuclei at 48 h (Arrows, Fig. 5D). These phenotypes
increased at 72 h, when more cells displayed these characteristics
when NFAT1 was activated, as represented by the formation of pyknotic
nuclei observed at a lower magnification (Wide view; Fig. 5D).

To further investigate the apoptotic cell death induced by NFAT1,
we checked whether the pan-caspase inhibitor ZVAD-fmk could

abolish the cell death induced by this factor. For this purpose,
NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells were treated with OHT to activate
NFAT1 and with PMA when indicated, and cell death was analyzed
based on a Sub-Gy DNA profile and propidium iodide staining in per-
meable cells. As expected, only a very small number of cells had un-
dergone DNA fragmentation 24 h after stimulation with OHT and
PMA in the presence or absence of ZVAD-fmk (Fig. 5E; left panel).
Furthermore, ZVAD-fmk alone or in single combination with OHT or
PMA did not induce significant cell death, demonstrating that this
caspase inhibitor is not by itself responsible for the induction of cell
death (Fig. 5E). However, surprisingly, approximately 90% of the
cells treated with OHT and PMA in the presence of ZVAD-fmk were
permeable at 24 h, as shown by propidium iodide staining (Fig, 5E;
right panel). The incorporation of propidium iodide was not through
passive incorporation and reflected cell death since control cells did
not stain for PI and all cells from ZVAD-fmk treated wells in the pres-
ence of OHT and PMA were loose and did not re-adhere to plate after
treatment removal (data not shown). Because almost all of the cells
treated with OHT and PMA had died in the presence of ZVAD-fmk at
24 h but lacked DNA fragmentation, we assumed that this outcome
might not be due to apoptosis but ZVAD-fmk might have shifted to
another cell death modality as programmed necrosis. One of the
best-studied and fundamental biochemical pathways involved in
programmed necrosis is regulated by RIP1 kinase, and the inhibition
of this kinase by necrostatin-1 can block this cell death modality
[46]. As shown in Fig. 5E, the addition of necrostatin-1 completely
blocked cell death induced by OHT and PMA in the presence of
ZVAD-fmk, supporting the idea that NFAT1 can induce apoptotic cell
death which can be shifted most likely to programmed necrosis by
caspase inhibitors (Fig. 5E; right panel).

3.4. TNF-a expression regulated by NFAT1 and the Ras/MAPK pathway is
responsible for the induction of cell death

To determine which gene involved in cell death regulation is being
induced by NFAT1 in cooperation with the Ras/MAPK pathway, we
performed a screening of apoptosis-related genes using a real-time
PCR assay (RT? Profiler PCR array). mRNA from NIH3T3-CA-NFAT1-
ER-expressing cells was isolated 24 h after stimulation with PMA
alone or in the presence of OHT, since 24 h is the NFAT1
transactivation peak and there is no apparent cell death at that
time. NFATT1 activation, in cooperation with PMA, led to a 5656-fold
up-regulation of TNF-o« mRNA levels and more discrete increases in
TRAF-1 (223 fold), TRAIL (47 fold), Pak-7 (25 fold) and Fas receptor
(7 fold) (Fig. 6A). The expression of the other 79 genes showed
changes of less than 2 fold, which is a good indication that the exper-
iment was conducted correctly and that NFAT1 actually only regu-
lates the mentioned genes in this model. Because TNF-a was the
most up-regulated gene and is a direct inducer of cell death through
apoptosis, we next analyzed protein production for this cytokine.
NIH3T3-CA-NFAT1-ER-expressing cells were stimulated by OHT
and/or PMA or left unstimulated, and TNF-o. accumulation was ana-
lyzed by ELISA (Fig. 6B). While stimulation with OHT or PMA alone
did not induce TNF-a production at any time point checked, activa-
tion of NFAT1 and the Ras/MAPK pathway by PMA led to the accumu-
lation of TNF-x at 24 h after stimulation, with a production peak at
48 h (Fig. 6B), which correlates with the cell death data shown
above. TNF-a production is completely dependent on the activation
of both NFAT1 and the Ras/Raf/MEK/ERK pathway as demonstrated
in Fig. 6C. While TNF-a production induced by NFAT1 (OHT) was
completely dependent on the PMA activated pathway, it could be re-
capitulated by H-rasV12 or MEK1PP but not by Empty Vector expres-
sion (Fig. 6C), suggesting that Ras/Raf/MEK/ERK pathway is sufficient
to cooperate with NFAT1 to the production of TNF-c.. Furthermore,
the inhibition of MEK1/2 by U0126 completely abolished TNF-& pro-
duction induced by NFAT1 in cooperation with PMA or H-rasV12,
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Fig. 5. NFAT1 induces an apoptotic cell death phenotype that can be shifted to programmed-necrosis-like cell death by caspase inhibitors. NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells were used for
all experiments. A) Apoptotic cell death accompanied by phosphatidylserine exposition. Cells were plated and treated with PMA (20 nM) and OHT (100 nM) when indicated. At the
specified time, cells were harvested and stained with Annexin-V and 7-AAD. Cells were analyzed via flow cytometry to detect phosphatidylserine exposition and cell perme-
abilization. B and C) Caspase-3 activity assay. Cells were plated, treated with PMA (20 nM) and OHT (100 nM) when indicated and harvested 48 h later. Caspase-3 activity was
assessed, and as a control, the caspase-3 inhibitor DEVD-FMK was used as described. The fluorescence of cell extracts was analyzed with excitation at 400 nm and emission at
505 nm (B) or by excitation at 400 nm and with a screening emission of 480 to 520 nm (C). B) Caspase-3 activity was normalized and expressed as a % relative to cells treated
only with PMA. SD values indicate the variance of at least three independent experiments, and (*) indicates p < 0.001. C) Representative spectrum from (B). D) Analysis of the
formation of pyknotic nuclei and cell morphology. Cells were plated and treated 24 h later with OHT (100 nM) and PMA (20 nM) as indicated. At the specified time, cells were
stained with DAPI and analyzed by fluorescence or phase contrast microscopy. Cells undergoing the formation of pyknotic nuclei (white arrows) and displaying apoptotic morphol-
ogy (black arrows) are indicated. E) Cell death analysis based on the formation of subdiploid nuclei (Sub-Go; left panel) and cell permeabilization (right panel). Cells were
pre-treated when indicated with 20 pM Pan caspase inhibitor (ZVAD-FMK) and 20 uM necrostatin-1 (Nec1) for 2 h prior to treatment with OHT (100 nM) and PMA (20 nM)
and cultured for 24 h. Cells were then stained with PI and analyzed by flow cytometry for DNA content and cell permeabilization, as described. SD values indicate the variance

of at least three independent experiments.

suggesting that the Ras/Raf/MEK/ERK pathway is necessary to coop-
erate with NFAT1 for the production of TNF-a. To investigate whether
TNF-a is directly implicated in cell death induction in NIH3T3 cells,
we stimulated these cells with OHT and PMA and tested whether
TNF-a neutralization could prevent cell death. While control cells
underwent cell death as expected, pre-treatment of these cells with
the neutralizing TNF-a antibody reduced cell death in a dose-
response manner, with the maximum reduction reaching approxi-
mately 80% (Fig. 6D). These data support a direct involvement of
TNF-a accumulation in the induction of cell death in NIH3T3 cells.
However, since TNF-a, when bound to its receptor, TNFR1, can acti-
vate three main pathways, an inflammatory, an apoptotic or a necrot-
ic pathway, we next evaluated whether TNF-a was directly and solely
responsible for the phenotypes induced by NFAT1. To examine
whether TNF-« is capable to induce cell death by apoptosis, NIH3T3
wild type cells were treated with recombinant mouse TNF-« to obtain
a concentration-response curve (Fig. 6E). TNF-a addition led to an
induction of the cell death in a concentration-dependent manner
leading to massive subdiploid nuclei formation accompanied by cell
permeabilization at 72 h (Fig. 6E). Furthermore, the addition of re-
combinant TNF-a to NIH3T3 cells completely recapitulated the cell
death phenotype induced by NFAT1 and PMA in the presence of

pan-caspase inhibitor, ZVAD-fmk (Figs. 5E and 6F). While TNF-« or
ZVAD-fmk alone did not induce significant cell death at an early
time point (24 h) when evaluated by subdiploid nuclei formation or
by cell permeabilization (Fig. 6F), they promptly induced cell death
in combination (TNF-a plus ZVAD-fmk; Fig. 6F). Cells treated with
TNF-ae and ZVAD-fmk displayed high level of cell permeabilization
but no significant level of cells with DNA fragmentation, an indicative
of cells undergoing programmed necrosis (Fig. 6F). Corroborating
these data, the process of cell death was almost completely blocked
by necrostatin-1 (Fig. 6F, right panel). These data support a mecha-
nism where TNF-at can activate a primary apoptotic pathway in
NIH3T3 cells that can be shifted to a programmed necrotic pathway
when caspases are blocked. Altogether, these data support the idea
that NFAT1 activation, in cooperation with the Ras/Raf/MEK/ERK
pathway, is able to induce TNF-a production and accumulation, and
that this phenomenon is directly implicated in the induction of cell
death in NIH3T3 cells.

4. Discussion

Although the function of NFAT proteins is better characterized in
the regulation of the immune response, recent works have postulated
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Fig. 6. NFAT1 induces cell death through up-regulation of TNF-o expression in cooperation with the Ras/Raf/MEK/ERK pathway. NIH3T3-CA-NFAT1-ER-expressing cells were used
for all experiments. A) SuperArray analysis of gene expression regulated by NFAT1. Cells were plated and treated with PMA (20 nM) alone (Control Sample) or PMA (20 nM) with
OHT (100 nM) (Test Sample). After 24 h, mRNA was extracted and used for real-time SuperArray analysis, as described. The fold change values are relative to the Control Sample.
Bars indicate the range of two independent experiments. B and C) Analysis of TNF-a protein levels. NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells non-transduced (B) or transduced with Empty-,
H-rasV12- or MEK1PP-expressing vectors (C) were plated and treated with OHT (100 nM) and PMA (20 nM) as indicated, and the cell-free supernatant was assessed for TNF-a
protein levels by ELISA at the indicated time, as described, or at 48 h in Figure C. When indicated, cells were pre-treated with U0126 (20 uM) 2 h prior to stimulation. US. denotes
unstimulated cells. D and E) Cell death analyzed based on the formation of subdiploid nuclei (Sub-Gg). D) NIH3T3-CA-NFAT1-ER cells were pre-treated when indicated with var-
iable amounts of a TNF-a neutralizing antibody (anti-TNF-ct) for 2 h prior to treatment with OHT (100 nM) and PMA (20 nM) and cultured for 72 h. Cells were stained with PI and
analyzed by flow cytometry to determine their DNA content at the specified time. E) NIH3T3 wild type cells were treated with variable amounts recombinant murine TNF-a and
cultured for 72 h. Cells were stained with PI and analyzed by flow cytometry to determine their DNA content and cell permeabilization. F) Cell death analysis based on the formation
of subdiploid nuclei (Fig. 6F, left panel) and cell permeabilization (Fig. 6F, right panel). Cells were pre-treated when indicated with 20 uM Pan caspase inhibitor (ZVAD-FMK) and
20 pM necrostatin-1 (Nec1) for 2 h prior to treatment with recombinant murine TNF-a (20 ng) and cultured for 24 h. Cells were then stained with PI and analyzed by flow cytom-
etry for DNA content and cell permeabilization, as described. B, C, D, E and F) SD values indicate the variance of at least three independent experiments.

a major involvement of this family of transcription factors in tumor neutralization of TNF-a (Fig. 6). These data support the idea that
development and progression [4]. We, and others, have previously cooperation between NFAT1 and the Ras/Raf/MEK/ERK pathway is in-

proposed that NFAT1 can function as a tumor suppressor gene, possi- volved in the induction of cell death through TNF-a production and
bly through the induction of cell death in transformed cells [15,16]. possibly in tumor suppression initiated by this transcription factor.
However, the mechanism by which NFAT1 might exert this role is The Ras/Raf/MEK/ERK pathway is most often associated with the in-

still elusive. Here, we have shown that NFAT1 protein can induce duction of cell transformation and tumor progression, being activated in
cell death in NIH3T3 fibroblasts, in cooperation with the oncogenic over 90% of pancreatic cancers, 66% of all melanomas and 50% of most
H-ras pathway (Figs. 2 and 3). It has been demonstrated that NF«<B types of carcinoma [48]. Activated ERK1/2 phosphorylates and regulates
can cooperate with NFAT in the induction of cell death in aggressive the activities of an ever growing roster of substrates that are estimated
B-cell lymphomas through the induction of B-lymphocyte stimulator to compromise over 160 proteins, including several kinases, phospha-
(BLyS) [47]. Despite the activation of NF<B by PMA, this pathway was tases, transcription factors and cytoskeletal proteins [49]. Furthermore,
not found to cooperate in the induction of cell death by NFAT1 depending on the particular cell type involved, ERK signaling can regu-
(Fig. 3). Furthermore, we determined that the activation of the Ras/ late processes involved in cell transformation, such as proliferation,
Raf/MEK/ERK1/2 pathway is fundamental for the induction of cell differentiation, survival, migration, angiogenesis and chromatin remod-
death by NFAT1, whereas JNK and p38 MAPK activation is dispensable eling [48]. However, recent works have postulated that ERK signaling
(Fig. 4). NFAT1 can induce a mixed mode of cell death consisting pre- can also induce the cell death machinery directly via the up-regulation
dominately of apoptotic phenotype cell death that can be shifted for a of the pro-apoptotic proteins Bax and p53, or indirectly by sensitizing
programmed necrotic cell death pathway in the presence of caspase tumor cells through the up-regulation of TRAIL death receptor 4
inhibitors (Fig. 5). Finally, NFAT1, in cooperation with the H-ras path- [50-53]. These data support a dual role for ERK signaling, which might
way, induces cell death through the up-regulation of TNF-a gene and exert a pro- or anti-tumorigenic effect depending on the presence of
protein production, which can be almost completely abolished by other still not well-characterized pathways. Our data support the idea
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that the NFAT1 pathway can cooperate with ERK1/2 signaling in the in-
duction of cell death and, thus, in accord with our previously published
data, possibly cooperate in the induction of a tumor suppression pheno-
type [16].

Apoptosis operates in adult organisms to maintain normal cellular
homeostasis. Violation of this cellular process can result in cancer, auto-
immunity, and other diseases. The apoptotic pathway is morphologically
characterized by rounding-up of cells, reduction of the cellular volume,
and chromatin condensation and fragmentation, while biochemically,
it involves caspase activation, culminating in caspase-3 activation, and
exposition of phosphatidylserine [54]. As demonstrated here, NFAT1
can induce all of these characteristics in NIH3T3 fibroblasts. It was previ-
ously proposed that NFAT proteins can induce apoptosis in different
models and cell types, such as in T-lymphocytes, fibroblasts, and neu-
rons, though the mechanism underlying this function is still controver-
sial [16,17,55,56]. NFAT1 is highly expressed in peripheral T cells
involved in controlling the termination of the immune response by in-
ducing apoptosis. Activation-induced cell death (AICD) is a particular
form of apoptosis that is important for the maintenance of immune sys-
tem homeostasis. One important route of AICD is the activation of
so-called death receptors by their ligands, particularly, FasL, TNF-c,
and, more recently, TRAIL. Here, we show that in coordination with
ERK1/2 signaling, NFAT1 proteins can robustly up-regulate TNF-a gene
expression and, more discretely, that of the TRAIL gene, whereas no ef-
fect on FasL expression was detected, in NIH3T3 cells. Moreover,
TNF- protein expression was associated with at least 80% of the total
cell death observed, supporting a key role for this cytokine in the induc-
tion of apoptosis in this model. NFAT1 activation also led to the
up-regulation of other genes involved in cell death, such as TRAF-1 and
the FAS receptor (Fig. 6A). Although transcriptional regulation of
TRAF-1 by NFAT1 has not been described, this up-regulation could rep-
resent indirect regulation via NF<B activation through the ligation of
TNF-« to its receptor [57]. Furthermore, although the up-regulation of
the FAS receptor through NFAT1 activation could be involved in the in-
duction of cell death in NIH3T3 cells, there was no significant detection
of FasL mRNA that could explain this phenomenon (data not shown).
NFAT1 was apparently able to induce different cell death pathways
consisting mainly of apoptosis but with a contribution of programmed
necrotic cell death in the presence of inhibited caspases. Recent pharma-
cological and genetic evidence suggests that necrosis can occur in a
tightly regulated fashion and mediate programmed cell death, in
which signaling through RIP1 kinase appears to be essential [58]. Al-
though this hypothesis is still controversial, programmed necrosis
might have large implications in cancer development and, possibly,
treatment because several cancer cell lines are sensitive to this death
modality when treated with DNA damaging compounds or with death
receptor ligands, such as TRAIL and TNF-a [59]. Programmed necrosis
generally only occurs in cells where the apoptotic protein caspase-8 is
inhibited by a caspase inhibitor, such as Z-VAD-fmk, or in cells that
overexpress the caspase-8 inhibitor FLICE-inhibitory protein short iso-
form (FLIPs) [60]. Our data clearly show that NFAT1 can induce cell
death through programmed necrosis in the presence of Z-VAD-fmk, as
characterized by the observation of cell permeabilization without nucle-
ar fragmentation and by the dependency of the activity of RIP1 kinase, as
shown using its inhibitor necrostatin-1 (Fig. 5E). In vivo, the inhibition of
programmed necrosis by necrostatin-1 was shown to delay ischemic
brain injury in mice, inhibit myocardial cell death, and reduce infarct
size [61]. One interesting correlation is that TNF-c is one of the main
molecules involved in this pathology and that NFAT1 protein is
expressed in both the brain and myocardial cells. Altogether, these
data support a possible mechanism through which NFAT1 could regulate
the induction of cell death via apoptosis and, in the presence of inhibited
caspases as in cells that overexpress FLICE protein, could induce
programmed necrosis, contributing to further understanding the in-
volvement of this transcription factor in cancer, immune response ter-
mination and, possibly, brain and heart injuries.

The regulation of TNF- expression by NFAT1 could account for both
the apoptotic and the programmed necrotic cell death observed in
NIH3T3 cells. Ligation of TNF-a to its receptor, TNFR1, can activate
three main pathways: (1) NFxB, leading to a pro-inflammatory and
anti-apoptotic response; (2) caspases, leading to apoptosis; and
(3) RIP1 and RIP3, in the absence of caspase-8 activity, which leads to
necrotic cell death [61]. TNF-« transcription can be activated in the im-
mune system by a diverse group of well-described stimuli depending
on the cell type involved, such as through toll-like receptor activation
(TLR), T- and B-cell receptor antigen ligation, and stimulation by cyto-
kines such as IL-1, [FN-y and TNF-« itself [62]. The TNF-o proximal pro-
moter displays a highly conserved region of approximately 200
nucleotides in mammals that contains biding motifs that can be recog-
nized by transcription factors activated downstream of these stimuli
[62]. Six NFAT binding sites have been identified in the TNF-o promoter,
in addition to four Ets/Elk, two Sp1, and one ATF-2/c-Jun binding sites
|62-64]. It has previously been demonstrated that NFAT signaling can
cooperate with downstream pathways activated by JNK and p38 ki-
nases in the transactivation of the TNF-o gene, possibly through the ac-
tivation of and cooperation with the ATF-2 and c-Jun transcription
factors [65-67]. Here, we have shown that in H-rasV12-transformed fi-
broblasts, both the NFAT1 and ERK1/2 signaling pathways are funda-
mental for the transcriptional up-regulation of the TNF-a gene, while
JNK and p38 signaling are dispensable. Mechanistically, ERK1/2 kinases
could augment the DNA binding activity of NFAT directly by phosphor-
ylating its N- and C-termini, which would culminate in increased bind-
ing of NFAT to the TNF-« promoter and, thus, increased expression [68].
However, ERK1/2 signaling can also activate the Elk-1, SP-1, ATF-2 and
c-Jun transcription factors, which could bind to the TNF-a¢ promoter
and cooperate with NFAT1 to induce TNF-a expression [49]. Although
our data clearly show cooperation between NFAT1 and ERK1/2 in
TNF-a gene regulation, further experiments are needed to specify
which signal downstream of ERK is responsible for this phenomenon.

While the major obstacle to the therapeutic exploitation of TNF-a
for cancer treatment is its ability to elicit a systemic inflammatory re-
sponse syndrome, the expression of NFAT1 proteins in tumors
exhibiting an activated Ras/Raf/MEK/ERK pathway could lead to mas-
sive local production of TNF-a and, thus, induce tumor suppression
with a lower systemic inflammatory effect. Furthermore, the Ras/Raf/
MEK/ERK oncogenic pathway might sensitize transformed cells to
NFAT1-induced cell death, and thus, NFAT1 could convert a well-
characterized oncogenic pathway to become a tumor suppressor path-
way. NFAT1 overexpression could be a potential mechanism to be
exploited in gene therapy for cancers that exhibit the over-activation
of the MEK/ERK pathway, leading to more-specific, targeted treatment.
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NFAT2 Isoforms Differentially Regulate Gene Expression, Cell Death,
and Transformation through Alternative N-Terminal Domains
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The NFAT (nuclear factor of activated T cells) family of transcription factors is composed of four calcium-responsive proteins

(NFAT1 to -4). The NFAT?2 (also called NFATc1) gene encodes the isoforms NFAT2a and NFAT2 that result mainly from alter-
native initiation exons that provide two different N-terminal transactivation domains. However, the specific roles of the NFAT2
isoforms in cell physiology remain unclear. Because previous studies have shown oncogenic potential for NFAT2, this study em-
phasized the role of the NFAT2 isoforms in cell transformation. Here, we show that a constitutively active form of NFAT2«a (CA-

NFAT2a) and CA-NFAT2f} distinctly control death and transformation in NIH 3T3 cells. While CA-NFAT2a strongly induces
cell transformation, CA-NFAT2[} leads to reduced cell proliferation and intense cell death through the upregulation of tumor
necrosis factor alpha (TNF-a). CA-NFAT2 also increases cell death and upregulates Fas ligand (FasL) and TNF-« in CD4" T
cells. Furthermore, we demonstrate that differential roles of NFAT2 isoforms in NIH 3T3 cells depend on the N-terminal do-
main, where the NFAT23-specific N-terminal acidic motif is necessary to induce cell death. Interestingly, the NFAT2« isoform is
upregulated in Burkitt lymphomas, suggesting an isoform-specific involvement of NFAT2 in cancer development. Finally, our
data suggest that alternative N-terminal domains of NFAT2 could provide differential mechanisms for the control of cellular

functions.

N uclear factor of activated T cells (NFAT) was originally de-
scribed as an essential transcription factor for T cell activa-
tion and differentiation (1). The NFAT family is composed of four
calcium-responsive proteins, named NFAT1 (also called NFATc2/
NFATp), NFAT2 (NFATc1/NFATc), NFAT3 (NFATc4), and
NFAT4 (NFATc3/NFATx) (2-5), each displaying several splice
variants (6, 7). These NFAT proteins have two conserved domains:
the DNA-binding domain (DBD), which is the hallmark family do-
main, and the calcium-responsive N-terminal regulatory domain,
denominated the NFAT homology region (NHR) (6).

Despite the conservation of the DBD and NHR, divergent phe-
notypes of NFAT-deficient mice suggest that different members of
this family display nonredundant roles in cellular homeostasis (8).
Apparently, NFAT1 and NFAT?2 proteins have distinct roles in cell
transformation, acting as a tumor suppressor and an oncogene,
respectively (9). The tissue-restricted expression of the NFAT
family members and isoforms supports the idea that these pro-
teins might have cell-specific and/or gene-specific activities (7).
The DBD and NHR conserved domains are flanked by the amino-
and carboxy-terminal transactivation domains (TAD-N and
TAD-C, respectively). These domains are highly variable regions
between the NFAT family members and isoforms (6, 7). One hy-
pothesis is that the differences between the TADs could be relevant
for nonredundant functions of these transcription factors through
the direct initiation of transcription or by cooperation with iso-
form-specific protein partners.

NFAT was described as an important regulator of genes in-
volved in the control of the cell cycle and cell death, such as those
for p21WATVCPL cyclin-dependend kinase 4, c-myc, cyclin A2, Fas
ligand (FasL), Nur77, c-FLIP, and tumor necrosis factor alpha
(TNF-a) (10-17). Additionally, deregulation of calcineurin/
NFAT signaling and abnormal expression of its components have
been reported for several solid tumors, lymphomas, and leuke-
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mias (18, 19). Several studies have suggested the oncogenic poten-
tial of the NFAT family member NFAT2. NFAT2 was fundamen-
tal for pancreatic cancer progression and contributed to the
survival of melanoma cells and the metastatic potential of colorec-
tal cancer cells (11, 20, 21). Furthermore, NFAT2 was activated in
70% of Burkitt lymphoma cases and in ~30% of diffuse large B
cell lymphoma (DLBCL) cases and was overexpressed and acti-
vated in cases of chronic lymphocytic leukemia (CLL) (22, 23).
The NFAT2 gene encodes the isoforms NFAT2a and NFAT23
that result mainly from the alternative 5’ initiation exons that
provide two different TAD-Ns (24). While it has been demon-
strated that different NFAT2 isoforms can be specifically regulated
and expressed in T and B lymphocytes and mast cells, exhibiting
differential roles in the regulation of cytokine expression (24-28),
little is known about the specific roles of these isoforms in the
regulation of cell death and tumor formation. Because NFAT2
displays important roles in tumorigenesis, we hypothesized that
NFAT?2 isoforms that diverge in the TAD-N may display differen-
tial functions in cellular transformation. To address this hypoth-
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esis, two constitutively active short NFAT2 isoforms (CA-
NFAT2a and CA-NFAT2p) that diverge only in their N-terminal
portions were overexpressed in nontransformed NIH 3T3 fibro-
blasts, and their role in cell transformation was analyzed. Surpris-
ingly, while CA-NFAT2a acts as a positive regulator of cell prolif-
eration in NIH 3T3 cells, inducing several hallmarks of
transformation, CA-NFAT2B-expressing cells showed reduced
cell proliferation and intense cell death through an increase in
TNF-a cytokine expression levels. We demonstrated that an
acidic activation domain (AAD) present in the TAD-N of CA-
NFAT20 is essential for cell death induction by this isoform, such
that substitutions of acidic amino acids within this domain com-
pletely abolish cell death and promote transformation. Further-
more, CA-NFAT2@ was able to increase FasL and TNF-«a levels
and to induce cell death in CD4* T lymphocytes. Finally, a Burkitt
lymphoma-derived cell line and human Burkitt lymphoma sam-
ples showed increased expression of the NFAT2a isoform, sup-
porting the idea that this isoform contributes to cell transforma-
tion in cancer development. Taken together, these results suggest
that NFAT2 isoforms have different roles in the control of cellular
functions and that the transactivation domains may act as impor-
tant regulators of nonredundant functions of the NFAT family
members.

MATERIALS AND METHODS

Donors, patients, and Burkitt lymphoma samples. Human peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained from 10 healthy blood
donors at the blood bank of the Brazilian National Cancer Institute after
written informed consent was obtained. The leukocytes were harvested
from white blood cell reduction filters, and PBMCs were isolated by den-
sity gradient centrifugation using Ficoll. After written informed consent
was obtained from each guardian, samples from seven cases of pediatric
Burkitt lymphoma were included in this study. The samples were ob-
tained from the Division of Pathology of the Brazilian National Cancer
Institute. This study was approved by the Human Ethics Committee of the
Brazilian National Cancer Institute (CEP process no. 018/09).

Cell culture. NIH 3T3, EcoPack2, Phoenix-ECO, and murine primary
CD4™ T cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium sup-
plemented with NaHCO; (40 mM), NaH,PO, (1 mM), sodium pyruvate
(1 mM), minimum essential medium (MEM) vitamin solution (1X),
MEM essential and nonessential amino acid solutions (1X), penicillin
(100,000 U/liter), streptomycin (10 mg/liter), HEPES (10 mM), L-glu-
tamine (2 mM), and B-mercaptoethanol (55 pM) (all from Gibco). Jur-
kat, 697, and Raji cells were cultured in RPMI medium supplemented with
sodium pyruvate (1 mM), penicillin (100,000 U/liter), streptomycin (10
mg/liter), L-glutamine (2 mM), and B-mercaptoethanol (55 pM). All cul-
tures were supplemented with 10% fetal bovine serum and incubated in a
humidified environment containing 5% CO, at 37°C.

Animals. Athymic BALB/c nude, Nfat2™"* Cdd-cre”, and Nfar2""
Cd4-cre™ mice were maintained at the Brazilian National Cancer Institute
animal facility. Nfat2™" Cd4-cre™ mice were generated in Anjana Rao’s
laboratory (La Jolla Institute for Allergy and Immunology, San Diego,
CA) (29). Eight- to twelve-week-old mice were used in all experiments,
which were performed in accordance with the Brazilian Government’s
ethical and animal experiment regulations. The experiments were ap-
proved by and conducted according to animal welfare guidelines of the
Ethics Committee of Animal Experimentation of the Brazilian National
Cancer Institute (CEUA process no. 008/13 and 003/14).

CD4* T cell isolation. CD4™ T cells were isolated from peripheral
lymph nodes of Nfat2 ™" Cd4-cre™ or Nfat2™" Cd4-cre* mice by negative
selection using the Dynal Beads system (Invitrogen). CD4 ™ cell purity was
assessed by flow cytometry after isolation and was >95%.
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Plasmid construction. The pLIRES-EGFP and pLIRES-EGFP-CA-
NFAT2a vectors were constructed as previously described (9, 30). Murine
CA-NFAT2 ¢cDNA was a gift from Anjana Rao (31). Plasmid pLIRES-
EGFP-CA-NFAT2 was constructed by subcloning CA-NFAT23 cDNA
into the pLIRES-EGFP retroviral backbone plasmid using the restriction
enzyme Xhol. The truncated CA-NFAT2-AN, CA-NFAT2B-A1-8, and
CA-NFAT23-A1-19 proteins were constructed by PCR amplification of
the respective fragments of CA-NFAT2(3 cDNA followed by subcloning
into the pLIRES-EGFP retroviral backbone. Plasmids pLIRES-EGFP-CA-
NFAT2B-A9-19 and CA-NFAT2B-Mut-Acid were constructed by using
the GeneTailor site-directed mutagenesis system (Invitrogen). CA-
NFAT2B-Mut-Acid comprises the following amino acid substitutions:
E9A,D11A,E17A, and D19A. The pRV-GFP vector was a gift from Anjana
Rao. Plasmids pRV-GFP-CA-NFAT2a and pRV-GFP-CA-NFAT2[3 were
constructed by subcloning CA-NFAT2a and CA-NFAT23 c¢DNAs, re-
spectively, into the pRV-GFP retroviral backbone using the restriction
enzymes Sall and Xhol. The bp —200 TNF-a promoter was synthesized
(Genscript) and subcloned into the pGL4.10 vector (Promega). Plasmid
k3(long)-luciferase was acquired from Addgene (plasmid 11110) (32).
The sequences of the primers used for plasmid construction are available
upon request. All constructs were confirmed by DNA sequencing.

Production of recombinant retroviruses and infection of target
cells. BD EcoPack2 ecotropic packaging cells (BD Biosciences) were tran-
siently transfected with retroviral vectors by calcium phosphate precipi-
tation for 24 h. The next day, the virus-containing supernatant was col-
lected, mixed 1:1 (vol/vol) with fresh medium, supplemented with 8
pg/ml Polybrene (Fluka Chemie), and immediately used for spin infec-
tion of 2.5 X 10* NIH 3T3 cells in a six-well plate. After 24 h, the infected
cells were trypsinized, and the efficiency of transduction was assessed by
enhanced green fluorescent protein (EGFP) expression, which routinely
revealed >85% virus-infected cells by flow cytometry. The time point of
24 h after transduction was defined as the starting point for all experi-
ments using transduced NIH 3T3 cells. For transduction of primary
CD4™ T cells, Phoenix-ECO packaging cells were transiently transfected
with retroviral vectors by calcium phosphate precipitation for 24 h. The
next day, the virus-containing supernatant was collected and concen-
trated by centrifugation overnight at a relative centrifugal force (RCF) of
6,000 at 4°C. After concentration, the retroviruses were resuspended in
fresh medium and supplemented with 8 j.g/ml Polybrene. Primary CD4™"
T cells were stimulated with 1 pg/ml of anti-CD3 and 1 pg/ml of anti-
CD28 (both from BD Pharmingen) in a 12-well plate coated with 0.3
mg/ml of goat anti-mouse IgG (MP Biomedicals). After 48 h, the culture
medium was replaced with medium containing concentrated retrovirus,
and CD4™" T cells were spin infected. The conditioned lymphocyte me-
dium was collected prior to the addition of virus, stored at 37°C, and
added to the cells after spin infection. After 24 h, transduced cells were
washed with phosphate-buffered saline (PBS), transferred to a six-well
plate, and cultured with fresh medium supplemented with 20 U/ml of
recombinant interleukin-2 (IL-2) (PeproTech) for 24 h. The time point of
48 h after transduction was defined as the starting point for experiments
using transduced CD4 " T cells. To ensure reproducibility, each experi-
ment was repeated by using cells derived from independent virus infec-
tions.

Western blotting. Whole-protein extracts from transduced NIH 3T3
cells (1 X 10° cells) or CD4™ T cells (1 X 10° cells) were obtained by cell
lysis in buffer containing 40 mM Tris (pH 7.5), 60 mM sodium pyrophos-
phate, 10 mM EDTA, and 5% SDS, followed by incubation at 100°C for 15
min. Total cell lysates were resolved by SDS-PAGE, followed by transfer
onto a nitrocellulose membrane. Immunodetection of NFAT?2 variants,
f-actin, and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was
performed by using anti-NFATcl monoclonal antibody 7A6 (Santa Cruz
Biotechnology), anti-beta-actin polyclonal antibody (Abcam), and anti-
GAPDH monoclonal antibody 6C5 (Santa Cruz Biotechnology), respec-
tively, and visualized by using the SuperSignal West Pico chemilumines-
cent substrate (ThermoFisher Scientific).
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Cell proliferation studies. NTH 37T3 cells were plated in triplicate into
96-well microtiter plates at a density of 8 X 10> cells/well. Cell prolifera-
tion was analyzed at the indicated times by crystal violet staining. The cells
were fixed with ethanol, stained with 0.05% crystal violet in 20% ethanol,
washed with distilled water, and solubilized with methanol. The optical
density at 595 nm was read on a spectrophotometer.

Sub-G, analyses. NIH 3T3 cells were plated into a 12-well plate (1 X
10° cells/well). After 72 h, the cells were trypsinized and stained with
propidium iodide (75 uM) in the presence of NP-40. Where indicated,
CA-NFAT23-expressing cells were treated with a TNF-a neutralizing an-
tibody at a concentration of 1 to 1,000 ng/ml (catalog no. MCA1488XZ;
ADbD Serotec). DNA content was analyzed by collecting 10,000 events
using a FACScalibur flow cytometer. Data were analyzed with CellQuest
(BD Biosciences) and Flow]Jo (Tree Star Inc.) software.

Focus-forming assay and growth in semisolid medium. In the focus-
forming assay, transduced NIH 3T3 cells were diluted 1:4 with uninfected
wild-type NIH 3T3 cells and plated into a six-well plate at a final density of
5 X 10* cells/well. Growth medium was changed every 2 days. After 10 to
14 days, the cells were visualized by phase-contrast microscopy, and EGFP
expression was detected by fluorescence microscopy. For visualization of
foci, NIH 3T3 cells were fixed with ethanol and stained with 0.05% crystal
violet in 20% ethanol. For growth in semisolid medium, transduced cells
were resuspended in 0.4% agarose-supplemented growth medium and
plated into six-well plates (5 X 10° cells/well) previously coated with 0.8%
agarose-supplemented growth medium. After solidification, growth me-
dium was added to each well, and the medium was changed every 3 days.
After 4 to 5 weeks, the total number of colonies was determined by count-
ing. Representative colonies were visualized by phase-contrast micros-
copy, and EGFP expression was detected by fluorescence microscopy.

Tumor formation. NIH 3T3 cells transduced with either control plas-
mid pLIRES-EGFP or pLIRES-EGFP-CA-NFAT2 were trypsinized and
resuspended in PBS. Athymic 8- to 12-week-old BALB/c nude mice were
injected subcutaneously in the right flank with 5 X 10° cells. Tumor vol-
umes (V) were analyzed every 5 days by using the following formula: V =
0.52 X (length® X width). Mice were sacrificed, and photographs were
taken 55 days after injection by using the Ivis Lumina XR Series III system
(PerkinElmer) for the detection of EGFP expression in the tumors.

RNA extractions and real-time RT-PCR assays. Transduced NIH
3T3 cells were plated into 10-cm plates (1.5 X 10° cells/plate). After 16 h,
total RNA was isolated by using RNeasy Mini Spin columns (Qiagen).
First-strand DNA synthesis was performed by using the RT? first-strand
kit (SABiosciences Corporation), and real-time PCR was performed by
using SYBR green PCR master mix (SABiosciences). The PAMM-012
mouse apoptosis pathway RT? Profiler PCR array (SABiosciences) was
used for expression analysis of 81 apoptosis-related genes, and the data
were analyzed by using RT? Profiler PCR Array Data Analysis software
(SABiosciences). For NFAT2 transcript analysis, primary CD4" T cells
from C57BL/6 mice were cultured in six-well plates (3 X 10° cells/well)
and stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 (both at 1 pg/ml) for 1, 3,
24, and 48 h. Human cancer cell lines (Jurkat, 697, or Raji) were cultured
in six-well plates (3 X 10° cells/well) and, when indicated, stimulated with
phorbol myristate acetate (PMA) (10 nM) plus ionomycin (1 uM) for 4 h.
For NFAT? analysis using PBMCs from healthy donors, 1 X 107 freshly
purified cells were used. Total RNA was isolated by using TRIzol LS re-
agent (Invitrogen), and first-strand cDNA was synthesized by using the
ImProm-II reverse transcription (RT) system (Promega). Total RNA
from paraffin-embedded tissue sections from seven cases of Burkitt lym-
phoma was isolated by using the RecoverAll total nucleic acid isolation kit
for formalin- or paraformalin-fixed, paraffin-embedded tissues (Am-
bion), and first-strand cDNA was synthesized by using the High-Capacity
cDNA reverse transcription (RT) kit (Applied Biosystems). Real-time
PCR assays were performed by using SYBR green master mix (Applied
Biosystems). The sequences of primers used for real-time PCR are avail-
able upon request. All procedures were performed according to the man-
ufacturers’ instructions.
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ELISA. NIH 3T3 cells were plated into a 12-well plate at 1 X 10°
cells/well, and CD4™ T cells were cultured in a 24-well plateat 1 X 10°
cells/well. The cell-free supernatant was collected after the indicated
times, and TNF-a protein levels were assessed by using the murine TNF-a
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) development kit (Pepro-
Tech) according to the manufacturer’s instructions.

Luciferase reporter assays. NIH 3T3 cells (5 X 10 cells/well in a
six-well plate) were cotransfected with plasmid pGL4.10-TNF-a-pro-
moter or k3(long)-luciferase and a renilla plasmid (pRL-TK) by using the
SuperFect transfection reagent (Qiagen). After 48 h, transfected cells were
transduced with the indicated plasmid. On the following day, cells were
plated into 12-well plates at a density of 1 X 10> cells/well. After 16 h, the
cells were lysed with passive lysis buffer (Promega), and luciferase activity
was analyzed by using a Dual-Luciferase reporter assay system (Promega)
with a Veritas microplate luminometer (Turner Biosystems). The firefly
luciferase reporter gene activity was normalized to renilla activity.

Annexin V staining. Transduced CD4" T cells were cultured in a
24-well plate at 1 X 10° cells/well and stimulated with PMA (10 nM) when
indicated. After 6 h, the cells were collected, washed with PBS, resus-
pended in annexin V binding buffer (0.1 M HEPES [pH 7.4], 1.4 M NaCl,
and 25 mM CaCl,), and stained with annexin V-allophycocyanin (APC)
(eBioscience) and 7-aminoactinomycin D (7-AAD) (BD Biosciences).
Phosphatidylserine exposure was analyzed by collecting 10,000 EGFP-
positive (EGFP™) events by using a FACScalibur flow cytometer. Data
were analyzed with CellQuest and Flow]Jo software.

FasL staining. Transduced CD4™ T cells were cultured in a 24-well
plate at 1 X 10° cells/well and stimulated with PMA (1 nM) when indi-
cated. After 6 h, the cells were collected, washed with PBS, and stained
with anti-FasL-phycoerythrin (PE) antibody (eBioscience). FasL levels
were analyzed by collecting 10,000 EGFP™ events using a BD Accuri C6
cytometer (BD Biosciences). Data were analyzed with BD Accuri C6 and
FlowJo software.

Statistical analyses. Statistical analysis of values from control and
treated groups was performed by using an unpaired Student ¢ test for
single comparisons or analysis of variance followed by the Student-New-
man-Keuls test for multiple comparisons. The Mann-Whitney U test was
used only when indicated for donor PBMC samples and patient Burkitt
lymphoma samples. P values of =0.05 were considered statistically signif-
icant.

RESULTS

NFAT2 isoforms induce distinct phenotypes in NIH 3T3 cells. In
order to characterize the roles of the NFAT transcription factors in
cellular proliferation, we used previously described CA-NFAT2
mutants, which are known to be constitutively localized in the
nucleus, to bind DNA with high affinity, and to activate endoge-
nous NFAT target genes (9, 31). The use of constitutively active
proteins allows the analysis of NFAT2 functions in the absence of
external stimuli for NFAT activation that could activate other cel-
lular pathways and mask NFAT-specific functions. Furthermore,
the NIH 3T3 cell line was chosen because it is a classical model for
studies of cell proliferation and transformation. Moreover, NIH
3T3 cells do not express NFAT2, providing a model for the anal-
ysis of specific NFAT2 variants. A schematic alignment of the
NFAT2a and NFAT2 proteins is shown in Fig. 1A.

Initially, NIH 3T3 cells were infected with either an empty
vector or a vector containing the cDNAs of the CA-NFAT?2 iso-
forms (Fig. 1B), and the proliferation patterns were observed by a
proliferation kinetic assay accompanied by a crystal violet incor-
poration assay. While control cells stopped growing once they
reached confluence, CA-NFAT2a-expressing cells overgrew the
monolayer and continued to proliferate beyond confluence (Fig.
1C). In contrast, CA-NFAT2B-expressing cells showed reduced
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FIG 1 NFAT2 isoforms play different roles in cell proliferation and death in NIH 3T3 fibroblasts. NIH 3T3 cells were infected with either the control
pLIRES-EGFP vector (empty vector) or the pLIRES-EGFP-CA-NFAT?2 vector. (A) Schematic alignment of the NFAT2 short isoforms. The NFAT2« and
NFAT?2 proteins differ only at the N terminus, which contains 42 amino acids in the NFAT2« protein, encoded by exon 1 of the gene, or 28 differential amino
acids in the NFAT2 protein, encoded by exon 2. The identical shading patterns represent identical sequences. The numbers indicate the amino acid positions
in the murine proteins. DBD, DNA-binding domain; NHR, NFAT homology region; TAD-N, N-terminal transactivation domain. (B) Western blotting of
transduced NIH 3T3 cells. (C) Proliferation kinetic assay by crystal violet staining. The data are presented as means * standard deviations of results from one
representative experiment. O.D., optical density. (D) Cell death analysis by propidium iodide (PI) staining 72 h after plating at confluence. The percentage of cell
death (sub-G, DNA content) is indicated. All results are representative of data from at least three independent experiments.

cell accumulation and maintained a low-proliferation profile (Fig.
1C). To assess the cell death phenotype, sub-G, DNA content was
analyzed. As shown by flow cytometry, ~20% of cells expressing
CA-NFAT2B underwent apoptosis at 72 h postinfection, while
cells expressing the control vector or CA-NFAT2a exhibited alow
proportion of cell death (Fig. 1D). These results indicate that the
NFAT2 short isoforms display distinct roles in controlling cell
proliferation.

The observation that CA-NFAT2a leads to proliferation be-
yond confluence led to the question of whether the NFAT2 iso-
forms might exhibit distinct functions in cell transformation. The
loss of contact-mediated growth inhibition was analyzed by a fo-
cus-forming assay in which transduced cells were mixed with an
excess of uninfected wild-type NIH 3T3 cells. Whereas cells in-
fected with the empty vector gave rise to a small number of foci,
CA-NFAT2a-expressing cells formed a large number of foci (Fig.
2A). CA-NFAT2B-expressing cells also formed foci but induced
less focus formation than did CA-NFAT2a-expressing cells (Fig.
2A). Analysis of EGFP expression showed that foci that formed in
mixed cultures with either CA-NFAT2a- or CA-NFAT2B-ex-
pressing cells were composed of transduced cells (Fig. 2B). Fur-
thermore, we tested whether the NFAT2 isoforms were able to
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induce the growth of NIH 3T3 cells in the absence of a solid sub-
stratum for adhesion. While control cells formed only small num-
bers of small colonies, CA-NFAT2a-expressing cells promptly
formed many large colonies (Fig. 2C and D). Interestingly, al-
though CA-NFAT2[ expression in NIH 3T3 cells led to the for-
mation of the same number of colonies as control cells, these
colonies were larger (Fig. 2C and D). These results support the
idea that while CA-NFAT2p expression can induce cell death in
NIH 373 cells, those cells that survive its expression may acquire a
transformed phenotype. Finally, cell transformation induced by
NFAT?2 isoforms was tested in vivo. Athymic mice receiving cells
transduced with the empty vector did not give rise to any detect-
able tumor (Fig. 2E and F). However, CA-NFAT2a-infected cells
promptly formed large tumors with a high growth rate in the flank
of inoculated mice, while CA-NFAT2B-expressing cells formed
only smaller and moderate-growing tumors (Fig. 2E and F). Ad-
ditionally, tumors formed by CA-NFAT2B-expressing cells
showed lower expression levels of EGFP than did CA-NFAT2a-
expressing tumors (Fig. 2F), suggesting that they were composed
of cells with lower CA-NFAT2R expression levels. Taken together,
these results demonstrate that despite only a slight difference in the
primary amino acid sequences between NFAT2a and NFAT2(3, the
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expression of the alternative NFAT2 isoforms induces different
phenotypes in NIH 3T3 cells. While NFAT2a positively controls
cell proliferation and induces cell transformation, NFAT2 is able
to induce cell death and a milder cell transformation phenotype.

The NFAT2 N-terminal differential domain enables cell
death induction but is not necessary for transformation. As
shown in Fig. 1A, NFAT2a and NFAT2( diverge only within the
first amino acids of the TAD-N. In order to elucidate the role of
the N termini of the NFAT?2 isoforms in cell death and transfor-
mation, a truncated protein (CA-NFAT2-AN) that lacks only the
amino acid residues that differ between the NFAT2a and NFAT23
isoforms was constructed (Fig. 3A) and expressed in NIH 3T3 cells
(Fig. 3B). Strikingly, CA-NFAT2-AN-expressing NIH 3T3 cells
showed a proliferation profile similar to that of CA-NFAT2a-
expressing cells, leading to proliferation beyond confluence (Fig.
3C). Moreover, CA-NFAT2-AN-expressing cells showed a low
proportion of cells undergoing apoptosis (Fig. 3D). Taken to-
gether, these results demonstrate that the differential 28-amino-
acid (aa)-long N terminus of CA-NFAT2[ is essential for the iso-
form-specific induction of cell death.

CA-NFAT2-AN-expressing cells induced a CA-NFAT2a-like
cell transformation phenotype. CA-NFAT2-AN was able to pro-
mote the loss of contact-mediated growth inhibition, inducing the
formation of numerous foci in the culture (Fig. 3E), and to pro-
mote anchorage-independent cell growth in semisolid medium
(Fig. 3F and G). These data suggest that the differential TAD-N
regions of the NFAT?2 isoforms are not essential for cell transfor-
mation induced by NFAT?2.
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Conserved acidic amino acids in the N terminus of the
NFAT2p protein are fundamental for induction of cell death.
We have shown that the deletion of the first 28 aa of CA-NFAT23
completely abolished the induction of death in NIH 3T3 cells. The
NFAT2-specificamino terminus contains 7 acidic residues (Asp/
Glu) interspersed with a number of hydrophobic residues, a pat-
tern conserved in many acidic activation domains (AADs) (33).
An alignment of the N termini of NFAT2B and the other NFAT
family members revealed the conservation of several acidic/hy-
drophobic residues (Fig. 4A). In order to understand the impor-
tance of this domain for cell death, we constructed three truncated
proteins that lacked amino acid residues 1 to 8,1 to 19,and 9 to 19,
termed CA-NFAT2B-A1-8, CA-NFAT2B-A1-19, and CA-
NFAT2B-A9-19, respectively (Fig. 4B), and these constructs were
expressed in NIH 37T3 cells (Fig. 4C). Surprisingly, only truncated
proteins that lacked the acidic domain (CA-NFAT2B-A1-19 and
CA-NFAT2B-A9-19) were unable to induce death in NIH 3T3
cells, while the deletion of the first 8 aa that do not encompass the
conserved acidic domain did not abrogate cell death (Fig. 4D).
These data demonstrate that the conserved acidic activation do-
main within the CA-NFAT2B N terminus is fundamental to CA-
NFAT2B-induced cell death.

Previous studies of Saccharomyces cerevisiae showed that acidic
amino acid residues interspersed with hydrophobic residues are
important for the formation of an amphipathic alpha helix and for
the activation of transcription (34). To elucidate the role of spe-
cific amino acid residues in the AAD of CA-NFAT2(3, 4 acidic
amino acid residues within this domain that are conserved be-
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tween the NFAT proteins (Glu®, Asp'', Glu'’, and Asp'®) were
mutated to noncharged alanine residues (CA-NFAT2B-Mut-
Acid) (Fig. 5A). Comparison of the phenotypes induced by the
CA-NFAT?2 isoforms and CA-NFAT2B-Mut-Acid showed that
mutations of only 4 amino acid residues of the AAD were suffi-
cient to completely abolish CA-NFAT2B-induced cell death (Fig.
5B) and to increase cell accumulation (Fig. 5C). Cell transforma-
tion analyses demonstrated that CA-NFAT2B-Mut-Acid was able
to induce increases in the numbers and sizes of the foci in culture
and in colonies in semisolid medium (Fig. 5D to F). Taken to-
gether, these results suggest that the conserved acidic amino acids
present in the NFAT2B-specific N-terminal domain are funda-
mental for the induction of cell death and that their ablation en-
hances the oncogenic potential of the NFAT2( protein.
CA-NFAT2 induces death of NIH 3T3 cells through up-
regulation of TNF-a. In order to determine which genes are reg-
ulated by CA-NFAT2 during cell death induction, we screened
81 apoptosis-related genes using a real-time PCR assay. Total
RNA of NIH 3T3 cells was isolated 16 h after transduction with the
different NFAT2 isoforms. This time point was chosen based on
the lack of detectable cell death induced by CA-NFAT2B that
could interfere with mRNA levels. Compared to control cells, CA-
NFAT2a-expressing cells showed upregulation of 9 genes (Bcl2I10,
Naipl, Fasl, 1110, Pak7, Tnf, Cd40, Tnfsf10, and Cd70) and down-
regulation of 1 gene (Tnfrsf11b), while CA-NFAT2(-expressing
cells showed upregulation of 7 genes (Fasl, 1110, Pak7, Tnf, Cd40,
Cd70, and Trp73) and downregulation of 5 genes (Casp1, Casp12,
Caspl4, Tnfrsfl1b, and Trp63) (Fig. 6A). Dapkl and Cd40lg ex-
pression was undetectable in the samples. The overexpression of
CA-NFAT? isoforms affected mainly the expression of Tnf, Fasl,
Pak7, and 1110 (Fig. 6A). In addition, CA-NFAT2( expression led
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to greater increases in TNF-a (781-fold), FasL (120-fold), Pak7
(440-fold), and IL-10 (64-fold) mRNA levels than did CA-
NFAT2a expression (147-, 9-, 66-, and 45-fold, respectively) (Fig.
6B). Because TNF-a and FasL are direct inducers of cell death
through apoptosis, these proteins could account for cell death
induction. Furthermore, previous work from our group showed
that the accumulation of TNF-a can induce apoptosis in NIH 3T3
cells (17). Corroborating the increased mRNA levels, CA-
NFAT20 led to a greater accumulation of TNF-a protein than did
CA-NFAT2a and CA-NFAT2B-Mut-Acid (Fig. 6C), indicating
that the N-terminal domain of NFAT2 is important for the up-
regulation of TNF-a. The TNF-a promoter contains several
NFAT-binding sites (35), including a well-described k3(long) el-
ement (Fig. 6D) (32). CA-NFAT2[ was able to increase the trans-
activation of both the bp —200 TNF-a promoter and the k3(long)
element more than CA-NFAT2a and CA-NFAT2B-Mut-Acid
(Fig. 6E). To analyze the importance of TNF-a expression for cell
death induced by CA-NFAT2, a neutralization assay was per-
formed. TNF-a neutralization inhibited death in CA-NFAT2[3-
expressing cells in a dose-dependent manner to a maximum of
~70% inhibition (Fig. 6F). On other hand, CA-NFAT2«a, CA-
NFAT2f, and CA-NFAT2B3-Mut-Acid induced slight increases in
FasL protein levels, and FasL neutralization did not affect cell
death induced by CA-NFAT2p (data not shown), indicating that
FasL is not involved in CA-NFAT2B-induced death in NIH 3T3
cells. Taken together, these data suggest that CA-NFAT2f3 induces
death in NIH 3T3 cells through the upregulation of TNF-a.
CA-NFAT2f induces cell death and upregulation of TNF-«
and FasLin CD4™ T cells. Previous studies demonstrated distinct
expression patterns of NFAT2 isoforms (7, 24, 27). NFAT2P
(short and long isoforms) is predominant in nonactivated lym-
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FIG 4 An acidic activation domain is fundamental for cell death induction by
CA-NFAT2B. (A) Alignment of the N-terminal regions of the NFAT proteins.
Amino acids encoded by the first exon of each NFAT gene were aligned by
using the ClustalW tool. Shown is an acidic domain that displays sequence
conservation between NFAT2@B, NFATI1, NFAT3, and NFAT4 but not
NFAT2a. The amino acid positions are indicated. (B) Schematic representa-
tion of the truncated variants of CA-NFAT2(. The conserved acidic domain is
underlined. (C) Western blotting of transduced NIH 3T3 cells. (D) NIH 3T3
cells were transduced with either the empty vector or vectors containing full-
length CA-NFAT2 or truncated CA-NFAT2 constructs. Cell death was an-
alyzed by PIstaining 72 h after plating at confluence. Standard deviation values
indicate the variance of data from three independent experiments, and * indi-
cates a P value of =0.05.

phocytes, while NFAT2« (mainly the short isoform) is upregu-
lated after cell stimulation (Fig. 7A and B) (24, 25, 27). The in-
crease in the NFAT2a level was associated with the entry of
lymphocytes into the cell cycle without inducing cell death (24,
27). These data are compatible with our results with NIH 3T3 cells
that suggest positive regulation of cell proliferation by NFAT2a,
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while NFAT2 negatively regulates cell proliferation and induces
intense cell death.

In order to corroborate the differential roles of NFAT2 iso-
forms, we verified isoform-specific effects in CD4* T cells.
Nfat2™" Cd4-cre”™ mice are a T cell-specific Nfat2 knockout
model (29, 36) enabling the study of a role of the single NFAT2
isoform by reconstitution of CD4™ T cells with the NFAT2-
specific isoform. Primary CD4" T cells were purified from
Nfat2™/* Cd4-cre” mice (wild-type cells) or Nfat2" Cd4-cre™
mice (Nfat2~'~ cells) and transduced with either plasmid pRV-
GFP (empty vector), pRV-GFP-CA-NFAT2a, or pRV-GFP-
CA-NFAT28 (Fig. 7C), and cell death profiles were analyzed by
annexin V staining. While control cells (Nfat2™'" Cd4-cre™ or
Nfat2™" Cd4-cre* CD4" T cells transduced with the empty
vector) and CA-NFAT2a-expressing CD4" T cells (Nfat2™"
Cd4-cre™ cells expressing CA-NFAT2a) showed a low propor-
tion of apoptotic cells, CA-NFAT2B-expressing CD4" T cells
(Nfat2™" Cd4-cre™ cells expressing CA-NFAT2B) showed in-
creased cell death (~39% apoptotic cells) (Fig. 7D). The stim-
ulation of NFAT transcriptional partner pathways (AP-1 and
NF-kB) with PMA increased cell death induced by both NFAT2
isoforms (Fig. 7D) and led to the accumulation of the cytokine
TNE-a (Fig. 7E). However, NFAT2 isoforms did not induce
TNF-a production in the absence of PMA (Fig. 7E), suggesting
that TNF-a is not sufficient to explain the differential roles of
these isoforms in nonstimulated CD4™ T cells. Furthermore,
CA-NFAT2[3-expressing cells showed increased FasL levels
(Fig. 7F), which could account for the differences between the
NFAT2 isoforms in cell death induction. These data suggest
that NFAT2 isoforms have distinct roles in cell death in CD4™"
T lymphocytes, where CA-NFAT2f leads to a cell death phe-
notype that correlates with FasL and TNF-a upregulation.

NFAT2 isoforms are differentially expressed in Burkitt
lymphomas. Some studies have indicated an involvement of
NFAT?2 in several hematological malignancies (18, 22, 23). As our
data indicated distinct roles of the NFAT?2 isoforms in the cellular
transformation process in NIH 3T3 cells, we investigated the ex-
pression of the isoforms in cancer cell lines and tumors in order to
reinforce an isoform-specific role in cancer development in alter-
native models. Three cancer cell lines were analyzed: Jurkat (T cell
leukemia), 697 (pre-B cell leukemia), and Raji (Burkitt lym-
phoma). Similar levels of NFAT2a and NFAT23 mRNAs were
observed in Jurkat and 697 cells, whereas Raji cells showed in-
creased levels of the NFAT2a isoform compared to NFAT2f3 (Fig.
8A). All three cell lines showed an increase in NFAT2a expression
after PMA and ionomycin stimulation (Fig. 8B). In addition,
Burkitt lymphoma samples from patients showed high levels of
NFAT2a, which were correlated with low levels of NFAT2( in the
same sample, while peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
from health donors showed lower levels of NFAT2a than of
NFAT2@ (Fig. 8C). Taken together, these data suggest a protu-
morigenic role of NFAT2« in Burkitt lymphomas.

DISCUSSION

Only a few studies have analyzed the phenotypic differences
between the distinct NFAT isoforms. The NFAT2 isoforms dis-
play cell- and activation-specific expression patterns, suggest-
ing different functions for these proteins. NFAT2 variants have
alternative initiation exons that result in a change of the tran-
scription start site from exon 2 to exon 1 to form the NFAT2(
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experiments.

or NFAT2a protein, respectively (7, 24). These variants may
also display different C termini by alternative splicing (3, 7, 37,
38). The regulatory mechanisms of NFAT2 isoform expression
are well described for lymphocytes. NFAT2 transcription is
controlled by two promoters, P1 and P2 (24). In T lympho-
cytes, only P1 is an NFAT-dependent inducible promoter,
while P2 regulates the constitutive basal expression of NFAT?2.
NFAT binding to the P1 promoter induces transcription from
exon 1 and splicing to exon 3, leading to the massive synthesis
of the NFAT2« isoform (24, 38, 39). In contrast, the P2 pro-
moter controls basal transcription of NFAT2 from exon 2 (24,
25). Interestingly, NFAT?2 is the only inducible NFAT family
gene regulated at the transcriptional level through an autoreg-
ulatory loop. Upon T cell receptor (TCR) engagement and
NFAT protein activation, the autoregulatory loop leads to the
massive expression of NFAT2a, exceeding the expression levels

126 mcb.asm.org

Molecular and Cellular Biology

of the NFAT2[ isoform several times (24). The regulation of
the NFAT?2 isoforms is similar in B cells upon anti-IgM stimu-
lation (26, 27). The presence of the NFAT2 autoregulatory loop
and NFAT2a upregulation protect both T and B cells from
activation-induced cell death (AICD) (24, 26). NFAT2a might
work as an important regulator of genes involved in cell sur-
vival and proliferation without efficiently affecting cell death
genes. Alternatively, NFAT2a could compete with NFAT2 for
the promoter regions of cell death genes, preventing premature
death in activated T or B cells. Once the NFAT2a levels de-
crease after stimulus reduction, NFAT2{ could contribute to
AICD through the upregulation of cell death genes such as the
FasL and TNF-a genes.

The transactivation activity of the TAD-N could explain the
different phenotypes induced by the NFAT2 isoforms. N-terminal
transactivation activity was observed for several NFAT family
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deviation values indicate the variance of data from five independent experiments.

members that contain the N-terminal acidic domain. One-hybrid
assays have shown that the region spanning aa 1 to 30 of NFAT2[3
containing the acidic domain is necessary and sufficient for elicit-
ing a high activation signal (28). Similarly, the regions spanning aa
1 to 144 and aa 1 to 217 of NFAT1 and NFATS3, respectively,
showed high transactivation activity (40, 41). Accordingly, the
NFAT2o fragments spanning aa 1 to 44 and aa 1 to 106 that do not
contain the N-terminal acidic domain were unable to induce tran-
scription (28, 37). Moreover, it was shown previously that NFAT2(3
is able to induce greater IL-4 transactivation than NFAT2« (28), sug-
gesting that the different N termini of the NFAT2 proteins might be
important for IL-4 regulation. Our data demonstrate that NFAT2(3
can induce greater expression of several genes than NFAT2« (Fig. 6).
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Taken together, these data suggest a functional relevance for the dif-
ferent isoforms and alternative NFAT exon usage, where isoforms
that maintain the conserved AAD could activate transcription
through their TAD-NGs.

Furthermore, our data suggest a remarkably differential role of
the NFAT?2 isoforms in the regulation of cell death through the
upregulation of TNF-a (Fig. 1, 6, and 7E). Previous studies have
shown the differential regulation of TNF-a by NFAT proteins.
Whereas the NFAT1 protein was able to bind to and transactivate
the TNF-a promoter, leading to increased expression of this pro-
apoptotic protein, the NFAT?2 protein was unable to transactivate
the TNF-a promoter (42, 43). However, in both studies, only the
NFAT2a isoform was analyzed. One-hybrid assays have shown
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that the TAD-C of NFAT1 contains a strong transcription activa-
tion domain (44), and its fusion to NFAT2« allowed this isoform
to transactivate the TNF-a gene in Jurkat cells (43) and to induce
death in NTH 3T3 cells (45). Here, we suggest that NFAT2 requires
a transactivation domain to regulate TNF-a expression. Mecha-
nistically, the use of exon 2 in NFAT2[3 may enable this isoform to
induce TNF-« expression because it contains a potent transacti-
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vation element. Similarly, our data show that CA-NFAT2 can
increase FasL levels in both NIH 3T3 fibroblasts (data not shown)
and CD4 " T lymphocytes (Fig. 7F). The upregulation of FasL was
not sufficient for cell death induction in NTH 3T3 cells (data not
shown) but is fundamental for AICD of T cells (46). Together, our
results indicate that NFAT2( can regulate cell death in different
cell types through two apoptosis inducers, suggesting a relevant
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genes). ** indicates a P value of =0.01 (as determined by a Mann-Whitney U test).

proapoptotic role. Interestingly, an autoregulatory loop also was
suggested for NFAT3 in nonimmune cells (47), and it was shown
that NFAT3 has an antioncogenic role in NIH 3T3 cells (48).
Therefore, the possible upregulation of NFAT3 by CA-NFAT2p
could contribute to distinct oncogenic roles of NFAT2 isoforms in
NIH 3T3 cells.

Since NFAT2[ can regulate proapoptotic genes, this isoform
may acts as an antioncogenic factor, displaying a possible tumor
suppressor role. However, several studies indicate an important
role of NFAT2 in cell transformation. It has been demonstrated
that the sustained activity of NFAT2 is able to induce transforma-
tion hallmarks (Fig. 2) (9, 49) and is linked to some malignant
transformations, such as Burkitt ymphoma, DLBCL, T-cell acute
lymphoblastic leukemia ((T-ALL), CLL, melanoma, and pancre-
atic and colorectal carcinomas (11, 20-23, 50). NFAT?2 also regu-
lates genes important for tumorigenesis and tumor development,
including those for c-myc, BLyS, and Cox-2 (11, 51-53). These
apparently controversial data might be explained by the lack of
data showing the differential expression of NFAT2a and NFAT2(3
in these tumors.

Our data showed that NFAT2a expression was increased in
comparison to NFAT2 expression in Burkitt lymphoma cells
(Fig. 8), suggesting that this specific isoform could be involved
in tumor formation. Although our study is limited by its small
sample size, it gives support to future studies with large num-
bers of patients where the relationship between the differential
expression of the NFAT?2 isoforms and the different aspects of
cancer development, including the stage, invasiveness, and
outcome, could be addressed. Since NFAT2«a and NFAT2(
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may play differential roles in cellular functions, deregulation of
isoform expression could contribute to tumorigenesis. During
cell lineage differentiation, some transcription factors can em-
ploy positive autoregulatory mechanisms of one specific iso-
form to guarantee high levels of the protein to enable the main-
tenance of a differentiated state (54). This mechanism might
account for the establishment of a lymphocyte activation-com-
mitted state through the overexpression of the NFAT2«a pro-
tein and might also be exploited by tumor cells to induce a
transformed commitment state. Taken together, our results
suggest a novel regulation of the NFAT proteins through the
alternative usage of initiation exons and define the NFAT2
transcription factors as dual regulators of cell transformation.
These findings suggest that NFAT2a expression may be a po-
tential therapeutic target. Since the NFAT?2 signaling pathway
seems to be important in several tumors, specific inhibition of
the tumorigenic part of NFAT?2 signaling while maintaining its
tumor-suppressive abilities may be a good strategy for the
treatment of cancer.
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