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RESUMO

Osaki. J.H. O papel de RhoA e Racl GTPases nas respostas celulares apoés
danos no DNA induzidos por radiagdo ionizante gama. 2015. 153p. Tese de
doutorado - Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias Biologicas (Bioquimica).
Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sédo Paulo.

O mecanismo pelo qual uma célula responde a algum dano no seu material genético
€ extremamente importante. Isto ocorre pela rapida ativacdo da maquinaria de
reparo de danos no DNA, a qual € composta por uma rede intrincada de sinalizagédo
proteica, culminando no reparo do DNA; porém se o dano for irreparavel ocorre
ativacdo de mecanismos de morte celular. RhoA e Racl pertencem a familia das
pequenas proteinas sinalizadoras Rho GTPases, as quais atuam como interruptores
moleculares ciclando entre estado ativo (ligada a GTP) e inativo (ligada a GDP). Os
componentes desta familia estdo relacionados ao controle dos mais diversos
processos celulares como, por exemplo, remodelamento do citoesqueleto, migracéo,
adesdao, endocitose, progressdo do ciclo celular e oncogénese. No entanto, apesar
das proteinas Rho GTPases estarem envolvidas em um amplo espectro de
atividades biologicas, ha poucas informacfes sobre seu papel na manutencdo da
integridade gendmica quando células sdo submetidas a algum agente genotoxico.
Para investigar o envolvimento das GTPases RhoA e Racl nas respostas de células
submetidas a radiacdo gama, foram gerados, a partir de células de carcinoma de
cervix humano - Hela, sublinhagens clonais mutantes de RhoA e Racl expressando
exogenamente RhoA constitutivamente ativa (HeLa-RhoA V14), RhoA dominante
negativa (HeLa-RhoA N19), Racl constitutivamente ativa (HeLa-Racl V12) e Racl
dominante negativa (HeLa-Rac N17). Apds estas linhagens celulares serem
expostas a diferentes doses de radiagdo gama, observamos que ambas GTPases,
RhoA e Racl, sdo ativadas em resposta aos efeitos da radiacdo. Além disso, a
modulacdo da atividade destas enzimas, através das mutacdes, levou a uma
alteracdo das respostas celulares frente aos danos no DNA, como uma reducéo da
capacidade de reparar quebras simples e duplas nas fitas do DNA. Por outro lado, a
deficiéncia de RhoA ou Racl GTPase levou a uma reducdo da ativacdo de Chkl e
Chk2 ou da fosforilacdo da histona H2AX, respectivamente, prejudicando 0s
mecanismos de deteccdo de danos no DNA e levando as células a permanecerem
mais tempo nos pontos de checagem G1/S e/ou G2/M do ciclo celular. Esses fatores
contribuiram de modo expressivo para a reducdo da proliferacdo e sobrevivéncia
celular levando as células a morte. Por fim, ensaios celulares de reparo de danos de
um DNA exdgeno através de mecanismos de Recombinacdo Homodloga (HR) e
Recombinacdo N&o-Homodloga de extremidades (NHEJ), demonstraram que a
inibicdo da atividade de RhoA reduz significativamente a eficiéncia de ambas vias de
reparo. Desta maneira, este trabalho demonstra e reforca a existéncia de mais um
viés de atuacdo das pequenas GTPases RhoA e Racl, agora em ceélulas HelLa, nas
respostas celulares aos danos induzidos por exposi¢éo a radiagcdo gama, modulando
a sobrevivéncia, proliferacdo e indiretamente modulando resposta ao reparo do DNA
através da via de Recombinacdo Homodloga e Ndo-Homoéloga.

Palavras-chave: Pequenas Rho GTPases, RhoA, Racl, radiacdo gama, resposta a
danos e reparo no DNA, integridade e estabilidade gendmica, sinalizacdo celular.



ABSTRACT

Osaki. J.H. The role of RhoA and Racl GTPases in cellular responses after DNA
damage induced by ionizing gamma radiation. 2015. 153p. PhD Thesis- Graduate
Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Séo
Paulo.

The mechanism by which a cell responds to DNA damage is extremely important.
This occurs by a quick activation of the DNA damage repair machinery, which
consists of an intricate protein signaling network culminating in DNA repair. But if the
damages are irreparable occurs there is activation of cell death mechanisms. RhoA
and Racl belong to family of small Rho GTPases, signaling proteins that act as
molecular switches cycling between the active state (GTP-bound) and inactive state
(GDP-bound). Members of this family are implicated in the control of diverse cellular
process such as cytoskeletal remodeling, migration, adhesion, endocytosis, cell cycle
progression, and oncogenesis. However, despite Rho proteins are involved in a
broad spectrum of biological activities, there is just a few information about their roles
in the maintenance of genomic integrity, that is, when the cells are subjected to some
kinf of genotoxic agent. To investigate the involvement of the GTPases RhoA and
Racl in cellular responses to gamma radiation, we generated from human cervix
carcinoma cells — HelLa, clonal sublines of RhoA and Racl mutants, exogenous and
stably expressing the constitutively active RhoA (HelLa-RhoA V14), the dominant
negative RhoA (HeLa-RhoA N19), the constitutively active Racl (HeLa-Racl V12)
and the dominant negative Racl (HeLa-Racl N17). After all these cell lines have
been exposed to different doses of gamma radiation, we found that both GTPases,
RhoA and Racl, are activated in response to the radiation effects. Furthermore, the
modulation of two enzymes activity, by using the mutant clones, led to a change in
cellular responses to the DNA damage, as the reduction in the capacity of repairing
DNA single and double strand breaksr. On the other hand, the deficiency of RhoA or
Racl GTPase led to a reduction of Chkl and Chk2 activation, or on the
phosphorylation of histone H2AX, respectively, hindering the mechanisms of DNA
damage detection and arresting cells in the G1/S and/or G2/M checkpoints of cell
cycle. These factors significantly contributed to the reduction of cell proliferation and
survival, leading cells to death. Finally, cellular assays of DNA damage repair of
exogenous DNA by Homologous Recombination (HR) and Non-Homologous End
Joining (NHEJ), demonstrated that RhoA inhibition significantly reduced the repair
efficiency of both pathways. Thus, this work demonstrates and reinforces the
existence of other biological functions of small GTPases RhoA and Racl in HelLa
cells, by regulating cellular responses to DNA damage induced by exposure to
gamma radiation, modulating the survival, proliferation and indirectly modulating the
response to DNA damage repair pathway through the Homologous Recombination
and Non-Homologous Recombination.

Keywords: Small Rho GTPase, RhoA, Racl, gamma radiation, DNA damage
response and repair, genomic integrity and stability, cell signaling.
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1. INTRODUCAO

1.1 Ciclo celular

O ciclo celular é um conjunto de eventos pelos quais as células se dividem em
células filhas, levam ao seu crescimento e consequentemente ao desenvolvimento
do organismo. A regulacao do ciclo é altamente conservada, pois qualquer alteracéao
em seu funcionamento leva a instabilidade gendmica, a qual € uma das principais
causas da formacao do cancer (Nurse, 2000).

A divisado celular é um processo ciclico composto por quatro fases distintas:
fase G1, G2, S e M. Durante a fase S o material genético é replicado e entédo dividido
entre as células filhas durante a fase M; essas duas fases sdo separadas pelas
lacunas ou intervalos (“‘gaps”) chamados de G1 e G2, as quais fazem a preparacao
celular para a entrada em S ou M. E na fase G1 que antecede a S, que a célula
cresce em volume, aumenta o niumero de organelas, preparando o DNA para a
replicacdo. A fase G2 fica entre a fase S e M, nessa fase ocorre sintese de proteina
e estruturas de membrana, antes da célula ser dividida em células filhas (Norbury
and Nurse, 1992; Suryadinata et al., 2010).

A regulacdo da progressdo do ciclo celular ao longo das fases é feita por
complexos proteicos, formados por ciclinas e CDKs. Durante cada fase do ciclo
celular ha variacdo das ciclinas e CDKs. A familia das serinal/treonina quinases
conhecidas como CDK (cyclin-dependent kinase), é responsavel pela progressao do
ciclo celular e para isso € necessario que se associem com as proteinas ciclinas.
Ciclinas pertencem a um grupo de proteinas que séo classificadas pela existéncia da
regido de ligagdo da CDK (cyclin box), a denominacéo ciclina veio devido sua
flutuagéo, em termos de expressao proteica, durante o ciclo celular. No entanto,

atualmente tem se descoberto novos membros da familia das ciclinas que néo
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flutuam ao longo do ciclo celular (Lim and Kaldis, 2013; Mendenhall and Hodge,
1998; Satyanarayana and Kaldis, 2009).

As CDKs e ciclinas, por serem proteinas reguladoras universais do ciclo
celular, sdo altamente e eficientemente reguladas para que ocorra o funcionamento
do ciclo. A atividade do complexo CDK/ciclina é regulada por duas grandes familias
de inibidores de CDK, a INK4 composta por pl6, pl5, pl8 e pl9, que se ligam
especificamente a CDK4/CDK6 e impedem a atividade da ciclina D, enquanto que a
familia das Cip/Kip composta por p21, p27 e p57 inibe a atividade de CDK2/ciclina E,
CDK2/ciclina A e CDK1/ciclina B (Mendenhall and Hodge, 1998; Satyanarayana and

Kaldis, 2009).

1.1.1 Pontos de checagem do ciclo celular (“checkpoints”)

As diferentes fases do ciclo celular sdo ordenadas em sequéncia, ou seja, 0
ciclo segue adiante somente se as células passarem pelas fases anteriores,
caracteristica esta que leva a ideia da existéncia de pontos de checagem ao longo
do ciclo celular. Existem pontos ao longo do ciclo celular, onde as progressfes das
fases podem ser pausadas para que a célula se recupere de algum tipo de “defeito”,
ou para que o ciclo possa ser permanentemente parado quando o “defeito” ndo pbode
ser reparado. Estes pontos sdo chamados de pontos de checagem do ciclo celular
ou “checkpoints” (Mendenhall and Hodge, 1998; Nurse, 2000).

As vias de sinalizacdo envolvendo os pontos de checagem sdo compostas
por proteinas sensoras, transdutoras e efetoras dos sinais. A regulacdo destas &
dividida em etapas; uma proteina sensora e uma quinase reguladora de resposta
detectam o estresse ou “defeito” e enviam um sinal para pausar o ciclo celular. Se o

estresse for um dano no DNA, a célula primeiramente ativa a maquinaria de reparo
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do DNA para reparar o dano antes de dar continuidade ao ciclo, para que ndo haja
perda de informacdo genética ou para que informacfes alteradas (mutacdes) nao
sejam repassadas para as células filhas (Humpal et al., 2009).

Os principais componentes do ponto de checagem da resposta a danos no
DNA séo as proteinas que compdem a familia das phosphoinositide 3-kinase related
kinases (PIKKs), como a ATM, ATR e DNA-PK, as quais mantém o ciclo celular
parado na fase G1, S ou G2 e levam ao reparo do DNA ou a morte celular. Essas
qguinases controlam os pontos de checagem G1/S, intra-S e G2/M através da
ativacdo de seus efetores as quinases Chk2 e Chkl(Bartek and Lukas, 2007).

O checkpoint G1/S é importante para impedir que células com danos no DNA
entrem na fase S do ciclo celular. Esse checkpoint é induzido pela ativacdo de
ATM/ATR, Chk1/2 e p53. A proteina p53 é um regulador da transcricdo de p21, o
qgual é essencial para inibir a entrada na fase S. Danos no DNA induzidos por
radiacdo ionizante ou radiacdo ultravioleta, também levam a para do ciclo na fase
G1, através da ativacdo de ATM/ATR-Chk2/1, respectivamente, que culminam na
protedlise da fosfatase Cdc25A, de maneira independente da ativacdo de p53. A
fosfatase Cdc25A atua na defosforilacdo da CDK, a qual é essencial para
progressao do ciclo celular (Figural) (Bartek and Lukas, 2001; Deckbar et al., 2011).

Outro checkpoint é o intra-S; esse ponto de checagem é regulado através da
fosforilacdo de Chk2, a qual é dependente de ATM. Chk2 induz a degradacéo da
fosfatase Cdc25A, impedindo que Cdk2 seja defosforilada e assim impeca a
progressdo normal da fase S do ciclo celular (Figural) (Bartek and Lukas, 2001,
Deckbar et al., 2011).

O 3° ponto de checagem, G2/M, impede que células danificadas entrem na

fase M, que tem o complexo Cdc2-ciclina B como principal regulador da transi¢ao
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desta fase. Danos no DNA ativam ATM/ATR iniciando duas cascatas de sinalizacéo
para inativar Cdc2-ciclina B, a primeira inibe a progressédo para fase M através da
ativacdo de Chk1/2 e inibicdo de Cdc25C. A segunda cascata € através da ativacao
de p53, que por sua vez regula a transcricdo de proteinas efetoras que inibem este
complexo Cdc2-ciclina B (Figura 1) (Bartek and Lukas, 2001; Deckbar et al., 2011).
Os componentes dos checkpoints, reguladores do ciclo celular e de parada do
ciclo fazem parte da cascata de sinalizacdo da resposta a danos no DNA (DNA
damage response - DDR). Para assegurar que a replicacdo, a transmissdo das
informacBes genéticas sejam fiéis e que a célula prolifere normalmente, os
checkpoints sdo responsaveis em rapidamente induzir a parada do ciclo celular,
transmitir a sinalizacdo para a maquinaria de resposta ao dano no DNA e manter o
ciclo parado até o DNA ser reparado completamente (Bartek and Lukas, 2001; Lim

and Kaldis, 2013; Symington and Gautier, 2011).
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Figura 1 — Regulagcdo dos pontos de checagem do ciclo celular, ao longo das diferentes fases
do ciclo. O ponto de checagem G1/S é regulado através das proteinas ATM/ATR os quais ativam
Chk1/2 e p53, que levam a parada do ciclo. Outro ponto de checagem é na fase S, onde o ciclo é
atrasado. Por fim temos o ponto de checagem na fase G2/M, que regula a entrada na fase M do ciclo
celular. (Copyright © 2011 Division of Life Sciences, Komaba Organization for Educational Excellence,
College of Arts and Sciences, The University of Tokyo. All Rights Reserved. http://csls-text3.c.u-
tokyo.ac.jp/active/13_03.html).
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1.1.2 Senescéncia e apoptose

Senescéncia e apoptose sao importantes mecanismos de controle
homeostético de populacdes normais de células e também atuam como supressores
de tumor, pois impedem que a célula portadora de danos no DNA progrida através
do ciclo celular podendo dar origem ao cancer (Campisi and d'Adda di Fagagna,
2007; Rodier and Campisi, 2011).

Células que entram em senescéncia sdo metabolicamente ativas, porém
param de proliferar, algumas apresentam resisténcia aos sinais de morte celular
programada, ou seja, tornam-se resistentes a apoptose e possuem expressao
génica alterada. As células podem ser induzidas a senescéncia por diferentes
fatores como dano no DNA, encurtamento do teldmero devido a replicacéo, induzida
por oncogenes e estresse. A permanente incapacidade de se proliferar é uma
caracteristica marcante de células senescentes, ja que ndo conseguem dar
continuidade ao ciclo celular. Algumas células tumorais, apesar de serem capazes
de se proliferar indefinidamente, podem entrar em senescéncia em reposta as
diferentes terapias anti-cancer (Campisi and d'Adda di Fagagna, 2007; Gire et al.,
2004; Rodier and Campisi, 2011).

Células senescentes apresentam morfologia alterada, sao achatadas,
grandes, algumas multinucleadas e também possuem aumento no numero de
lisossomos. Podem ser dividas em trés grupos: senescéncia replicativa, induzida por
estresse e induzida por oncogene (Figura 2) (Rodier and Campisi, 2011; Vavrova

and Rezacova, 2011).
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Figura 2- Fatores que induzem a senescéncia celular. Ha varios fatores que induzem a
senescéncia celular, fatores externos e internos a célula (Collado and Serrano, 2006).

A senescéncia replicativa € um processo desencadeado pelo encurtamento
do tamanho do teldmero, a cada etapa de replicacéo celular cerca de 50 pares de
bases do teldmero sao perdidas (Gire et al., 2004; Vavrova and Rezacova, 2011).

A senescéncia induzida por estresse, também conhecida por senescéncia
prematura, ocorre em resposta a danos no DNA ocasionados por varios agentes
como radiacdo gama, radiacdo UV, peroxido de hidrogénio e agentes
guimioterapeuticos. Essas células senescentes apresentam focos de reparo do DNA
contendo histona yH2AX fosforilada, que é indicativo de danos no DNA que nao
foram reparados (Mathon and Lloyd, 2001; Vavrova and Rezacova, 2011).

Outro tipo de senescéncia conhecida é a induzida por oncogenes como, por
exemplo, Ras, Mos e Cdc6. A senescéncia induzida por oncogene é tida como uma
barreira anti-tumor, pois cessa a proliferagao celular. Acredita-se que a ativacao da
senescéncia seja um conjunto de fatores, ndo apenas em resposta ao dano no DNA
e hipofosforilacdo de Rb (retinoblastoma- proteina supressora de tumor), mas
também pelo aumento da secrecdo de citosinas pro-inflamatoérias (Vavrova and

Rezacova, 2011).
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Apoptose, também chamada de morte celular programada, elimina as células
danificadas, diferentemente da senescéncia na qual as células param de se
proliferar. Algumas células senescentes adquirem resisténcia a apoptose, por um
mecanismo ainda ndo muito claro, podendo ser via acdo da proteina supressora de
tumor p53 ou expressao alterada de fatores pro-apoptoticos (proteinas BCL2, BCL-
XL e BAX) (Campisi and d'Adda di Fagagna, 2007; Qin et al., 2014).

A sinalizacdo que leva a apoptose pode ser ativada por varios estimulos
internos e externos, como por exemplo, medicamentos utilizados na quimioterapia e
a exposicao aos efeitos da radioterapia, que induzem a lesées no DNA de algumas
células ou perturbacdes no citoesqueleto os quais levam a morte celular por
apoptose. Células em processo de apoptose apresentam mudancas morfolégicas,
com a condensacédo do citoplasma e da cromatina, manutencdo da integridade das
organelas, formacao de corpos apoptéticos e sem o0 extravasamento do contetdo
extracelular. Corpos apoptoéticos sdo constituidos do citoplasma juntamente com as
organelas envoltas por membrana com ou sem fragmento nuclear (Figura 3)

(Elmore, 2007).
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Figura 3 — Representacdo das mudancas morfolégicas de uma célula em apoptose. Inicialmente
ocorre a condensacdo do nucleo e em seguida a fragmentacdo da célula em corpos apoptéticos
(Padanilam, 2003).
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Células no inicio de apoptose ainda mantém a integridade da membrana
celular. As caspases sao proteinas envolvidas no processo de inicializacdo da
apoptose e sdo sintetizadas na sua forma inativa como procaspase, que para serem
ativadas precisam ser clivadas (Vermes et al., 2000).

A apoptose pode ocorrer através de duas vias, a extrinseca ou a intrinseca. A
via extrinseca € mediada por receptores, 0os quais ao serem estimulados levam a
ativacdo da caspase-8 que por sua vez ativa a caspase-3 ou amplifica a ativacdo da
caspase-3 pela clivagem da proteina Bid, a qual leva ao extravasamento de
citocromo c. Esse extravasamento leva a formacédo do apoptossomo e ativacdo da
caspase-9. A via intrinseca € mitocondrial e envolve membros da familia das
proteinas Bcl-2, que regulam a liberacdo do citocromo ¢ da mitocéndria. O citocromo
c livre interage com Apaf-1, dATP e procaspase-9 para formar o apoptossomo. A
caspase-9 é clivada no apoptossomo e ativa a caspase-3. Nas duas vias, os efetores
caspases sdo ativados, ha a exposicdo de fosfatidilserina na face externa da
membrana plasmatica, clivagem da poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) e

fragmentacdo do DNA (Danial and Korsmeyer, 2004; Vermes et al., 2000).

1.2 Reparo do DNA

O genoma esta sob constante ataque de agentes enddgenos e exdgenos, 0s
quais podem causar modificagdes em apenas uma base (oxidagao ou alquilacdo),
quebras duplas ou simples da ligacéo fosfodiéster nas fitas do DNA. Tais danos séo
reparados por diferentes mecanismos como reparos por excisdao de base, de
nucleotideos ou de pareamentos errdbneos e reparos de quebras da fita do DNA

(Figura 4) (Cline and Hanawalt, 2003).
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Figura 4 — Vias de reparo de danos no DNA. Existem diferentes agentes que induzem danos no
DNA os quais levam a formacdes especificas de leses ao DNA e essas lesdes séo reparados pelas
vias de reparo (Blanpain et al., 2011).

Espécies reativas de oxigénio (ROS) induz a quebras de fita simples do DNA,
com a extremidade 3’ modificada contendo fosfato ou fosfoglicolato, a base guanina
do DNA é a mais suscetivel aos efeitos de ROS, levando a formacéo de 8-oxo-7,8-
dihydroguanina (8-o0xo0G), esses danos séo reparados pela via de reparo por excisdo
de base (base excision repair - BER) (David et al., 2007; Dianov and Parsons,
2007).

Outro agente indutor de danos no DNA é a luz ultravioleta (UV), os dimeros
de ciclobutano pirimidina (CPDs) e 6-4 fotoprodutos, sdo 0s principais tipos de
lesdes induzidas pela luz UV e séo reparados principalmente pela via de reparo por
excisdo de nucleotideo (nucleotide excision repair — NER) (Friedberg et al., 2006).

Danos no DNA também podem ser induzidos por estresse durante a

replicacéo (replication stress), formando quebras duplas e simples na fita do DNA.
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Lesdes nao reparadas do DNA, lacunas (“gaps”), ou intervalos (“nicks ”) e regides de
simples fita, sdo fontes extremamente comuns de estresse durante a replicacdo, os
quais podem atrasar ou parar a replicacdo do DNA. Os “nicks” e “gaps” quando
encontrados pela maquinaria de replicacdo, sao facilmente transformados em
quebras de fita dupla (Zeman and Cimprich, 2014).

A radiacao ionizante (raios-X e gama) induz a danos no DNA, principalmente
qguebras de fita dupla, de maneira direta e indireta. Na acéo direta, ocorre a interacao
direta da energia da radiacdo com o DNA, danificando o DNA. O efeito indireto é
através da radidlise da agua, onde ocorre formacdo de espécies reativas de
oxigénio, principalmente do radical hidroxil, o qual ocasiona quebras de fita dupla no
DNA (Breen and Murphy, 1995).

A quebra da fita dupla do DNA (DSB - double strand break) € uma lesédo de
extrema importancia, que provoca instabilidade gendmica podendo levar ao cancer.
O reparo de DSBs exige uma complexa maquinaria de reparo. A quebra de fita dupla
do DNA pode ser gerada por fatores enddégenos (agentes de dano ao DNA, como
por exemplo, as espécies reativas de oxigénio e peroxido de hidrogénio) e exdgenos
(radiacdo ionizante ou inibidores de topoisomerases) (Karagiannis and EI-Osta,
2004; O'Driscoll and Jeggo, 2006).

A transducéo de sinal em resposta ao DSB ocorre basicamente da seguinte
maneira: a lesdo DSB é detectada por proteinas sensoras, que por sua vez ativam
as cascatas de proteinas quinases as quais amplificam o sinal através de uma série
de proteinas efetoras. A cascata de sinalizacdo leva a uma alteracéo na transcrigao,
replicagdo ou na segregacado cromossdmica. A resposta pode induzir a transcrigdo
de genes de resposta a estresse, ao aumento da concentragcdo de

desoxiribonucleotideos, que sdo necessarios para a sintese de DNA durante o
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reparo, se o dano for muito severo e irreparavel a sinalizacéo dispara a apoptose ou
induz a senescéncia (estado onde as células possuem uma limitada capacidade
proliferativa) (Karagiannis and El-Osta, 2004).

O mecanismo de reparo de DSB é depende de em qual fase do ciclo celular o
dano foi detectado. O reparo pode ser por unido nao-homologa de extremidades
(NHEJ - Non-Homologous End-Joining) ou por recombinacdo homodloga (HR —

Homologous Recombination).

1.2.1 Recombinacdo homodloga (HR)

O mecanismo mais comum para reparar DSB em eucariotos superiores € a
recombinacdo homodloga (HR — Homologous Recombination), o qual utiliza como
DNA molde para o reparo o cromossomo homoélogo; no entanto, o reparo ocorre se
as ceélulas lesadas estiverem na fase S ou G2 do ciclo celular. Se o dano for induzido
por radiacdo ionizante durante a fase G1, ha um atraso na maquinaria de reparo até
que a célula chegue a fase S ou G2 para que ocorra HR, pois existe uma preferéncia
pela HR quando ha exposicao a radiacdo ionizante. Este € um mecanismo de reparo
conhecido por ser livre de erro e sem perda de informacdo genética (Bernstein and
Rothstein, 2009).

Para que ocorra o reparo, a fita lesionada tem que estar com a extremidade 3’
em simples fita. A lesé@o € reconhecida primariamente pelo complexo proteico MRN,
0 qual € composto por duas subunidades de proteinas Mrell, duas de Rad50 e uma
de Nbsl (Bernstein and Rothstein, 2009). Este complexo proteico possui atividade
de ATPase, atividade exonucleasica na diregdo 3’ — 5’ e endonucleasica. A ag¢ao do
complexo MRN interfere no comportamento celular e também recruta e promove a

ativacdo da proteina ATM quinase (Ataxia Telangiectasia Mutated) (Figura 5)
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(Kanaar and Wyman, 2008).

ATM é um componente central na cascata de sinalizacdo de DBS, possuindo
papel importante na regulacdo poés-radiacdo ionizante, pois promove um
prolongamento da transicdo G1—S para que o dano seja reparado antes da
replicacdo. Durante a fase S, inibe a replicacdo do material genético e regula
também a transicdo da fase G2—M, em células que foram lesionadas pos-radiacéao
ionizante durante a fase G2 do ciclo celular (O'Driscoll and Jeggo, 2006).

Outro passo da resposta ao dano envolve a fosforilagdo da histona H2AX (y-
H2AX), pela ATM, DNA-PKcs e ATR. As proteinas MRN, ATM e y-H2AX promovem
0 recrutamento de outras proteinas para que ocorra o reparo do dano no DNA
(Fernandez-Capetillo et al., 2004; Wang et al., 2005). Apés a digestdo de uma das
fitas do DNA pelo complexo MRN, é recrutado o complexo heterotrimérico RPA
(replication protein A) que possui alta afinidade pela fita simples de DNA recém
formada, RPA atua estabilizando a fita simples do DNA. Em seguida a RAD51
recombinase é recrutada e juntamente com RPA invadem a fita homdéloga do DNA,
para que ocorra a sintese da sequencia faltante utilizando como molde a sequéncia
da fita homéloga. Por fim, ocorre a ligagdo do fragmento, restaurando o DNA que foi
lesionado (Figura 5) (Mladenov et al., 2013).

Em resposta a quebra de fita dupla do DNA, a proteina H2AX é rapidamente
fosforilada na extremidade carboxi-terminal, mais precisamente no aminoacido Ser
139. Muitos componentes de resposta a dano no DNA como, por exemplo, ATM e 0
complexo MRN colocalizam com y-H2AX formando um foco de reparo e com a
inibicdo da fosforilagdo da histona ndo ha a formacéo de foco de reparo, indicando
que a y-H2AX é importante na formacédo do foco de reparo. Desta forma, a histona

H2AX fosforilada € utilizada como marcador de dano no DNA, que pode ser
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detectada por imunoflorescéncia e Western blotting (An et al., 2010; Fernandez-

Capetillo et al., 2003).
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Figura 5 - Representacdo esquemaética das vias de reparo de quebra de fita dupla do DNA. A)
Recombinacdo Homologa. A lesdo é reconhecida pelo complexo MRN, o qual recruta outras
proteinas envolvidas no reparo como ATM, RPA e RAD51. B) Recombina¢do ndo-homoéloga. O
heterodimero KU70/Ku80 se ligam a extremidade do DNA quebrado e recrutam DNA-Pkcs e outras
proteinas para que ocorra o reparo do DNA (Peng and Lin, 2011).

1.2.2 Unido ndo-homdéloga de extremidades (NHEJ)

Se a leséo estiver presente em células que estdo na fase G1 do ciclo celular,
0 reparo sera através da unido nao-homologa de extremidades (NHEJ - Non-
Homologous End-Joining). NHEJ € um mecanismo versatil, uma vez que pode atuar
durante todo o ciclo celular, especialmente em GO e G1, porém € propenso a erro
podendo ocorrer perda de alguns nucleotideos, jA que ha um processamento da

extremidade lesada do DNA, para que ocorra a re-ligacéo dos fragmentos rompidos
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(Frank-Vaillant and Marcand, 2002; Lieber et al., 2003).

O mecanismo de reparo via NHEJ ocorre da seguinte maneira: o complexo
proteico heterodimero Ku70/Ku80 se liga a extremidade quebrada do DNA; em
seguida recruta as proteinas DNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase catalytic
subunit) e Artemis (nuclease especifica); levando ao processamento do DNA pela
enzima Artemis que corta as extremidades das fitas; e por fim ha a ligacdo dessas
fitas pelo complexo DNA ligase 4 e XRCC4 (Lieber et al, 2003). Artemis pertence a
subfamilia das metalo-B-lactamases que possui atividade de exunuclease quando

complexada ou fosforilada por DNA-PKcs (Figura 5) (Moshous et al., 2001).

1.3 Familia das Pequenas Rho GTPases

A familia das Rho GTPases pertencem a superfamilia das pequenas
GTPases relacionadas a Ras, Ras homologous (Rho), que compreendem um grupo
de moléculas sinalizadoras. Sdo altamente conservadas dentre os eucariotos, pois
possuem o dominio G conservado (Schmidt and Hall, 2002; Wennerberg et al.,
2005). A superfamilia Ras é subdividida com base na sequéncia e similaridade de
funcdo, é composta por cinco grupos: Ras, Rho, Ran, Rab e Arf (Wennerberg et al.,
2005).

As GTPases funcionam como interruptores moleculares que possuem alta
afinidade por nucleotideos de guanina, GDP e GTP, estando na forma ativa ligada a
GTP e inativa ligada a GDP. Ha uma mudanca na conformag&o da proteina entre a
forma ligada a GTP e a GDP, que as varias proteinas efetoras conseguem distinguir,
a mudanca na conformacédo proteica ocorre predominantemente na regiao do switch
| e ll, os quais ficam proximos a regido de ligacdo do GTP (Bishop and Hall, 2000;

Ihara et al., 1998; Jaffe and Hall, 2005).
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A atividade da Rho GTPase é regulada por varias enzimas: a ativacdo da
GTPase é catalisada pelas enzimas GEFs (Guanine Nucleotide Exchange Factors);
sua inativacdo pode ocorrer por duas maneiras: uma auto-hidrélide da Rho GTPase
ligada a GTP, porém esta funcao € fraca, e também pela acdo das enzimas GAPs
(GTPase Activating Enzymes) as quais catalisam da hidrolise do GTP; as GDIs
(Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors) inibem a ativacdo de Rho, pelo bloqueio
da ligacdo de GTP e sequestro da proteina Rho da face interna da membrana

celular para o citoplasma (Schmidt and Hall, 2002) (Figura 6).
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Figura 6 - Representacdo esquematica da regulacdo da ativagdo da Rho GTPase. A ativacdo de
Rho pela proteina GEF, a qual troca GDP por GTP; A proteina GAP faz a inativagdo de Rho pela
hidrélise de GTP; A proteina GDI faz a inibi¢cdo da ativagao de Rho, através do sequestro de Rho para

o citosol (Iden and Collard, 2008).
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Uma caracteristica importante da grande maioria dos integrantes da
superfamilia Ras € a ocorréncia de modificacbes pos-traducionais. Residuos
lipidicos sédo adicionados na extremidade N-terminal ou C-terminal, essas
modificacdes sdo importantes para localizacdo subcelular e auxiliam na ancoragem
da GTPase na membrana celular. A maioria dos integrantes da subfamilia Ras e
Rho, sofre a adicdo de cadeias de isopreno (farnesil e geranil) ao residuo de cisteina
C-terminal que estad contido no motif CAAX. E integrantes da familia de Arf séo
modificados na regido N-terminal, pela adicdo de &cidos graxos (miristoil)
(Wennerberg et al., 2005).

Rho GTPase é uma familia composta por 22 membros divididos em 8
subfamilia: Rho, Rac, Cdc42, Rnd, RhoU/V, RhoD/F, RhoH e RhoBTB. Estéo
envolvidas na migracdo, adesdo, endocitose, trafego de vesiculas, oncogénese,
remodelamento do citoesqueleto, morfogénese, progressdao do ciclo celular,
polaridade e migracdo celular (Schmidt and Hall, 2002). Mais de 70 efetores de
GTPases ja foram identificados e as Rho GTPases na forma ativa, ou seja ligadas
ao GTP, podem reconhecer mais de um efetor; também uma GTPase pode regular a
outra, como por exemplo Cdc42 pode ativar a Racl, que por sua vez tem a
capacidade de regular RhoA. Todas essas propriedades de Rho contribuem para
formar uma complexa rede de sinalizacéo celular (Iden and Collard, 2008; Smits et
al., 2010).

Os membros melhor caracterizados desta familia sdo a RhoA, Racl e Cdc42.
Por regularem uma grande gama de processos biolégicos, estas proteinas, seus
reguladores e efetores estdo envolvidos no controle da formagéo de tumores e de
sua progressdo maligna. Muitos tumores humanos apresentam expressao

aumentada de Rho GTPase e também tumores com nivel normal de expressao
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podem possuir atividade da proteina Rho GTPase alterada (Karlsson et al., 2009).

1.3.1 RhoA

A proteina RhoA GTPase é capaz de modular as proteinas regulatérias do
ciclo e da proliferacdo celular, esta envolvida diretamente na migracéo celular,
organizacdo do citoesqueleto e adesao celular (Jaffe and Hall, 2005; Ren et al.,
1999; Ridley, 2001).

Uma vez ativada (ligada a GTP) RhoA, transmite as informacdes via suas
proteinas efetoras ROCK (RHO-associated, Coiled-coil Containing Protein Kinase ou
também chamada de Rho kinase) e mDIA (Mammalian homolog of Drosophila
Diaphanous). E através da proteina efetora ROCK que a sinalizagdo para contracio
(dependente de Rho) da actomiosina, € mediada pela fosforilagdo da cadeia leve da
miosina e da miosina fosfatase, induzindo a formacdo de fibras de stress. Outro
efetor de RhoA, a proteina mDIA, atua na nucleacéo e polimerizacao de filamentos
de actina, permitindo a migracéo celular (Figura 7) (Spiering and Hodgson, 2011;

Thumkeo et al., 2013; Vega and Ridley, 2008).
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Figura 7 — Envolvimento de RhoA GTPase na contracdo de actomiosina e na polimerizacédo da
actina. Através dos efetores ROCK e mDIA, RhoA gtpase induz a formacédo de fibras de stress e a
migracgdo celular através da contracdo da actomiosina e da polimerizagdo da actina (O'Connor and
Chen, 2013).

RhoA € encontrada superexpressa em alguns tipos de céancer e
constitutivamente ativada em linhagens de cancer de mama; quando isso ocorre €
considerada um prognéstico ruim. Em linhagens celulares de cancer de prostata, a
inibicdo da atividade de RhoA leva a senescéncia e quando transfectadas com RhoA
constitutivamente ativa, impede que as células entrem em senescéncia, sugerindo
que a ativacdo de RhoA provavelmente afeta a parada do crescimento celular
através da modulacdo da fosforilacdo de Erk, de p21 e p27 as quais sdo proteinas
reguladores do ciclo celular (Park et al., 2007).

Além do mecanismo classico de ativacao utilizando GEF como agente de
troca de GDP por GTP, RhoA também pode ser ativada diretamente por espécies
reativas de oxigénio. RhoA possui um motivo redox sensivel, que contém dois
residuos de cisteina no loop de ligacdo do fosforil, que ao serem oxidados induzem

a liberagcéo do nucleotideo e troca do GDP pelo GTP que esta presente em excesso
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na célula, ativando a GTPase na auséncia de GEF (Aghajanian et al., 2009).

Em células tumorais de cértex adrenal de camundongo (Y1), a proteina RhoA
ndo € essencial, mas no entanto, estd envolvida na proliferacdo celular e é
necessaria para iniciar a senescéncia quando induzida pelo horménio AVP (arginina
vasopressina) (Forti and Armelin, 2007).

Costa e colaboradores, demonstraram que RhoA também é um mediador do
processo de senescéncia quando induzido pela fator oncogénico FGF2 (fator de
crescimento de fibroblasto 2) nas linhagens celulares de camundongo Y1 (adrenal) e
3T3-B61 (fibroblasto), pois células transfectadas com dominante negativo RhoA néo
entraram em senescéncia e quando as células expressavam RhoA constitutivamente
ativa, entraram em senescéncia em presenca de FGF2. (Costa et al., 2008).

Em célula endotelial de corddo umbilical humano (HUVEC), quando exposta
a radiacdo gama ha uma maior inducdo de senescéncia celular. Os autores
observaram que quando essa célula é exposta a radiacdo gama, ocorre reducdo da
proteina RhoGDI, a qual atua sequestrando RhoA para o citoplasma impedindo que
seja ativa pela GEF, dessa forma ha aumento dos niveis de Rho ativo, promovendo
a parada do ciclo celular via alta ativacdo de RhoA, ja que RhoA também atua na
regulacdo do ciclo celular (Yentrapalli et al., 2013).

Em células de Glioblastoma humano, foi observado aumento da migracao
celular em resposta radiagdo gama, aumentando seu potencial invasivo e
metastatico. Os autores observaram que o aumento da migragéo celular se deve a
ativacdo de RhoA GTPase, quando as células sdo expostas a radiagcdo gama. Uma
vez que RhoA, esta diretamente envolvida na promoc¢do da migracéo celular (Zhai
et al., 2006).

Em células de carcinoma cervical (SiHA), a exposicdo ao fator de
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crescimento vascular endotelial (VEGF-C) promoveu a metastase celular, através do
aumento da migracdo e invasao celular. A via de RhoA/ROCK foi a principal
mediadora da metastase, pois a inibicio de RhoA ou de ROCK reduziu
drasticamente o niveis de miosina, levando a reducao da migracéo celular (He et al.,
2010).

Um passo importante para a invasdo celular e metastase de diversos
canceres é a migracao celular, sendo a proteina RhoA GTPase um dos principais
articuladores da migracéo celular, se torna um dos principais alvos de estudo para

tratamento do cancer (Yamaguchi et al., 2005).

1.3.2 Racl

A GTPase Racl pertence ao grupo das Rac GTPases, 0 qual € composto
por trés isoformas, Racl, Rac2 e Rac3, sendo a primeira isoforma a mais estudada
dentre os outros integrantes deste grupo. Racl esté envolvida em uma ampla gama
de atividades celulares como adesdo, migracdo, organizacdo do citoesqueleto,
estabilidade gendmica e na senescéncia celular. A proteina Racl é expressa em
todos os tecidos, Rac2 é encontrada em tecidos hematopoiéticos e Rac3 é
encontrada no sistema nervoso central (Debidda et al., 2006; Guo et al., 2010;
Wertheimer et al., 2012).

Racl GTPase atua nas diferentes atividades bioldgicas através dos efetores,
como por exemplo, WAVE que através da ativacdo da proteina Arp2/3 atua
indiretamente na polimerizacédo da actina, levando a reorganizagcao do citoesqueleto;
outro efetor € PAK que também atua na reorganizacado do citoesquelo regulando
atividade da proteina quinase da miosina de cadeia leve (MLKC) e da proteina LIM

quinase (LIMK) e fosforila a proteina cofilina, um regulador da dinamica dos
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filamentos de actina (Figura 8) (Vadlamudi et al., 2004; Wertheimer et al., 2012).
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Figura 8 — Sinalizacdo de Racl GTPase. Racl promove reorganizagdo do citoesqueleto atravées da
transmissdo da sinalizacdo pelas proteinas efetoras Wave e PAK; estd envolvida na formacgédo de
ROS, via NADPH oxidase (Wertheimer et al., 2012).

Racl é superexpressa em células tumorais de pulmdo, mama e coélon. A
forma variante de Racl, a Rac 1b, é resultante de “splicing” alternativo e se
comporta como molécula constitutivamente ativa que possui ciclagem rapida entre
GDP/GTP e nao é inativada por GDI. Esta forma variante foi encontrada em cancer
de mama e superexpresso em cancer de célon, estando envolvida na progressao do
cancer e atua como regulador negativo de Racl, induzindo desligamento da
interacdo de Racl com a membrana celular; uma vez no citoplasma Racl ndo pode
ser ativada (Nimnual et al., 2010).

Em fibroblastos de origem embrionaria de camundongo, tanto Racl
constitutivamente ativa, como o duplo mutante negativo, levam as células a uma
diminuicdo do crescimento celular, alteragao na progressédo das fases G1/S e G2/M,
aumento da apoptose e senescéncia em resposta a danos ocasionados no material
genético por espécies reativas de oxigénio (Debidda et al., 2006).

Em células endoteliais de tumor de rato adulto a proteina Racl ndo é
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essencial para a angiogénese do tumor, porém € requerida quando a integrina B3
esta ausente; com aumento na atividade de Racl tem-se um subsequente aumento
no crescimento do tumor, da angiogénese e da resposta mediada por VEGF
(D'Amico et al., 2010).

Em células MCF-7 de cancer de mama Racl é ativada por radiacdo gama.
Em ambas as células MCF-7 e cancer de pancreas (CD18/HPAF), Racl atua
regulando o checkpoint G2/M induzido por radiacdo gama, pois a inibicdo de Racl
resultou na atenuacdo na parada do ciclo celular em G2/M, via inibicdo da
fosforilacdo do regulador do ciclo celular Cdc2. Racl também importante para
regulacdo da ativacdo das proteinas envolvidas no reparo de DNA Chkl, Chk2, ATM
e ATR, as quais ndo ativadas em resposta a radiacdo gama levam a reducdo da

sobrevivéncia celular (Yan et al., 2012; Yan et al., 2014).

1.4 Modulacdo de RhoA e Racl GTPase em resposta a danos no DNA.

Na literatura h& relatos de ativacdo de RhoA e Racl GTPase de células
expostas a danos no DNA (Frisan et al., 2003; Guerra et al., 2008, Yan et al., 2012;
Yan et al.,, 2014). A proteina RhoA GTPase é ativada quando as células séo
expostas a uma toxina bacteriana CDT que induz quebras de fita dupla no DNA,
semelhante aos efeitos da radiacdo gama, e essa ativacdo € acompanhada de
formacao de fibras de stress. O dano no DNA induzido pela toxina CDT ativa a
maquinaria de resposta a danos no DNA, através a ativacdo de ATM, fosforilagdo da
histona H2AX, parada do ciclo celular pela ativacdo de Chk2 e por fim ativacéo de
vias de HR e NHEJ. Os danos induzidos por CDT, levam a ativacdo de RhoA de
maneira dependente de ATM. Em outros trabalhos presentes na literatura,

demonstraram que células expostas a CDT levam a ativacdo da proteina Netl, que é
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uma GEF nuclear, a qual ativa RhoA promovendo a sobrevivéncia celular (Dubash et
al., 2011; Frisan et al., 2003; Guerra et al., 2008).

Muito recentemente foi demonstrado pela primeira vez, uma relacdo direta
entre uma via de reparo do DNA (via BER) e ativacdo da RhoA e Racl GTPase. Os
autores demonstraram que o reparo de 8-0x0G, a qual que é resultante da oxidacao
da base guanina do DNA, formada em grande quantidade quando ha exposicéo da
célula a espécies reativas de oxigénio. A proteina 8-oxiguanina DNA glicosilase-1
(OGGL1) é a responsavel pela excisdo da 8-oxoG do DNA, e é componente da via de
reparo de BER. A proteina OGG1 se liga a 8-o0xoG com grande afinidade, formando
o complexo OGGL1. 8-0x0G, esse complexo é capaz de agir como GEF (faz a troca
de GDP por GTP) ativando a RhoA ou Racl GTPase, levando a formacao de fibras
de stress alterando e a morfologia celular (Hajas et al., 2013; Luo et al., 2014;
Pandita, 2014).

Em relacdo a pequena GTPase Racl, mostrou-se que ela € importante e
necessaria para a regulacdo do ciclo celular quando as células sdo expostas a
radiacdo gama. A inibicdo de Racl (por inibidores farmacolégicos, RNAi e mutante
Racl-N17) torna células de cancer de mama (MCF-7) e de cancer da pancreas
(CD18/HPAF), mais sensiveis aos efeitos da radiacdo gama, diminuindo a
sobrevivéncia, induzindo a apoptose celular e diminuindo a ativacdo do checkpoint
G2/M. Nas células MCF-7, os autores observaram que ha aumento da ativacdo de
Racl, quando as células sdo expostas a radiacdo gama (Yan et al., 2012; Yan et al.,
2014).

Com o passar dos anos, tem aumentado o interesse na investigacdo da
correlagcdo da ativacdo de RhoA e Racl GTPase, em resposta aos mais diversos

danos no DNA. No entanto, apenas recentemente foi encontrada uma relacdo direta
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de ativacdo de RhoA e Racl e mecanismo de reparo, pois até entdo era observado
somente aspectos celulares, morfolégicos envolvendo essas proteinas. Dessa
forma, surge a necessidade de maiores investigacbes a respeito de efeitos
bioquimicos, que estdo por atras da ativacdo de RhoA e Racl em resposta a

exposicao celular a agentes genotéxicos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Determinar qual o nivel de envolvimento e possiveis mecanismos de acdo de duas
proteinas Rho GTPases (RhoA e Racl) na recuperacao de células HeLa apos danos

no DNA originados por irradiacdo gama.

2.2 Objetivos especificos

v Verificar a atividade das GTPases RhoA e Racl na linhagem celular tumoral
HelLa antes e apds a exposicao a radiacdo gama, através do ensaio de pull-down;

v Gerar sublinhagens estaveis de HelLa expressando exdégenamente RhoA e
Racl selvagem e mutadas de forma constitutivamente ativa (proficiente) ou
dominante negativas (deficiente) para as 2 GTPases;

v Analisar o comportamento das sublinhagens clonais das GTPases ap0s
exposicao a diferentes doses de radiacdo gama em ensaios de proliferacéo (ensaios
de colbnia e curvas de crescimento), migracao celular (ensaios de risco), e morte
celular (analise de apoptose e senescéncia);

v Analisar a cinética de formacdo de danos e de reparo do DNA nestas
linhagens apos os efeitos da radiagcdo gama, através de ensaios de cometa alcalino
e neutro.

v Utilizando o gene reporter de GFP numa construcdo plasmidial exdgena,
iremos analisar os niveis de reparo deste DNA pelas vias de Recombinacao
Homologa e Recombinagdo ndo-homologa, quando inibimos a ativacdo de RhoA
GTPase através da utilizacdo da toxina C3;

v Analisar a ativacdo por fosforilagdo das proteinas Chkl, Chk2 e H2AX,

envolvidas nas vias de sinalizacdo de resposta a danos no DNA possivelmente



reguladas por estas GTPases, quando as células sdo expostas a radiacdo gama.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagens celulares de mamiferos

As células de adenocarcinoma humano - HelLa (célula epitelial de cancer
cervical- CCL-2), utilizadas neste projeto foram obtidas junto a American Type
Culture Collection (ATCC), Manassas, VA, USA, e nos foram cedidas pelo
laboratorio do Prof. Hugo A. Armelin (CAT-Cepid-Instituto Butantan). Para o cultivo,
as células foram sempre mantidas incubadas em meio Dulbecco Modified Eagle
Medium (DMEM) (Invitrogen) contendo 10% de soro bovino fetal (Cultilab) a 37°C e

5% de CO2, em incubadora Sanyo modelo MCO-19AIC(UV).

3.2 Obtencéo das sublinhagens mutantes de RhoA-GTP e Rac1-GTP

As sublinhagens de HelLa mutantes estaveis para as duas GTPases foram
geradas previamente pelo nosso laboratério da seguinte forma: células
empacotadoras da linhagem ®NX-Ampho (Phoenix) foram transfectadas com
Lipofectamina 2000 (Invitrogen) com plasmideo contendo cDNA que codifica RhoA
ou Racl selvagem ou mutados correspondendo ao gendtipo dominante negativo
(RhoA N19 - Thr—Asn) e (Rac1 N17 - Thr—Asn) ou constitutivamente ativo (RhoA
V14 - Gly—Val) e (Rac1 V12- Gly—Val) clonados originalmente no vetor retroviral
pCM (pCLNCX “backbone”). Os plasmideos foram empacotados em particulas
retrovirais que foram usadas na transducdo de células HelLa parental na presenca
de 4 ug/mL polibreno (Sigma) por 24h. A sele¢éo das células HelLa transduzidas foi
feita em meio de cultura contendo antibidtico G418 na concentracdo de 400 ug/mL
até o surgimento de colbnias isoladas resistentes, uma vez que o vetor pCM contém
o0 gene de resisténcia a Neomicina que é analoga ao antibidtico G418. Apds o

isolamento das colbonias estas foram expandidas e mantidas em meio de
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manutencdo (DMEM + 10% SBF +100 ug/m de G418), incubadas em atmosfera 5%

CO, a 37°C. Protocolo adaptado de (Forti & Armelin, 2007).

3.3 Irradiagéo das linhagens celulares

As células foram irradiadas com radiacdo gama, a temperatura ambiente no
meio de cultura em que se encontram cultivadas, utilizando um irradiador
experimental de Cobalto-60, modelo Gamacell 220 localizado no Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), com doses de 0,5; 2; 5 e 15 Gy. Apds os
tratamentos com radiacdo gama, o meio de cultura foi sistemética e imediatamente
trocado e as células foram retornadas a incubadora (quando assim desejado), nas

proprias placas de cultura para posteriores experimentos.

3.4 Preparacao de lisados celulares totais e quantificacao

Para a obtencdo dos lisados proteicos, as células foram plaqueadas 24h
antes ao tratamento, em placas pl00 para atingirem densidade celular de
aproximadamente 80% de confluéncia. As células foram lavadas duas vezes com
PBS gelado (80mmol/L Na;HPO,4, 20mmol/L NaH,P04.2H,0, 100mmol/L NaCl) e
rompidas com tampéo de lise celular RIPA (50mmol/L Tris-HCI pH7.2, 1% Triton X-
100, 0,5% deoxicolato de soédio, 0,1% SDS, 500 mmol/L NaCl, 10mmol/L MgCly)
(Ren et al, 1999) gelado acrescidos de inibidores de proteases (2ug/mL Leupetina
Pepstatina A e Aprotinina, 1 mmol/L PMSF) e fosfatases (1mmol/L Ortovanadato de
sodio e 1Immol/L fluoreto de sodio). As células foram mantidas em gelo por 10
minutos e removidas das placas com auxilio de espatula. O homogenato foi

centrifugado em centrifuga Eppendorf modelo 5424, por 10 minutos a 13400 rpm a 4
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°C, a fracdo sobrenadante foi recolhida em tubo novo, aliguotadas e armazenada em
freezer -80°C.

As proteinas foram quantificadas segundo método de Bradford (1976), em
microplacas utilizando Protein Assay (Bio-Rad), utilizando albumina de soro bovino

como padréo de concentracao de proteina (Bradford, 1976).

3.5 Preparacédo das beads RBD-GST e Pak1-GST, para o ensaio de atividade de
RhoA ou Racl (Ren et al, 1999)

O plasmideo Pakl-PBD, o qual contétm a sequéncia que codifica para a
proteina de fusdo PBD-GST (para o ensaio de atividade de Racl) ou o plasmideo
Rhotekin-RBD, o0 qual contém a sequéncia que codifica para a proteina de fuséo
RBD-GST (para o ensaio de atividade de RhoA) nos foram gentilmente cedidos pelo
Prof. Dr. Gary Bokoch (The Scripps Research Institute, La Jolla-CA-USA), foram
utilizados para transformacdo por choque térmico na bactéria E. coli estirpe
BL21(DE3). Em seguida, as bactérias transformadas foram recuperadas em 1 mL de
meio LB por 1h a 37 °C sob agitacdo constante a 200 rpm, em incubadora 311 DS
Shaking (Labnet) e plagueadas em meio de cultura Luria-Bertani sdélido (LB-agar)
contendo 100 pg/mL de ampicilina e incubadas a 37 °C por 18 h.

Uma colbnia de bactéria E. coli estirpe BL21(DE3) ja transformada com
plasmideo Pak1-PBD ou Rhotekin-RBD foi inoculada em 200 mL de meio LB por 12
h a 37°C sob agitacdo constante (200 rpm). Essa cultura de 200 mL foi re-inoculada
em 2 L de meio LB, a cultura de células foi mantida a 37 °C sob agitagdo constante
de 250 rpm até atingir aproximadamente D.O.goonm = 0,6. A essa cultura, foi
adicionado indutor de expressao IPTG (isopropil B-D tiogalactosideo) 0,5 mmol/L e

incubada a 37 °C sob constante agitagdo. Apds 2h de inducdo, as células foram
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recuperadas por 10 minutos de centrifugacdo a 8000 rpm a 4 °C. O precipitado
bacteriano foi ressuspenso em 20 mL de tampéao de lise (Tris-HCI 50 mmol/L pH7.5,
NaCl 150 mmol/L,1% Triton X-100, 5 mmol/L MgCl,, 1 mmol/L DTT, 1mmol/L PMSF,
10 pg/mL Leupetina e Aprotinina). As bactérias foram lisadas em gelo através de
sonicacdo em 8 ciclos de 2 min, com intervalos de 1 min, com sonicador Vibra-Cell
VC 505 (SONICS). Apés a lise, o material foi centrifugado por 30 minutos a 14000
rom a 4°C e a fracdo solavel contendo a proteina de fusdo Pak1-PBD ou Rhotekin-
RBD foi coletada.

Aproximadamente 12 mL dessa fracdo soluvel foi incubada com 0,5 mL de
resina Glutathione-Sepharose 4B (GE Healthcare) por 1h a 4 °C sob agitacéo orbital
constante. Em seguida, a proteina de fuséo ligada a resina foi lavada 6 vezes com
tampéo de lavagem (50 mmol/L Tris-HCI pH7.5, 0,5% Triton X-100, 150 mmol/L
NaCl, 5mmol/L MgCl,, 1 mmol/L DTT, 1ug/mL Leupetina e Aprotinina, 0,1 mmol/L
PMSF) as beads (proteina de fuséo ligada a resina) foram ressuspensas em 5mL do
tampdo de lavagem contendo 10% de glicerol, aliquotadas e armazenadas em

ultrafreezer -80 °C (modelo MDF-U33V-PE - Sanyo).

3.6 Determinacdo da atividade de RhoA e Racl GTPase por ensaio de pull-
down (adaptado de (Ren et al., 1999)

Ensaios de pull-down foram realizados para determinar a atividade das
GTPases Racl e RhoA, considerando que Rho GTPases se encontram ativas
guando ligadas a GTP. Neste experimento foram utilizadas proteinas de fusdo PBD-
GST (Pakl Binding Domain- Glutathione-S Transferase) ou RBD-GST (Rhotekin
Binding Domain - Glutationa S-Transferase). Pakl € uma proteina efetora de Racl

que possui na extremidade N-terminal o dominio de ligacdo p21 que reconhece e se
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liga especificamente Racl e Cdc42 ativo, por esse motivo 0 ensaio de pull-down é
especifico para determinar a ativacdo de Racl e dessa maneira sera possivel
caracterizar com seguranca os clones mutantes para Racl (Benard et al., 1999).
RBD € um dominio da proteina Rhotekin, que é uma proteina efetora de RhoA com
capacidade de reconhecer e se ligar especificamente a RhoA ativa ligada a GTP
(Reid et al, 1996; Ren et al, 1999).

A proteina de fusdo ligada a resina Glutathione-Sepharose 4B (GE
Healthcare) a qual denominamos de beads, na concentracdo de 100 ug para beads-
PAK-GST e 50 ug para beads RBD-GST, foi incubada por 90 min, com quantidades
variaveis de lisado celular (500 e 100 ug) das células irradiadas ou nao irradiadas.
As beads foram lavadas por 3 vezes com tampdao buffer B (50 mmol/L Tris-HCI
pH7.2, 1% Triton X-100, 150 mmol/L NaCl, 10mmol/L MgCl,, 10ug/mL Leupetina e
Aprotinina e 0,1 mmol/L PMSF). As proteinas precipitadas foram analisadas por
immunobloting com anticorpos primarios especificos contra Racl ou RhoA (Santa

Cruz) como descrito a seguir.

3.7 Eletroforese desnaturante de proteinas (SDS-PAGE)

A analise eletroforética das proteinas foi realizada sob condicbes
desnaturantes segundo LAEMMLI, 1970. O gel de poliacrilamida utilizado possui
concentracédo de acrilamida no gel de empilhamento de 5% e no gel separador de
13% ou 12%, espessura do gel de 1,5mm e relagdo acrilamida:bis-acrilamida de
29:1. As corridas eletroforéticas foram realizadas em voltagem constante de 120 V e
amperagem variavel, em tampéao de corrida (192 mM Glicina; 0,1% SDS; 25mM Tris)
a temperatura ambiente e as proteinas foram coradas com Coomassie Brilliant Blue

R-250 para quantificacdo da beads (PAK ou RBD) ou ndo coradas se o gel fosse
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utilizado para transferéncia por western blot.

3.8 Western Blot

Os géis de SDS-PAGE destinados para transferéncia das proteinas, foram
mergulhados por 10 minutos em tampéao de transferéncia (192 mM Glicina, 20%
metanol, 25mM Tris pH8.3) e as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose-Millipore utilizando o sistema Umido (Mini Trans-Blot, Bio-Rad) 350mA,
por 1h a temperatura ambiente.

As membranas foram blogueadas com 5% de leite em p6 (LaSerenissima
desnatado) em TBS-T (20 mmol/L Tris-HCI pH 7.6; 137 mmol/L NaCl; 0,1% Tween
20) por 1h sob agitacdo em temperatura ambiente. Em seguida, foram incubadas
com diferentes anticorpos primarios poli ou monoclonais: 1:1000 Racl (C-11),
1:1000 RhoA (26C4), 1:2000 alpha-tubulin (B-7) (Santa Cruz); 1:1000 phospho-
Chk1(Ser-345), 1:1000 phospho-Chk2 (Thr-68), 1:1000 Chk1 (2G1D5), 1:1000 Chk2
(D9C6) (Cell Signaling), 1:1500 phospho-yH2AX(Ser-139) (R&D System).

Por fim, as membranas foram incubadas com o respectivo anticorpo
secundario fluorescente, dependendo do animal do anticorpo primario, na diluicdo de
1:15000 IRDye 800CW ou 680RD (LI-COR Biosciences), por 1h a temperatura
ambiente. As membranas foram reveladas utilizando Scanner Odyssey Infrared
Image System (LI-COR Biosciences) e as bandas foram quantificadas com auxilio do

software Odyssey V 3.0 (LI-COR Biosciences).

3.9 Ensaio de formagao de colénia ou clonogénico
Para analisar a sobrevivéncia e proliferacdo celular das diferentes

sublinhagens, em resposta aos danos no DNA ocasionados pela radiagdo gama,



48

foram realizados ensaios de formacé&o de colénia ou clonogénicos. O experimento se
baseia na capacidade de uma Unica célula em proliferar e formar col6nia, é
considerado uma colénia quando pelo menos 50 células reunidas sao observadas
(Franken et al., 2006).

Quantidades conhecidas de células (1x10° ou 2x10° células) foram
plagueadas em placas de 60 mm, contendo meio DMEM+10% FBS para Hela
parental e meio DMEM+10% FBS+100ug/mL G418 para sublinhagens clonais, 24h
antes da irradiacdo. As células foram expostas a radiacdo gama nas doses de 0,5; 2
e 5 Gy. Apoés a irradiacdo o meio de cultura foi trocado e as células mantidas em
cultura por 10 a 14 dias, entdo as colénias foram fixadas por 10 minutos com
formaldeido (10% em PBS), coradas com cristal violeta (0,5%) e contadas
manualmente. Os resultados sdo expressos em numero de colbnias, obtido da

media aritmética de 3 ensaios independentes realizados em triplicata.

3.10 Curva de crescimento celular

Experimentos de curva de crescimento foram realizados para determinar a
influéncia da modulacdo das GTPases na proliferacdo celular, em resposta aos
efeitos provocados pela exposicdo das células a radiacdo gama. Para o ensaio
foram plaqueadas 35x10° células em meio de cultura 24h antes do tratamento. As
células foram expostas a doses de 0,5 e 5 Gy de radiacdo ionizante gama e re-
incubadas. A cada 24h durante um periodo de cinco dias para um bloco de
experimento e oito dias para outro bloco experimental, foram retirados um par de
placas de cada condicao e tipo celular. As células contidas nas placas foram lavadas
com PBSA 3 vezes, removidas por tripsinizacdo, fixadas por 10 minutos de

formaldeido em PBS e preparadas para contagem em camara de Fuchs-Rosenthal.
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Os resultados sdo expressos em numero de células x1000, obtido da media

aritmética de 3 ensaios independentes realizados em duplicata.

3.11 Ensaio de cometa alcalino e neutro

Para verificar os efeitos da radiacdo ionizante sobre a maquinaria de reparo
do DNA nas diferentes linhagens celulares sob investigacéo, foi realizado o ensaio
cometa, também conhecido como eletroforese em gel de célula Unica (Single Cell
Gel Electrophoresis, SCG). Essa técnica permite a deteccdo rapida de quebras de
fita simples e dupla no DNA em células individuais. O método consiste em isolar
células individualizadas em gel de agarose de baixo ponto de fusdo, sobre laminas
recobertas por uma fina camada de agarose e submeté-las a um campo elétrico, o
qual faz com que os fragmentos de DNA migrem de acordo com a corrente elétrica,
formando uma cauda semelhante a de um cometa. Ha formacdo de cauda é um
indicativo que o DNA foi fragmentado (dano no DNA) quando as células foram
submetidas a determinados tratamentos e a intensidade deste dano é dada por uma
correlacdo entre a intensidade de fluorescéncia e o tamanho da cauda (Dusinska
and Collins, 2008).

O protocolo usado nesta tese foi adaptado de Singh e colaboradores com
algumas modificacdes (Singh et al.,, 1988; Wojewodzka et al., 2002). Foram
plaqueadas 200X10° células em placas p35, 24 h antes da irradiacdo e mantidas
incubadas em atmosfera 5% CO, a 37°C. Apos o tratamento com radiagdo gama na
dose de 5Gy, as células foram coletadas por tripsinizacdo e misturadas ao gel de
agarose de baixo ponto de fuséo 0,5% (LMP) a 37°C; a mistura celular foi aplicada
em uma lamina de vidro de microscopia com extremidade fosca, previamente

preparada contendo uma fina camada de 1,5% de agarose de ponto de fusdo normal
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e incubada a 4°C até solidificar. As células foram lisadas em solucdo de lise
(20mmol/L Tris pH10, 2,5 mmol/L NaCl, 100mmol/L EDTA, 1%Triton X-100 e 10%
DMSO) para o cometa alcalino, ou se para o cometa neutro (10mmol/L Tris pH9.5,
2,5 mmol/L NaCl, 200mmol/L EDTA, 0.5%Triton X-100 e 10% DMSO) por 24h em
geladeira, para que permanecessem nas laminas apenas o nucleoide celular aderido
ao substrato de agarose.

Apods esta lise, as laminas foram colocadas numa cuba de eletroforese
horizontal e foi adicionado tampéo de eletroforese para o cometa alcalino
(300mmol/L NaOH, 1mmol/L EDTA) ou para o cometa neutro (300mmol/L Acetato de
sédio, 100mmol/L Tris-HCL, pH8.3), gelado até cobrir as laminas. O sistema foi
mantido em repouso por 25 min para desnaturacdo do DNA para o cometa alcalino,
em seguida as laminas foram submetidas a eletroforese sob corrente de 1 V/icm e
300 mA por 30 min. Ja para o cometa neutro o sistema foi mantido em repouso por
1h e entdo, submetida a eletroforese sob corrente de 0.5 V/cm e 11-12 mA por 1h.
Apods a corrida as laminas foram incubadas em tampao de neutralizacédo por 15 min
(0,4mmol/L Tris-HCI pH7,5) e fixadas em etanol 99% por 5 min. O DNA do nucleéide
contido nas laminas foi corado com brometo de etideo em solucdo aquosa (na
concentracdo de 2ug/mL) e visualizado em microscoépio de fluorescéncia (Olympus).

Andlise do dano no DNA foi expressa utilizando a relacédo Olive Tail Moment
(OTM), que é dado pela multiplicacéo da percentagem de DNA na cauda (a partir da
fluorescéncia emitida) com o tamanho da cauda em micrometros. Esses parametros
foram obtidos através do software Komet 6.0 (Andor) e foram analisadas 100 células

por amostra (50 por lamina) a partir de triplicatas de experimental.
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3.12 Ensaio de migracéao celular

Para determinar o envolvimento das Rho GTPases na migracao celular, em
resposta aos efeitos da exposicado a radiacdo gama, foram realizados ensaios de
migracgao (“wound healing assay”). Este € um método facil e de baixo custo, baseado
na observacdo de uma fenda ou risco gerado numa monocamada de células
confluentes, as quais irdo migrar da borda do risco para o interior da fenda a fim de
fechar o espaco criado (adaptado de (Liang et al., 2007).

As células foram plagueadas em placas p35 e incubadas até atingirem
confluéncia de 100%. Imediatamente apds o tratamento por radiagdo gama em
diferentes doses, foi feito um risco na direcdo do diametro da placa na monocamada
de células com uma ponteira de micropipeta p200 reta, para criar uma fenda. As
placas foram lavadas com PBS (80mmol/L Na2HPO4, 20mmol/L NaH2P04.2H20,
100mmol/L NaCl) e as células mantidas sob incubacdo por 24h. A migracao celular
foi avaliada medindo-se a largura da fenda num tempo inicial e final ap6s o
tratamento, utilizando microscopia de campo claro num aumento de 200X, sendo as
medicdes feitas com software Cell-F (Olympus). Foram feitas trés medidas por fenda
por placa, em triplicata de placas, e calculada a media aritmética entre elas; os
dados foram expressos como porcentagem de migracdo, onde 100% de migracao

corresponde a migracao total ou fechamento completo da fenda.

3.13 Inibicdo da atividade de RhoA através da transfeccdo transiente do
plasmideo contendo a sequéncia de DNA da toxina C3.

Para auxiliar nas analises do envolvimento de RhoA na resposta aos efeitos
da exposi¢ao celular a radiagdo gama, utilizamos a toxina C3 que é uma exoenzima

secretada pela bactéria Clostridium botulinum capaz de inibir da ativacdo da
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seletivamente as GTPases RhoA, RhoB e RhoC (Aktories et al., 2004; Rohrbeck et
al., 2012; Sahai and Olson, 2006).

As células HelLa foram transfectadas transientemente com um plasmideo de
expressao eucariotica pEF-myc (Invitrogen), contendo a sequéncia de DNA que
codifica para a toxina C3, esse plasmideo foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Gary
Bokoch (The Scripps Research Institute, La Jolla-CA-USA). A transfeccao foi
realizada através da formacdo do complexo lipossomo + plasmideo, utilizando
Lipofectamine 2000 (Invitrogen).

Células HelLa foram plaqueadas em placas pl00 (para experimentos de
immunobloting) ou em p35 (para experimentos de ensaio cometa) até confluéncia de
80%. Para o processo de transfeccao foram preparados dois tubos com solucdes,
tubo A (14ug de DNA plasmidial em 500uL de meio DMEM sem SBF e sem
antibiotico, para placa p100 e 2ug em 150uL de meio DMEM sem SBF e sem
antibiotico para placa p35); tubo B (14uL de lipofectamina em 500uL de meio DMEM
sem SBF e sem antibiotico, para placa p100 e 3uL de lipofectamina em 150uL de
meio DMEM sem SBF e sem antibiotico para placa p35). Os tubos foram incubados
a temperatura ambiente por 5minutos. Em seguida as soluc¢des contidas nos tubos
A e B foram misturadas e incubadas a temperatura ambiente por 20 minutos.

As células aderidas as placas foram lavadas duas vezes com meio DMEM
sem SBF e sem antibidtico, a mistura dos tubos A+B foi adicionada as células e
mantidas incubadas por 6h, apds esse tempo o meio foi trocado por DMEM +10%
SBF. A eficiéncia de transfeccdo das células HeLa com o palsmideo contendo a
sequencia de DNA que codifica para a toxina C3, foi de aproximadamente 90%. As

células foram mantidas incubadas por 24h, onde se observou experimentalmente
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maior inibicdo da ativacdo de RhoA, apds esse tempo as células foram expostas a
radiacdo gama.

3.14 Geracdo de sublinhagens mutantes estaveis DR-GFP e EJ5-GFP em
células HelLa

Para determinar o possivel envolvimento de RhoA na cascata de sinalizagdo da
via de reparo de quebras de fita dupla, utilizamos o ensaio especifico para as vias de
reparo HR e NHEJ, onde foram geradas sublinhagens estaveis de célula HeLa contendo
um gene reporter que possui um ou dois sitios de restricdo para enzima de corte raro |-
Scel (Gunn and Stark, 2012).

A geracdo das sublinhagens estaveis de Hela foi realizada segundo
protocolo fornecido e publicado por Gunn e Stark (2012) (Gunn and Stark, 2012),
gracas aos vetores doados pelo Prof. Dr. Jeremy Stark (Department of Radiation
Biology, Beckman Research Institute of the City of Hope, Duarte, California, United
States of America). Células humanas de carcinoma de cervix — HeLa (ATCC CCL-2)
foram transfectadas utilizando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) com vetor
recombinante DR-GFP (carregando a sequencia de DNA que codifica para proteina
GFP, truncado pelo sitio de restricdo para enzima I-Scel) ou EJ5-GFP (carregando a
sequencia de DNA que codifica para proteina GFP truncada pela sequencia que
codifica para o antibiético puromicina, o qual é flanqueado por um sitio de restricdo
para enzima I-Scel em cada extremidade da sequencia de puromicina).

As células HelLa foram plaqueadas em placas de p60mm de diametro, apés
atingirem confluéncia de aproximadamente 80% as células foram transfectadas com
o vetor recombinante utilizando o agente de transfeccdo Lipofectame 2000
(Invitrogen). Para o processo de transfecgdo foram preparados dois tubos com

solugdes, tubo A (DNA plasmidial em 500uL de meio DMEM sem SBF e sem
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antibiotico); tubo B (3uL de lipofectamina em 150uL de meio DMEM sem SBF e sem
antibiotico). Os tubos foram incubados a temperatura ambiente por 5minutos. Em
seguida as solucbes contidas nos tubos A e B foram misturadas e incubadas a
temperatura ambiente por 20 minutos.

As células aderidas as placas foram lavadas duas vezes com meio DMEM
sem SBF e sem antibidtico, a mistura dos tubos A+B foi adicionada as células e
mantidas incubadas por 6h, apds esse tempo o meio foi trocado por DMEM +10%
SBF. As sublinhagens foram selecionadas e isoladas com 5 ug/mL de puromicina,
apos a selecdo as sublinhagens foram mantidas em meio de manutencao
DMEM+10%SBF suplementado com 1 ug/mL de puromicina. Os clones estaveis
contendo a insercdo para o ensaio de HR, foi chamado de HeLa-DR-GFP, e para os

gue possuiam insercao para o ensaio de NHEJ foi chamado de HelLa-EJ5-GFP.

3.15 Ensaios celulares do reparo de DNA exdgeno contendo danos de quebra
dupla: Reparo por Recombinacdo Homologa (HR) e Ndo-homéloga (NHEJ)

Os ensaios de HR e NHEJ foram realizados como descrito por Gunn e Stark,
2012, com modificacdes. Foram plagueadas em placas p35, 200.000 células dos
clones estaveis HelLa-DR-GFP ou HelLa-EJ5-GFP em meio de cultura
DMEM+10%SBF+ 1 ug/mL de puromicina 24h antes da co-transfeccado; esta ultima
foi realizada com 4 ug de vetor de expressdo contendo a sequencia que codifica
para enzima de restricdo I-Scel ou do vetor vazio, com ou sem 2ug do vetor com
sequencia que codifica para C3 para inibicdo da atividade de RhoA. Para a co-
transfeccdo foi utilizado como agente de transfeccdo a Lipofectamine 2000
(Invitrogen). Ap6s 72h da transfeccdo, a porcentagem de células expressando a

proteina EGFP foi determinada por citometria de fluxo (Excitacdo: 488nm / Emissao:
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540nm) no citbmetro FACSVerse (BD biosciences). Os dados foram analisados com
o software Kaluza 1.3 Flow Analysis (Bekman Coulter). A eficiéncia de transfeccéo
das células HelLa-DR-GFP ou HelLa-EJ5-GFP com o plasmide [|-Scel foi de
aproximadamente 0,8%. Para chegar a essa estimativa de eficiéncia, analisamos por
citometria de fluxo as células GFP+ e fizemos a relacdo com o numero total de
eventos (células).

3.16 Ensaio de apoptose em células marcadas com Anexina V e lodeto de
Propideo

Para analisar morte celular por apoptose em nossas sublinhagens celulares, e
identificar alguma contribuicdo positiva ou negativa de RhoA neste processo,
utilizamos marcacdo celular dupla com anexina-V (anticorpo que reconhece a
fostatidilserina externalizada por células em apoptose) e iodeto de propideo
(marcador nuclear que se intercala ao DNA, quando a membrana esta
desestabilizada permitindo sua entrada na célula) e andlises de fluorescéncia
emitida por células individuais no citdmetro de fluxo.

Para o ensaio de analise de morte celular por apoptose, em placas p35 foram
plagueadas 150.000 células 24h antes do tratamento com radiacdo gama (5 e
15Gy). Utilizamos como controle positivo 60J/m2 de radiacdo ultravioleta (UVC).
Apos 48h ou 72h do tratamento com radiacdo gama e UVC as células foram
coletadas e processadas. Primeiramente foram coletadas por centrifugagdo a
temperatura ambiente utilizando centrifuga 5424 (Eppendorf) as células contidas no
meio de cultura, em seguida as placas foram lavadas duas vezes com PBS, as
células contidas no tampado PBS resultantes da lavagem, também foram coletadas

por centrifugacdo e reunidas com as anteriores. As células ainda aderidas as placas
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foram tripsinizadas e também recuperadas por centrifugacéo, foi feita uma lavagem
subsequente das células com PBS e centrifugadas novamente.

Em seguida, todas as células coletadas e agrupadas foram ressuspendidas
cuidadosamente em tampéao de ligacdo da Anexina-V (50 mM HEPES pH7.4; 700
mM NaCl; 12.5 mM CaCl2), para ficar com concentracdo de 1x10°células/mL. Foi
coletado 100uL da suspensdo celular (1x10°células/mL) e adicionado 5uL de
Anexina-V conjugada com FITC (BD Biosciences) e 1,5 uL de iodeto de propideo
(Img/mL). As amostras foram incubadas por 15min a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Apo6s a incubacao foi adicionado 400 uL de tampéo de ligacdo da
Anexina-V e as células foram a analisadas por citometria de fluxo com citdmetro
FACSVerse (BD Bioscience) (excitacdo a 488 nm/ emissédo a 560nm para iodeto de
propideo e excitacdo a 496 nm/ emissdo a 520nm para Aexina-V-FITC). Os dados
obtidos foram analisados com o software Kaluza 1.3 Flow Analysis (Bekman

Coulter).

3.17 Andlise de senescéncia celular por atividade de beta-galactosidase

Para analisar o envolvimento da pequena GTPase RhoA no processo de
senescéncia, utilizamos o ensaio de determinacao da atividade de senescéncia pela
coloracdo de Beta-Galactosidade associada a senescéncia. A técnica € baseada no
fato de que células senescentes possuem atividade aumentada da enzima [3-
galactosidase, dessa forma a enzima digere o reagente X-Gal (que € um analogo da
lactose) presente na solugéao de coloragéo, resultando em um precipitado azul (Dimri
et al, 1995).

Para o ensaio de senescéncia foram plaqueadas em duplicata, 30x10° células

em placas de 35mm de didmetro, 24h antes da exposicao a radiacdo gama. Apos ao
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tratamento com radiacdo, as células retornaram para incubadora por 96h. Passado
esse tempo de incubacédo, o meio de cultura foi removido, as células foram lavadas 3
vezes com PBS. As células foram fixadas com solucédo de fixacdo (2% formaldeido,
0,2% Glutaraldeido em PBS) por 3 min, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS e
foi adicionado 2mL de solucédo de coloracdo pH 6 (5mmol/L K3Fe(CN)6, 2mmol/L
MgCl2, 150mmol/L NaCl, 30 mmol/L tamp&o fosfato/ Acido citrico, 5 mmol/L
K4Fe(CN)6, 1 mg/mL X-Gal) as placas foram mantidas incubadas por no maximo
18h a 37 °C (Dimri et al, 1995). Apés a incubacao as células foram lavadas 2 vezes
com PBS e armazenadas em geladeira no PBS, para posterior analise.

A analise foi feita contando células senescentes marcadas (azuis) com auxilio
de um microscopio invertido (Olympus), utilizando contraste de fase. Foram
contadas pelo menos 1000 células por placa. Os dados foram expressos em

porcentagem de células marcadas em relacéo ao total de células contadas.

3.18 Anadlises estatisticas

Os resultados foram analisados utilizando teste de significancia teste t de
Student ou two-way ANOVA com Bonferroni post-test , e expressos em média +
desvio padrdo amostral (SEM) de triplicata experimental. Foi utilizado o software
GraphPad Prism 5.00 (San Diego, CA) para a representacao grafica de todos os

resultados.
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4. RESULTADOS

4.1 Envolvimento da proteina RhoA GTPase na resposta de células expostas a

radiacdo gama

4.1.1 Caracterizacdo das sublinhagens clonais de células HeLa mutantes para
a GTPase RhoA

A utilizacdo de sublinhagens clonais tem sido extensivamente utilizada para
analisar a funcdo da proteina Rho. Geralmente é utilizado dois tipos de mutacdes
pontuais, uma que confere caracteristica constitutivamente ativa e outra que confere
caracteristica de dominante negativa para a proteina (Ridley, 2001).

As sublinhagens estaveis de células HeLa mutantes para RhoA, as quais
expressam exogenamente a sequéncia de cDNA que codifica para RhoA
constitutivamente ativa (HeLa-RhoA V14) ou dominante negativa (HeLa-RhoA N19),
ja haviam sido obtidas anteriormente no laboratério (pelo Prof. Dr. Fabio Forti),
segundo materiais e métodos descritos no item 3.6, no entanto ainda ndo haviam
sido testadas. O clone constitutivamente ativo, possui a substituicdo de Ala para Val
na posicdo 14; dominate negativo substituicdo de Thr por Asn na posicdo 19. As
mutacOes ficam localizadas no loop de ligacdo ao fosfato e n&do ocasionam
mudanc¢as conformacionais significantes nesta regido, no entanto, ha grande
mudanca na regido do switch Il e I. Estas mutag¢des séo equivalentes as encontradas
naturamente na mutacdo oncogénica de Ras, onde Ras V12 apresenta ganho de
funcdo (constitutivamente ativo) e Ras N17 perda de fungcdo (dominante negativo)

(Qiu et al., 1995; Ridley et al., 1992).
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No total foram gerados 182 clones mutantes RhoA-V14 e 41 clones mutantes
RhoA-N19, e dentre esses foram isolados, expandidos e congelados 6 clones
mutantes RhoA-V14 e 6 clones RhoA-N19. Oito destes clones foram testados, sendo
guatro dominante negativos (HeLa-RhoA N19 1G; HeLa-RhoA N19 2P; HeLa-RhoA
N19 1P; HeLa-RhoA N19 4G) e quatro constitutivamente ativos (HeLa-RhoA V14
1G; HeLa-RhoA V14 2G; HeLa-RhoA V14 2P; HeLa-RhoA V14 4G).

Como parametro inicial de caracterizacdo, analisamos os niveis de RhoA
ativo destas sublinhagens celulares, ou seja os niveis de RhoA-GTP. Utilizamos o
ensaio de pull-down para determinar os niveis de RhoA ativo intracelular, onde o
lisado celular foi incubado com beads RBD-GST, as quais sdo a proteina de fusao
RBD-GST (Glutationa S-Transferase fundida a RhoA Binding Domain da proteina
Rhotekin) ligada a resina Glutathione-Sepharose 4B (GE Healthcare). O ensaio de
pull-down é baseado na capacidade do dominio de ligacdo a RhoA da proteina
Rhotekin em reconhecer e se ligar especificamente a RhoA ligada a GTP (Reid et
al., 1996; Ren et al., 1999).

Para esses ensaios, as células foram carenciadas com 0% de soro bovino
fetal (SBF) por 48h e entdo estimuladas ou ndo com 30%SBF por 1h, ou
simplesmente mantidas em crescimento exponencial na presenca direta de 10% de
SBF (sem prévio carenciamento). A presenca de SBF ao meio de cultura é capaz de
ativar RhoA, pois possui fatores de crescimento como por exemplo epidermal growth
factor (EGF), fibroblast growth factor (FGF), além de outros compostos como o
lysophosphatidic acid (LPA), dentre muitos outros, e 0s quais possuem a capacidade
de ativar RhoA (Gohla et al., 1998; Ren et al., 1999).

De acordo com a figura 9, podemos observar que a sublinhagem dominante

negativa HelLa-RhoA N19 1G apresenta menores niveis de RhoA-GTP em
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comparacao com HelLa-RhoA V14 4G e HelLa parental quando as células estdo em
crescimento sem carenciamento. No entanto, a mesma reducédo nao foi observada
no segundo mutante dominante negativo HeLa-RhoA N19 4G.

Os mutantes constitutivamente ativos RhoA V14 4G e V14 2G, apresentaram
niveis de RhoA ativo maior em relacdo a HelLa parental e RhoA N19, quando em
crescimento ndo carenciado (Figura 9).

Quando as células foram carenciadas com 0%SBF por 48h, observamos uma
reducdo sensivel dos niveis de RhoA-GTP em HelLa-RhoA N19 4G e mais
expressiva em HelLa-RhoA V14 2G, ja nos mutantes RhoA N19 1G, RhoA V14 4G e
em Hela parental observamos um aumento dos niveis de RhoA-GTP. Apds o
carenciamento de 48h e ao adicionarmos 30% de SBF por 1h, observamos aumento
sensivel dos niveis de RhoA-GTP em relacdo ao carenciamento, nas sublinhagens

testadas.

& + + " + + . + + Carenciamento de

48h
10 0 30 Soro(%)

Hela Hela-RhoA N19 1G Hela-RhoA V14 4G

| RhoA-GTP

RhoA

Hela-RhoA N19 4G Hela-RhoA V14 2G

Figura 9- Caracterizacdo dos mutantes de HeLa-RhoA pelo ensaio de atividade (Pull-down). O
ensaio de atividade de RhoA foi realizado utilizando beads RBD-GST, as quais capturam e precipitam
RhoA ativa (RhoA-GTP). A atividade de RhoA foi determinada em células em crescimento normal
(10%SBF); em células carenciadas por 48h com 0%SBF e em células estimuladas com 30% SBF
apo6s carenciamento. Os niveis de RhoA-GTP foram determinados por immunoblot utilizando
anticorpo anti-RhoA (Santa Cruz). As imagens sao representativas de trés experimentos
independentes.
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Como tradicionalmente a RhoA GTPase, dentre todas as trés Rho GTPases,
possui papel impar na migracdo celular, utilizamos o ensaio de migracao (“wound
healing assay”) também como ferramenta para auxiliar na caracterizacdo das
sublinhagens clonais mutantes. Para os ensaios de migracdo utilizando HelLa
parental e os clones RhoA N19 e RhoA V14, um risco no diametro da placa de
cultura totalmente confluente foi feito, de modo que fosse possivel a formacédo de
uma fenda livre de células. Foram realizadas trés medi¢cbes do diametro da fenda
por placa, no momento em que o risco foi feito Oh e 24h apés.

O ensaio de migracao foi dividido em trés blocos; em um bloco experimental
as células ndo foram carenciadas no segundo e terceiro blocos experimentais
primeiramente as células foram carenciadas com 0% de SBF por 24h e entdo uma
fenda foi produzida com auxilio de uma ponteira de micropipeta, nesse momento
realizamos a primeira medicdo do diametro da fenda (Oh). Em um bloco de
experimentos mantivemos as células carenciadas com 0% de SBF por mais 24h,
somando 48h de carenciamento e em outro bloco experimental adicionamos
10%SBF ao meio de cultura, também por 24h. A segunda medicao da fenda foi
realizada apdés 24h da adicdo ou ndo de SBF. Novamente, estes ensaios
apresentam condicdes semelhantes aos dos ensaios de pull-down mostrados
anteriormente visto que se pretende modular a atividade de RhoA de forma
semelhante.

Os ensaios de migracdo demonstram que HelLa parental, mesmo na auséncia
de SBF mantém a capacidade de migrar, porém essa capacidade € reduzida em

torno de 60%, ndo havendo fechamento total da fenda. Com adi¢cdo de 10% de SBF
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ao meio de cultura por 24h, as células restabeleceram sua capacidade normal de
migrar, evidenciado pelo fechamento total da fenda (Figura 10).

Os mutantes dominante negativos HeLa-RhoA N19 testados, apresentaram
variacdo na taxa de migracao entre si, no entanto nenhum dos clones foi capaz de
fechar totalmente a fenda. As sublinhagens mutantes RhoA-N19 1G e RhoA-N19 4G
apresentaram menor taxa de migracdo quando nao carenciados, migrando somente
40% e 55% respectivamente. E apds o carenciamento por 24h e a adicdo de 10%
SBF ao meio de cultura, ndo observamos aumento significativo da porcentagem de
migracdo. Indicando que em relacdo a atividade de migracdo, esses mutantes se
comportam como melhores dominante negativos de RhoA, pois migram menos em
relacdo a HelLa parental (Figura 10).

Os mutantes constitutivamente ativos RhoA-V14, também apresentaram
variacdo na taxa de migracdo. As sublinhagens RhoA-V14 4G e RhoA-V14 2G
apresentaram a maior taxa de migracdo dentre os outros mutantes, fechando
totalmente a fenda. No entanto, observamos reducéo na porcentagem de migracao
gquando as células foram carenciadas, migraram somente 30% e 40%
respectivamente. Os mutantes restabeleceram totalmente a capacidade de migracao
guando adicionamos SBF ao meio de cultura, dessa forma observamos que o perfil
desses clones € semelhante ao da Hela parental (Figura 10).

Experimentos de migracdo realizados em nosso laboratoério utilizando inibidor
de divisdo celular mitomicina C (Sigma-Aldrich), que se liga e promove crosslinks
nas fitas duplas do DNA (Cleaver, 2011), demonstraram que em células HelLa
tratadas previamente com 2 ug/mL de mitomicina C durante 4h, ndo apresentam
alteracdo na sua migracdo celular em experimentos realizados nas mesmas

condi¢cdes descritas. Ou seja, ocorre migragdo celular quando as células séo
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mantidas em meio de cultura suplementado com 10%SBF e analisadas 24h apés,
demonstrando que a migracdo vista nos experimentos anteriores ndo € devido a
proliferacéo ou divisdo celular (Espinha, G.T. et al. dados nao publicados).

Esses dados sugerem que os mutantes RhoA-N19 (1G e 4G) apresentam
fendtipos de dominante negativo, uma vez que apresentam reduzida capacidade de
migracdo e menores niveis de RhoA-GTP quando nédo carenciados. Nos mutantes
constitutivamente ativos RhoA-V14 (2G e 4G), as células migram normalmente e

apresentam altos niveis de RhoA-GTP, quando as células ndo estédo carenciadas.
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Figura 10 -Ensaio de migracao celular das células HelLa parental e dos mutantes HeLa-RhoA
N19 e HeLa-RhoA V14, na presenca ou auséncia de 10%SBF. Primeira foto de cada painel: células
logo apds o risco; Segunda foto de cada painel: células em crescimento normal na presenca de 10%
SBF; Terceira foto: células carenciadas por 24hr e ndo estimuladas; Quarta e Ultima foto de cada
painel: células carenciadas por 24hr e estimuladas com 10% SBF por 24hr. As imagens séo
representativas de trés experimentos independentes. As células foram fotografadas com aumento de
200X e as fendas medidas utilizando o software Cell-F (Olympus). O gréfico representa a
porcentagem de migracao celular. As células foram fotografadas com aumento de 200X e as fendas
medidas utilizando o software Cell-F (Olympus). Analise estatistica 1way ANOVA P<0.05 entre
controle ndo carenciado e células carenciadas ou apés adicdo de 10%SBF.
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Observamos ainda que as sublinhagens clonais mutantes, dominante
negativas e constitutivamente ativas, apresentam modificacdo da morfologia celular
em relacéo a linhagem Hela parental. Os mutantes sdo mais espraiados e maiores
do que a célula parental HeLa, porém ndo observamos variacdo morfologica

significativa que se destaque entre os clones mutantes (Figura 11).

Figura 11 - As sublinhagens clonais mutantes RhoA V14 e RhoA N19 apresentam variacao
morfolégica em relacdo a linhagem HelLa parental como maior volume, maior espalhamento e
menor densidade de compactacdo. As células foram analisadas e fotografadas em microscopio
invertido (Olympus) no aumento de 200X, em condi¢des de crescimento normal com 10% de SBF.
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4.1.2 A atividade de RhoA é aumentada pela exposicao a radiagcdo gama

ApoOs analisar os experimentos anteriores, decidimos seguir 0os experimentos
utilizando somente as sublinhagens clonais HeLa-RhoA N19 1G e HeLa-RhoA V14
4G. Pois o clone RhoA N19 1G apresentou menor nivel de RhoA-GTP (ativo) ja na
situacdo basal, observado pelo ensaio de pull-down, e também apresentou menor
porcentagem de migracao celular (Figuras 9 e 10). A decisdo de utilizar o clone
RhoA V14 4G, foi baseada nos experimentos de pull-down, onde observamos niveis
altos de RhoA —GTP (ativo) e também foi baseada nos experimentos e migracao,
onde manteve a porcentagem de migracao alta (Figuras 9 e 10).

Para determinar o envolvimento da pequena GTPase RhoA na resposta
celular quando as células sao expostas a radiacdo gama, primeiramente analisamos
os efeitos da radiacdo sob os niveis de ativacdo de RhoA, através do ensaio de
ativacdo (pull-down). As células HelLa e as sublinhagens clonais mutantes (RhoA
V14 4G e RhoA N19 1G) foram expostas a diferentes doses de radiacdo gama (2Gy,
5Gy e 15Gy) e o lisado celular foi obtido apés meia hora da irradiacdo. O tempo de
meia hora apdés a exposicdo das células a radiacdo gama, foi baseada em dados
presentes na literatura, onde observamos que em linhagens celulares a ativacao de
RhoA foi maxima meia hora apés a radiacdo gama (Frisan et al., 2003; Gabrys et al.,
2007; Guerra et al., 2008).

Podemos observar que a ativacdo de RhoA na linhagem HelLa parental é
regulada em resposta aos efeitos da radiagdo gama, pois houve um aumento dos
niveis de RhoA-GTP (ativo) com a exposi¢cdo da célula a radiacdo gama e esse
aumento é dose dependente (Figura 12).

Quando as sublinhagens clonais mutantes foram expostas a doses

crescentes de radiagdo gama, pudemos observar que houve uma pequena
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modulacao positiva da atividade de RhoA nos dois clones mutantes, RhoA N19 1G e
RhoA V14 4G. Essa modulacdo se deve ainda a atividade residual da RhoA
enddgena, nao totalmente eliminada pelos efeitos da proteina exégena uma vez que
durante o processo de obtencdo das sublinhagens clonais mutantes a expressao de
RhoA enddgena muito provavelmente nédo foi alterada. No entanto, essa modulagéo
€ muito pequena a ponto de considerarmos que ela nao invalida os fendtipos dos
clones mutantes obtidos e empregados nesta tese. Dessa forma a atividade de
RhoA-GTPase € positivamente modulada pelos efeitos gerados pela radiacdo gama
(Figura 12).

Além disso, vale lembrar que o clone RhoA N19 1G apresenta atividade basal
de RhoA ativo (células sem tratamento) extremamente baixo, em relacdo a
sublinhagem clonal RhoA V14 e a linhagem HelLa. Quando submetemos RhoA N19
1G a radiacdo gama, também n&o observamos modulacédo positiva da ativacao de
RhoA de maneira significativa (Figura 12). Ja o clone constitutivamente ativo RhoA
V14 4G apresenta atividade de RhoA ativo muito alto j& na condicdo basal (sem
tratamento), e provavelmente por isso que ndo vemos modulacdo de RhoA GTPase
nestes clones (Figura 12), pois RhoA (em sua maioria) ja se encontra no estado

ativo.

0Gy 2Gy 5Gy 15Gy 0Gy 2Gy 5Gy 15Gy 0Gy 2Gy 5Gy 15Gy
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Figura 12 - Modulacdo da ativacao de RhoA pelos efeito da radiacdo gama. As células foram
irradiadas com diferentes doses de radiagdo gama (2Gy, 5Gy e 15Gy) e lisadas 30 minutos apds ao
tratamento. O ensaio de atividade de RhoA foi realizado utilizando beads RBD-GST. Os niveis de
RhoA-GTP foram determinados por immunoblot utilizando anticorpo anti-RhoA (Santa Cruz). As
imagens sdo representativas de trés experimentos independentes.
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Com objetivo de auxiliar a analise do comportamento de RhoA em resposta
aos efeitos da radiacdo gama, foram geradas sublinhagens clonais HeLa-pCM mock
e HeLa-RhoA WT. A sublinhagem pCM-Mock foi gerada a partir da transducdo em
células HelLa do plasmideo pCM vazio, que contém o marcador de resisténcia para
Neomicina, esse plasmideo foi utilizado para inserir de forma estavel a sequéncia de
RhoA mutada no material genético da célula HeLa, dando origem aos mutantes
dominante negativos (RhoA N19) e constitutivamente ativos (RhoA V14). Também
foram geradas por transducdo linhagens que expressam RhoA ndo mutada ou
carregando a sequéncia selvagem (RhoA-WT).

As sublinhagens HelLa-pCM Mock e HelLa-RhoA WT ndo apresentaram
mudancas da morfologia celular, em relacdo a HeLa parental (ANEXO 1). E também
observamos que a modulacdo da atividade de RhoA nas sublinhagens HelLa-pCM-
Mock e HeLa-RhoA WT em resposta a radiacdo gama € muito semelhante a
encontrada em Hela parental. Em ambas sublinhagens clonais, RhoA WT e RhoA-
pCM Mock, RhoA é ativada quando as células sdo expostas a radiagdo gama e esta

ativacdo também é dose dependente (dados em ANEXO 2).

4.1.3 A radiacdo gama estimula a migracao celular nas linhagens HelLa e Hel a-
RhoA V14

A capacidade de migracdo das sublinhagens clonais RhoA N19 e RhoA V14
também foi testada na presenca da radiacdo gama. As células foram plaqueadas em
alta densidade, 24 hr antes do tratamento com radiacdo gama, e as placas foram
riscadas minutos antes da exposi¢ao a radiacdo. As linhagens foram submetidas as

doses de 0,5; 5 e 15 Gy a temperatura ambiente e retornadas a incubadora.
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Pudemos observar que na linhagem Hela parental, hA o fechamento da
fenda nas doses de 0,5 e 5 Gy, porém ¢é visivel uma menor densidade celular na
regido da fenda na dose mais alta de 15 Gy, onde ndo ocorreu fechamento total.
Nessa dose observamos uma reducdo da migracdo, mas ainda as células migraram
em relacdo a condicdo controle, indicando que em HelLa a migracdo celular &
afetada de maneira dose dependente pela radiacdo gama, apesar do aumento dose-
dependente da atividade de RhoA (Figura 13).

Nas sublinhagens dominante negativas RhoA N19 de maneira geral, a
atividade de migracdo possui maior sensibilidade a radiacdo gama quando
comparada com HelLa e RhoA V14, pois ja na menor dose de radiacdo (0,5 Gy) a
taxa de migracdo foi sensivelmente menor em relacdo ao controle ndo irradiado,
para os dois mutantes RhoA N19. Isto esta de acordo também com o menor
aumento da atividade de RhoA nestes clones. Porém a reducdo da migracao celular
foi mais expressiva quando as células foram expostas as maiores doses de radiacéo
(5 e 15Gy), onde podemos observar menor migracao celular. O mutante RhoA N19
1G migrou 50% menos e o mutante RhoA N19 4G migrou 25% menos em relacdo ao
seu controle ndo irradiado. O mutante RhoA N19 1G apresentou maior reducdo da
migracdo celular em relacdo ao mutante RhoA N19 4G, quando as células foram
expostas a radiacdo gama (Figura 13).

O perfil de migracdo dos mutantes constitutivamente ativos, RhoA V14, foi
bem semelhante ao das células parentais, onde a migragcédo néo foi muito afetada na
dose mais baixa de radiacdo (0,5 Gy) e houve o fechamento total da fenda, porém
também apresentou menor densidade celular na regido da fenda, isto é devido a
morfologia das células, onde sdo maiores e mais espraiadas. O mutante RhoA V14

2G, apresentou maior sensibilidade da migracdo quando as células foram expostas a
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dose de 5Gy, pois houve menor taxa de migracédo, migrou somente 90% em relacéo
ao mutante RhoA V14 4G que migrou 100% na mesma dose. No entanto, essa
diferenca da taxa de migracéo foi invertida, pois o mutante RhoA V14 4G apresentou
menor migracao quando exposto a dose de 15Gy, migrou somente 60% em relacdo
ao mutante RhoA V14 2G, o qual migrou mais de 80% (Figura 13). Entretanto,
apesar destas pequenas diferencas de motilidade, em todos estes clones RhoA-V14
observou-se que os niveis altos de atividade de RhoA sdo imprescindiveis para a
migracdo, mesmo que pequena, e nas maiores doses de radiacdo gama.

Os dados obtidos indicam que dentro dos dois grupos de clones mutantes de
RhoA N19 e RhoA V14 testados, ha diferencas internas entre os variantes clonais
como esperado, porém de maneira geral, a capacidade de migracdo das linhagens é
afetada pela radiacdo gama e o0s mutantes constitutivamente ativos RhoA V14,
assim como as células parentais HelLa, sdo menos afetados pela radiacdo gama, em

relacdo aos mutantes dominantes negativos RhoA N19.
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Figura 13 — Os clones HeLa-RhoA N19 migram menos em relacdo a HelLa e HeLa-RhoA V14
quando submetidos a diferentes doses de radiacdo gama. Tempo zero: logo apds o risco,
primeira foto de cada painel. Nas demais fotos dos painéis, as células foram submetidas a doses
crescentes de radiagdo gama de 0,5; 5 e 15Gy respectivamente. As imagens s&o representativas de
trés experimentos independentes. O grafico representa a porcentagem de migracdo celular. As
células foram fotografadas com aumento de 200X e as fendas medidas utilizando o software Cell-F
(Olympus). Anélise estatistica lway ANOVA P<0.05 entre controle ndo irradiado e células irradiadas.
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4.1.4 As sublinhagens clonais mutantes RhoA N19 e RhoA V14 apresentam

menor capacidade de proliferacdo em relacao as células HelLa

As sublinhagens celulares clonais foram submetidas a duas doses de
radiacdo gama (0,5 e 5 Gy) e sua capacidade proliferativa foi determinada através
do ensaio de curva de crescimento.

A linhagem HelLa apresentou maior proliferacdo celular, com tempo de
dobramento de aproximadamente 0,8 dia das células sem tratamento. A exposi¢ao a
dose de 0,5 Gy nao afetou significativamente na proliferacdo celular em relacdo ao
controle HelLa néo irradiado, com tempo de dobramento médio de 1,0 dia. No
entanto, quando as células foram e expostas a 5 Gy houve menor crescimento
celular, com aumento do tempo de dobramento para 1,3 dia (Figura 14A).

O mutante RhoA N19 1G de modo geral apresentou menor proliferacdo em
comparacao a HeLa e o mutante constitutivamente ativo, com tempo de dobramento
de 1,5 dia. De maneira semelhante a HeLa, RhoA N19 quando submetida a 0,5 Gy
ndo demonstrou diferencas significativas na proliferacdo, foi bem préximo ao
controle ndo irradiado. Contudo, RhoA N19 1G possui maior sensibilidade quando
submetida a dose de 5 Gy, uma vez que ao longo da curva de crescimento
observamos pouca variacdo no numero de células ao decorrer dos dias, o tempo de
dobramento celular foi significativamente maior aumentando para 2,7 dias. Podemos
observar melhor essa redugéo no crescimento celular observando a curva obtida
com maior numero de coletas, nessa curva as células foram coletadas até 8 dias
apos ao tratamento com radiagdo gama (Figuras 14B e 14E).

Ja o clone mutante RhoA V14 4G também apresentou uma reducdo na

proliferagao celular em comparagao a Hela parental, o tempo de dobramento foi de



73

1,2 dia. Quando as células foram submetidas a 5 Gy observamos reducdo na
proliferacéo celular, o tempo de dobramento aumentou para 2,2 dias. No entanto, o
mutante RhoA V14 4G prolifera mais que o mutante dominante negativo RhoA, como
podemos observar melhor na curva de crescimento com as células coletadas até o
oitavo dia apos ao tratamento com radiacdo gama (Figuras 14C e 14F).

Dessa forma, as sublinhagens clonais mutantes para RhoA e a célula
parental HeLa apresentam menor sensibilidade a baixa dose de radiacdo gama 0,5
Gy e apresentam maior sensibilidade as doses maiores como a de 5 Gy, pois ha
menor proliferacdo celular quando submetidas a essa dose de radiacdo. Ambas
sublinhagens clonais mutantes por sua vez, apresentaram menor proliferacdo celular

guando comparadas a células HelLa.
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Figura 14 - Os mutantes RhoA V14 e N19 apresentaram reducdo na proliferagcdo celular em
relacdo a HelLa parental. Em placas de 35mm, 35x10° células foram plagueadas 24h antes de serem
expostas as doses de 0.5 e 5Gy. A e D Curva de crescimento de HelLa; B e E Curva de crescimento
de HelLa-RhoA N19; C e F Curva de crescimento de HelLa-RhoA V14. Os graficos sado a
representacéo de triplicata experimental independente. Teste estatistico two-way ANOVA *P<0.05;
**P<0,01; **P<0.001 entre controle nao tratado versus células tratadas.

A capacidade de sobrevivéncia celular foi analisada através do ensaio de
capacidade de formacédo de colénias em baixa densidade celular. As células foram
plaqueadas em baixa densidade (1X10° e 2X10° células) e submetidas a radiacdo
gama nas doses de 0,5 e 5Gy.

No ensaio de formacéo de colbnias, assim como na curva de crescimento,
HelLa parental apresentou maior numero de colbnias em relagcdo aos mutantes RhoA
N19 1G e RhoA V14 4G, quando comparamos as células ndo tratadas e também
guando comparamos célula tratadas com radiagcdo gama (0,5 Gy e 5 Gy) (Figura

15A). Quando comparamos HelLa-pCM-Mock e HeLa-RhoA-WT com Hela parental,
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observamos diferencas significativas somente entre o numero de coldnias dos
controles ndo tratados com radiacdo. Entretanto, quando expomos as células a
radiacdo gama nao observamos diferencas significativas entre estas 3 linhagens
(dados em ANEXO 3).

As sublinhagens clonais mutantes HeLa-RhoA V14 4G e HeLa-RhoA N19 1G
nao apresentaram diferencas significativas entre si, em relagdo ao numero de
colénias, nas condicdes testadas (Figura 15A).

Analisando os dados plotados como fracdo de sobrevivéncia, podemos
observar que as linhagens testadas estdo bem proximas uma da outra, ndo havendo
diferencas significativas entre elas. O mutante dominante negativo RhoA N19 1G
apresenta maior sensibilidade aos efeitos da radiacdo gama, porém ndo ha
diferenca estatisticamente significativa entre RhoA V14 4G. A sublinhagem
constitutivamente ativa RhoA V14 4G possui maior taxa de sobrevivéncia em relacéo
a Hela parental e o mutante N19 1G na dose mais baixa de radiacdo gama (0,5 Gy),
engquanto que na maior dose de radiacao (5 Gy) torna-se mais sensivel somente em
relacdo a linhagem parental HeLa (Figura 15C).

As sublinhagens HelLa-RhoA-WT e HelLa-pCM-Mock apresentaram taxas
fracdo de sobrevivéncia semelhantes. No entanto a sublinhagem HelLa-RhoA-WT
mostra-se com fracdo de sobrevivéncia sensivelmente maior em relacdo as outras
linhagens quando exposta a 0,5Gy, ao passo que na dose de 5 Gy a fragao reduz a
valores abaixo aos de HelLa parental, um comportamento semelhante ao clone
RhoA-V14. HelLa-pCM-Mock ocupa posi¢cdo intermediaria entre HelLa parental e
HeLa-RhoA-WT na menor dose de radiacdo, enquanto que na dose de 5Gy a taxa
de sobrevivéncia fica extremamente semelhante a da sublinhagem HelLa-RhoA-WT,

ambos abaixo da sobrevivéncia apresentada pela HeLa (dados em ANEXO 3).
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Ambos ensaios, de curva de crescimento e de formacéo de coldnia, indicam
gue todas as linhagens celulares testadas sdo sensiveis a altas doses de radiacéo
gama (5 Gy ou maior, dados nao mostrados) e que os clones dominante negativo e
constitutivamente ativo, possuem no geral uma menor capacidade de proliferacédo
em relacdo a linhagem celular parental. Aparentemente a falta ou deficiéncia de
RhoA torna a célula HeLa mais sensivel aos efeitos gerados pela radiacdo gama,
pois o clone dominante negativo mostrou-se sistematicamente mais sensivel a
radiacdo, proliferando menos quando exposto a dose de 5Gy. A sublinhagem clonal
RhoA V14, além de exibir altos niveis endégenos de RhoA ja apresentados pela

célula HelLa, também torna a célula sensivel aos efeitos da radiacdo gama.
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Figura 15 — Os clones HeLa-RhoA N19 1G e HeLa-RhoA V14 4G sao mais sensiveis aos efeitos
da radiacdo gama em relagcdoa a linhagem HelLa parental. Foram plagueadas 2000 células em
placas de 60 mm de diametro, 24h antes de serem expostas a radiacdo nas doses de 0,5 Gy e 5 Gy.
Apés 10-12 dias em cultura as células foram fixadas com formaldeido 10% em PBS, coradas com
cristal violeta 0,5% e contadas manualmente. Os resultados sdo a média +/- SEM de trés
experimentos independentes. Foi utilizado para andlise estatistica ANOVA *P<0.05; ***P<0.001 entre
os clones versus Hela parental.

4.1.5 O clone mutante deficiente em RhoA, HeLa-RhoA N19 1G, apresenta
acumulo de células na fase G1 do ciclo celular em resposta aos efeitos da
radiacdo gama

A proteina RhoA GTPase esta relacionada com a progressao no ciclo celular,
modulando a negativamente os niveis de p27 que é um inibidor de CDK, RhoA é
importante para degradacdo de p27 e regulando a expresséo da ciclina D1 através
da via RhoA-ROCK-LIMK (Heng and Koh, 2010; Morin et al., 2009; Villalonga and
Ridley, 2006). Dessa forma decidimos investigar o comportamento do ciclo celular
dos clones mutantes frente a exposi¢do a radiacdo gama. Células em crescimento
exponencial foram expostas a 5 Gy ou 15 Gy, retornadas para a incubadora e

coletadas apés 6, 12 (ndo mostradas) e 24h. A analise do ciclo celular foi realizada
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utilizando incorporacdo de iodeto de propideo, substancia fluorescente intercalante
ao DNA que permite analisar a populacdo de células ao longo das fases do ciclo
celular, utilizando citometria de fluxo.

Podemos observar que o mutante dominante negativo HeLa-RhoA N19 1G
apresentou um acumulo mais evidente de células na fase G1 do ciclo celular,
guando exposto a dose maior de 15 Gy de radiacdo gama e, consequentemente,
uma reducdo do numero de células em G2/M. Essas variacbes ndo sao
evidentemente observadas quando as células foram expostas a menor dose de 5 Gy
(Figura 16).

Na literatura ha informac@es indicando que células quando submetidas a um
radiomimético (toxina bacteriana CDT), leva a parada no ciclo celular na fase G2 os
autores correlacionam essa parada no ciclo celular com a ativacdo de RhoA, pois em
outros trabalhos utilizando essa mesma toxina CDT, observou-se ativacdo de RhoA
(Frisan et al., 2003; Guerra et al., 2008)

Esses dados sdo semelhantes aos obtidos por Yan e colaboradores (2012),
gue observaram em células de cancer de mama MCF-7 a inibicdo da ativacdo de
Racl GTP, que € uma pequena GTPase da mesma familia de RhoA GTPase, na
presenca de radiacdo gama leva a uma atenuacéo da parada do ciclo celular na fase
G2/M e atenuando também a ativacdo das proteinas de checkpoint (Yan et al.,
2012).

J4 o mutante constitutivamente ativo HeLa-RhoA V14 4G apresentou o perfil
do ciclo celular, bem semelhante ao da HelLa parental, em ambos tratamentos com
radiacdo gama (Figura 16). Essa semelhanca nos indica que a regulagdo normal do
ciclo celular de células HelLa expostas a radiacdo gama se deve aos altos niveis de

RhoA ativo.
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Analisando os resultados de proliferacao celular (Figura 14), podemos fazer
uma correlacdo desses dados com os obtidos da analise do ciclo celular, onde o
clone RhoA N19 apresenta menor proliferacdo celular e com aumento do tempo de
dobramento celular, em relacdo de RhoA V14 4G e Hela. Essa reducdo da
proliferacdo celular provavelmente se deve ao acumulo de células observado na
fase G1 do ciclo celular, onde essas células permanecem mais tempo aumentando o

tempo de dobramento celular.
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Figura 16 — O clone mutante HeLa-RhoA N19 1G apresenta maior acimulo de células na fase
G1 do ciclo celular, quando exposto a radiagao gama. As células foram expostas a 5Gy e 15Gy, e
analisadas apés 24h do tratamento. Os gréficos representam a porcentagem do nimero de eventos
(células), em cada fase do ciclo celular, foram analisados 30.000 eventos em triplicata experimental.
A quantificacdo dos eventos foi realisada pelo software Kaluza 1.3 (Beckman Coulter). Andlise
estatistica utilizada foi ANOVA * P<0,05 HelLa parental versus mutantes.
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4.1.6 Avaliacdo da Senescéncia celular por associagcdo com atividade de B-
Galactosidase.

Células senescentes possuem atividade de -galactosidase aumentada, essa
caracteristica € a mais utilizada e aceita como marcador de células senescentes,
sendo conhecida como senescéncia associada a atividade de B-galactosidade (SA-
B-gal) (Campisi and d'Adda di Fagagna, 2007; Dimri et al., 1995).

Estudos anteriores demonstram que RhoA esta envolvida no processo de
senescéncia ativada por FGF2 em células de camundongo Y1 e 3T3-B61 (Costa et
al, 2008; Vavrova & Rezacova, 2010). A literatura cita que células expostas a
agentes genotoxicos induzem a senescéncia, € a chamada senescéncia induzida
por stress. Dessa forma, para determinar se ha envolvimento de RhoA no processo
de senescéncia em resposta a quebra dupla do DNA, as linhagens celulares foram
expostas a diferentes doses de radiacéo (0,5, 5 e 15 Gy).

Testes foram realizados para determinar o melhor tempo para detec¢cédo das
células senescentes. As células foram retiradas da incubacédo 48, 72 e 96 hr (dados
ndo mostrados) apdés exposicdo a radiacdo gama e coradas com solucdo de
coloracdo para senescéncia. Foi observado que a coloragéo fica mais evidente 96 hr
apos a radiacdo, dessa forma os ensaios subsequentes foram corados 96 hr apos a
radiacao.

Os experimentos demonstraram, que ndo ha diferenca na entrada em
senescéncia das células HeLa e os clones mutantes RhoA N19 e RhoA V14, nas
diferentes doses de radiagdo gama utilizadas. No entanto, observamos uma ligeira
maior sensibilidade da sublinhagem mutante RhoA N19, nas menores doses de
radiacdo gama, porem essa diferenca ndo é estatisticamente significante (0,5 e 5

Gy) (Figura 17).
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Dessa forma, podemos inferir que em células HeLa a RhoA GTPase
aparentemente nao esta envolvida na inducédo da senescéncia celular em resposta

ao efeitos da exposicéo das células a diferentes doses da radiacdo gama.

Senescent Cells (%)

15 .Gy

HeLa & HelLa-RhoAN19 E=3 Hela-RhoAVi14

Figura 17 — N&o ha diferenca entre os clones na entrada da senescéncia celular. As células
foram plagqueadas em placas de 35mm, 24h antes de serem expostas as doses radiacdo, 0,5, 5 e 15
Gy. ApOs o tratamento as placas foram reincubadas por 96h e entdo coradas com solugdo de
colorag@o contendo X-gal, por no maximo 18h. As andlises foram feitas em microscépio invertido
contando células senescentes (azul) em um total de pelo menos 1000 células. Os dados sdo a média
+/- SEM de quatro experimentos individuais.

4.1.7 Mutantes deficientes e proficientes de RhoA GTPase nao alteram
substancialmente sua morte por apoptose ap6s radiacdo gama

A radiacdo gama conhecidamente induz morte celular por apoptose (também
chamada de morte celular programada). O evento de sinalizac&do para ativacdo da
apoptose segue a ativacdo de caspases, extravasamento de citocromo c da
mitocondria, externalizacdo da fosfatidilserina da bicamada lipidica, clivagem da
proteina PARP e fragmentacdo internucleossomica do DNA gendmico (Elmore,

2007; Mirzaie-Joniani et al., 2002).
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Para analisar morte celular por apoptose em nossas linhagens celulares, e
identificar alguma contribuicdo positiva ou negativa de RhoA neste processo,
utilizamos marcacdo celular dupla com anexina-V (anticorpo que reconhece a
fostatidilserina externalizada) e iodeto de propideo (que se conjuga ao DNA, quando
a membrana esta desestabilizada permitindo sua entrada na célula), e analises de
fluorescéncia emitida por células individuais no citdmetro de fluxo. As células foram
irradiadas com gama nas doses de 5 e 15 Gy e mantidas incubadas por 48 h (ou
72h) (Figura 18).

Para os ensaios utilizamos radiacdo ultravioleta — UVC, como controle
positivo, ja que dados presentes na literatura indicam que UVC induz apoptose e em
nosso sistema experimental houve grande inducédo de apoptose nas trés linhagens
celulares testadas (Batista et al., 2009). Primeiramente observamos que a radiacao
gama induz apoptose nas linhagens testadas e a inducédo é dose dependente, pois
observamos mais células apoptoticas quando submetidas a dose de 15 Gy (Figura
18). Em ambas as doses de radiacdo gama (5 e 15 Gy), ndo ha diferenca
significativa entre os mutantes RhoA N19 e V14, nem entre os mutantes e HelLa
parental. Podemos observar que na maior dose de radiacdo gama (15 Gy) o clone
RhoA N19 apresentou maior porcentagem de células mortas, em relacdo a HelLa
parental e RhoA V14, no entanto essa diferenca ndo € estatisticamente significativa
(Figura 18).

Dessa forma podemos inferir que em HeLa a mutagcdo em RhoA, quando as
células sdo expostas a radiacdo gama, ndo altera significativamente a modulacdo da
morte celular, uma vez que a sublinhagem RhoA N19 apresentou uma pequena
alteracdo na morte e a HeLa e RhoA V14 apresentaram valores de morte bem

similares.
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Figura 18 — A mutacdo em RhoA em células HeLa néo altera significativamente a indugéo de
morte celular por apoptose. A células foram plaqueadas 24 h antes ao tratamento com radiagéo
gama 5 ou 15 Gy e com 60 J/m? UvC (controle positivo). Apds 48 h do tratamento as células foram
coletadas, processadas e analisadas por citometria de fluxo no citbmetro BD FACSVerse (BD
Biosciences). Os dados foram analisados no Software Kaluza 1.3 (Beckman Coulter). Os dados séo a
média +/- SEM de trés experimentos individuais.

4.1.8 A GTPase RhoA é importante para o inicio rapido do reparo de danos no
DNA.

De acordo com os resultados de proliferacdo e morte celular obtidos,
principalmente, por estarmos procurando por respostas celulares ap0s o estresse
promovido pela radiacdo ionizante gama, realizamos experimentos para tentar
determinar um possivel envolvimento de RhoA no reparo do DNA. Para isso
realizamos o0 ensaio cometa (alcalino e neutro), o qual € muito utilizado para medir
0s niveis dano (quebras simples e duplas) e reparo no DNA de células de maneira
individual, sendo que os danos podem ser induzidos pelos mais diversos tipos de
fatores. E um ensaio relativamente facil, onde o nucledide (DNA nuclear livre de

histonas e de membrana celular e nuclear), imerso numa matriz de agarose ao ser



87

submetido a uma corrente elétrica faz com que o DNA fragmentado migre formando
uma cauda que lembra a de um cometa (Azqueta and Collins, 2013; Collins, 2004).

O cometa alcalino é uma variante do ensaio cometa, onde a corrida
eletroforética é feita sob condicées fortemente alcalinas. E uma técnica amplamente
utilizada para observar quebras de fita dupla e simples no DNA. J& o cometa neutro
a corrida eletroforética é feita em condi¢cbes neutras e 0 ensaio detecta com mais
especificidade quebras de fita dupla do DNA (Collins, 2004).

Com o ensaio cometa pudemos investigar os niveis de dano e a cinética de
reparo ou reducdo dos mesmos no DNA nas diferentes linhagens estudadas. A
medida da cinética do reparo dos danos no DNA se da pela reducdo do parametro
Olive Tail Moment (OTM), que € uma relacdo da quantidade de DNA presente na
cauda e do tamanho da cauda do cometa em funcdo do tempo (Calini et al., 2002).
Assim, as diferentes linhagens de células foram expostas a 5 Gy de radiacdo gama e
apos o tratamento as células foram coletadas em diferentes tempos (controle = Oh,
0,5h; 1h; 2h; e 6h) e processadas. Na linhagem HelLa parental ndo pudemos
observar a reducado total do DNA fragmentado (até os niveis do controle) com o
passar do tempo (até 6h) apds a radiacdo gama, tanto ho cometa neutro como no
cometa alcalino, indicando que provavelmente o reparo destes danos de quebras na
célula parental HeLa € mais lento e/ou ineficiente em comparacdo com os clones
mutantes de RhoA. Nestes ultimos € possivel observar uma reducdo da cauda a
niveis préximos ao do controle nado irradiado (Oh) no tempo de seis horas apds o
tratamento com radiacdo. O pico de maior nivel de fragmentacdo do DNA variou de
0,5h a 1h, tanto no cometa alcalino como no neutro, e em ambos 0s ensaios a
linhagem HelLa apresentou maiores niveis de fragmentagcdo comparada com as

sublinhagens clonais de RhoA (Figura 19).
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O clone RhoA-N19 1G apresentou um atraso no inicio da recuperacdo dos
danos do material genético, em relacdo ao mutante V14 4G e em relacédo a células
HelLa, com inicio somente apos 2h da irradiacéo, tanto para o cometa alcalino assim
como para o neutro. Esse resultado sugere que RhoA pode ter um papel primordial
para o inicio do reparo do DNA. Apesar do clone dominante negativo (HeLa-RhoA
N19), apresentar do atraso no inicio do reparo, aparentemente a maquinaria de
reparo dessa célula é eficaz em reparar o dano nas proximas horas até valores
muito proximos dos niveis basais (Figura 19).

O mutante RhoA-V14 4G de maneira geral apresentou menores niveis de
fragmentacdo no DNA, tanto na situacdo controle assim como ap0s 0s tratamentos
com radiacdo gama, nas duas variantes do ensaio cometa. Uma justificativa para os
menores niveis de fragmentacdo do DNA ja em 0,5h apds o tratamento pode ser que
o clone tenha iniciado a recuperacédo da fragmentacdo do DNA ja em 0,5h apds o
dano, antes mesmo que o mutante deficiente RhoA-N19 e HelLa. Dessa forma os
experimentos de cometa alcalino e neutro utilizando o clone V14 4G reforcam que
RhoA tem um provavel e necessario papel modulador positivo do inicio rapido de

mecanismos de reparo de quebras no DNA (Figura 19).
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Figura 19 — A proteina RhoA GTPase € importante para o inicio rapido do reparo do DNA. As
células foram expostas a dose de 5Gy de radiagdo gama. Apos a radiacdo as células foram coletadas
em diferentes tempos (0; 0,5; 1; 2 e 6h). Os cometas foram analisados utilizando o software Komet
6.0 (Andor). Os graficos sdo a representacdo de triplicata experimental independente. Teste
estatistico ANOVA *P<0.05; ***P<0.001 entre HeLa parental versus mutantes.
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4.1.9 A inibicdo direta da ativacdo da RhoA GTPase enddgena pela exoenzima
C3 proporciona perfil semelhante ao do clone dominante negativo (HeLa-RhoA
N19)

A exoenzima C3 é um proteina secretada pela bactéria Clostridium botulinum
e possui capacidade de inativar seletivamente as GTPases RhoA, RhoB e RhoC.
Essa toxina tem sido extensivamente utilizada como agente inibidor nos mais
diversos trabalhos envolvendo Rho (A, B e C) GTPases, pois Racl e Cdc42 nao sao
substratos dessa enzima (Aktories et al., 2004; Rohrbeck et al., 2012; Sahai and
Olson, 2006). Dessa forma para auxiliar na determinacédo do envolvimento de RhoA
na resposta aos danos no DNA induzidos por radiacdo gama, utilizamos a enzima
C3 para inibir a atividade de RhoA em células Hela.

A exoenzima C3 catalisa a transferéncia da ADP-ribose do NAD para o
residuo de asparagina da posicdo 41 da Rho GTPase, que esta localizado proximo a
regido do switch-1, o qual muda de conformacdo quando a proteina esta ativada
transmitindo o sinal para as proteinas efetoras. A ADP ribosilacdo do residuo 41 da
asparagina impede que ocorra essa mudanca conformacional (Aktories et al., 2004).
A inibicdo de RhoA pela toxina C3 pode ser facilmente detectada pela alteracéo
morfolégica da células, uma vez gque RhoA esta envolvida diretamente com a
reorganizacao do citoesqueleto e formacao de fibras de stress (Aktories et al., 2004).

Inicialmente foram transfectadas duas concentracdes de plasmideo contendo
a sequéncia de DNA que codifica para exoenzima C3 (7 ug e 14 ug), nas células
HelLa, plagueadas em placas p35, e acompanhamos ao longo do tempo a alteragao
morfolégica das células. Apds 24h da transfeccdo ja pudemos observar que a
concentracdo de 14 ug de plasmideo leva a alteracdo na morfologia celular; as

células apresentaram aspecto dendritico caracteristico da perda da formacdo de
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fibras de stress e, com o passar do tempo 48 e 72 h apés a transfeccdo, notamos
um aumento significativo de células com formato arredondadas, se soltando do
fundo da placa e com aspecto semelhante de morte celular (Figura 20). Este dado é
consistente com varios outros encontrados na literatura onde, por exemplo, células
de fibroblasto de camundongo (NIH 3T3) e células neuronais de camundongo
(HT22) ao serem incubadas com toxina C3 apresentaram aspecto dendritico
semelhante, resultante da forte e especifica inativacdo de RhoA GTPase (Rohrbeck
et al., 2012; Sahai and Olson, 2006). Realizamos também, em nossos experimentos,
0 ensaio de pull-down par avaliar a atividade de RhoA e pudemos comprovar que a
atividade de RhoA esta sendo fortemente inibida pela toxina C3 (Figura 20). Dessa
forma, podemos inferir que a transfeccdo de células HeLa com o plasmideo
contendo a toxina C3 leva a uma alteracdo drastica na morfologia celular e esse

efeito pode ser correlacionado com a inibicdo da atividade de RhoA.
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RhoA-GTP

RhoA

Figura 20 - Alteracao da morfologia celular e inibicdo da ativacdo de RhoA pela toxina C3. As
Células HelLa foram plaqueadas em placas p35 e ap6s 24 h foram transfectadas com 14 ug de
plasmideo contendo a sequéncia que codifica para C3. As células foram analisadas e fotografadas
em microscépio invertido (Olympus) no aumento de 200X, as fotos foram tiradas 24 h apés a
transfeccdo. O ensaio de atividade de RhoA foi realizado 24h apés a transfec¢cdo com o plasmideo.
Os niveis de RhoA-GTP foram determinados por immunoblot utilizando anticorpo anti-RhoA (Santa
Cruz). As imagens sdo representativas de trés experimentos independentes
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Para tentarmos confirmar os resultados anteriores de que a modulacdo da
atividade de RhoA, usando clones mutantes dominante negativos RhoA-N19,
interfere no reparo do DNA, realizamos o ensaio cometa alcalino utilizando a C3
exoenzima como inibidor da atividade de RhoA. Com este ensaio pudemos
determinar os niveis de dano, basais e a cinética de reparo do DNA fragmentado. As
células HeLa ou Hela transfectada com o plasmideo contendo a sequencia para
toxina C3, foram expostas a 5Gy de radiacdo gama e mantidas sob incubacéao a 37
°C até o momento da coleta e processamento das células (Figura 21).

Observamos que com a inibicdo de RhoA pela toxina C3, a cinética de
aumento e reducao dos niveis de dano no DNA seguiram uma tendéncia semelhante
a observada com o clone mutante HeLa-RhoA-N19. O pico de dano foi detectado em
0,5 h e o inicio da recuperagcdo ocorreu em 1 h nas células HeLa e em 2 h nas
células com a atividade de RhoA inibida pela toxina C3. E importante destacar que
a inibicdo da ativacdo da RhoA leva a um maior atraso na recuperacdo do dano,
uma vez que apdés 6h do tratamento com radiacdo gama, os niveis de DNA
fragmentado ainda permaneceram altos em comparacdo com a HelLa controle

(Figura 21).
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Figura 21 — A inibic@o da ativacdo de RhoA pela toxina C3 em célulaHelLa, altera a cinética de
reparo do DNA. As células foram transfectadas com o plasmideo 24h antes da exposicdo a dose de
5Gy de radiacdo gama. Apds a radiacdo as células foram coletadas em diferentes tempos (0; 0,5; 1; 2
e 6h). Os cometas foram analisados utilizando o software Komet 6.0 (Andor). Os graficos sdo a
representacao de triplicata experimental independente.

4.1.10 RhoA GTPase é requerida para o reparo do DNA por Recombinacéao
Homoéloga (HR: Homologous Recombination) e Nao-homoéloga (NHEJ: Non-
homologous end joining)

A radiacdo gama induz principalmente a formacao de quebras de fita dupla no
DNA, as quais podem ser reparadas por duas vias de reparo distintas, por
recombinacdo homoéloga (HR) ou por recombinagdo ndo-homadloga de extremidades
(NHEJ) (Jeggo et al., 2011). De acordo com os resultados obtidos nos ensaios de
cometa, onde pudemos identificar uma possivel e importante participacdo de RhoA
em mecanismos gerais de reparo do DNA lesado pela radiagdo gama, partimos aqui
para investigar o possivel envolvimento de RhoA nestas duas vias especificas de

reparo de quebras de fita dupla. Utilizamos para isso, ensaios especificos para as
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vias de reparo HR e NHEJ, baseados na geracdo de sublinhagens estaveis de
células HelLa expressando exogenamente um gene reporter de GFP contendo um
ou dois sitios de restricdo para enzima de corte raro I-Scel. Esta Ultima digere o seu
sitio de restricdo levando a formacédo de uma quebra de fita dupla no DNA, leséo
esta que leva a ativacdo das maquinarias enddgenas de reparo do DNA da célula,
mais especificamente de HR e NHEJ (Bennardo et al., 2009; Gunn and Stark, 2012).

Para o ensaio de reparo de HR, foi utilizada a sublinhagem HeLa-DR-GFP, a
gual contém o gene reporter codificando para proteina GFP truncada por um sitio de
restricdo da enzima I-Scel. A lesdo, quebra de fita dupla do DNA realizada pela
enzima, é reparada pela maquinaria de reparo da via de HR utilizando a sequencia
de GFP homodloga localizada downstream, levando a expressao da proteina GFP
(Figura 22). Para o ensaio de NHEJ foi utilizada a sublinhagem HelLa-EJ5-GFP, que
também possui 0 gene reporter para a proteina GFP, mas separado da sua regido
promotora pela sequencia que codifica o gene de resisténcia para o antibiético
puromicina, flanqueada por dois sitios de restricdo para enzima |-Sce-l. Apds a
digestdo do fragmento pela enzima, a sequencia de resisténcia a puromicina €&
retirada e a maquinaria de reparo da via de NHEJ une a regido promotora ao gene
GFP levando a expressédo da proteina GFP (Bennardo et al., 2009; Gunn and Stark,

2012) (Figura 22).
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Figura 22 — Representacdo esqueméatica do ensaio de Recombinagcdo Homdloga (HR) e
Recombinacdo ndo-homodloga (NHEJ). No ensaio de HR o gene repérter para GFP, o qual é
truncado pela sequencia da enzima de restri¢cdo I-Scel, utiliza a sequencia homdloga para reparar a
sequencia digerida. No ensaio de NHEJ, o gene repérter para GFP é separado de seu promotor pelo
gene de puromicina o qual é flanqueado pela sequencia de restricdo da enzima |-Scel, apds a
digestdo o gene de puromicina é retirado e o DNA é reparado estabelecendo o gene GFP funcional.
Figura modificada de (Schumacher et al., 2012).

Varias sublinhagens clonais estaveis de HelLa-DR-GFP e HelLa-EJ5-GFP
foram geradas, isoladas e congeladas para o ensaio de reparo, das quais foram
selecionadas para o estudo funcional dois mutantes de DR-GFP e dois de EJ5-GFP.
Essa selecdo foi realizada levando em consideragcdo a maior taxa de reparo,
representada pelo aparecimento de células GFP+, quando as células foram
transfectadas transientemente somente o plasmideo contendo a enzima de restricéo
I-Scel. Concomitantemente, fizemos um acompanhamento por microscopia de
fluorescéncia do aparecimento ou ndo de células GFP+ (Figura 23). Ja 24h apés da

transfeccéo da enzima I-Sce-l observamos o aparecimento de células GFP+, porém
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72h apos foi 0 tempo em que a maior expressao do reporter GFP foi observado, por
fim, analisamos também as células por citometria de fluxo para melhor quantificar a

taxa de células GFP+.

HeLa EJ5-GFP HeLa-DR-GFP

Figura 23 - Visualizacdo das células GFP+ apds reparo do DNA. As células HeLa-DR-GFP e
HelLa-EJ5-GFP foram plaqueadas em placas p35 24h antes da transfec¢do com plasmideo vazio (EV)
ou com plasmideo contendo a sequencia para enzima de restricdo I-Scel (Scel). As células foram
fotografadas 72h apos a transfec¢do, com microscépio invertido de fluorescéncia (Olympus), em
aumento de 200X.

Scel

.\f"

Apés a determinacdo dos melhores (mais funcionais) clones de HelLa-DR-
GFP e HeLa-EJ5-GFP, as células foram co-transfectadas com o plasmideo contendo
a C3 exoenzima, para inibicdo da atividade de RhoA, juntamente com o plasmideo
contendo a enzima de restricdo I-Scel. Apés 72h as células foram analisadas por
citometria de fluxo para quantificacdo de células GFP+. Podemos observar que a
inibicdo da ativacao de RhoA reduz drasticamente a porcentagem de células GFP+,
tanto para o ensaio de reparo por HR como para NHEJ. A reducéo das células GFP+
foi mais expressiva para o ensaio de HR, onde observamos reducdo de 3x nas
células tratadas com o inibidor C3. No ensaio de NHEJ, a reducdo da porcentagem

de células GFP positivas foi de 2x quando comparamos células tratadas somente
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com a enzima de restricdo |-Scel e células tratadas com enzima de restricdo
juntamente com o inibidor C3 (Figura 24).

Esses resultados indicam que a inibicdo da atividade enddgena de RhoA,
através da expressao intracelular da toxina C3, leva a uma expressiva reducao do
reparo do DNA exdgeno, pela via de HR e NHEJ, nas sublinhagens mutantes
estaveis HelLa-DR-GFP e HelLa-EJ5-GFP, respectivamente. De forma similar,
sugerimos que RhoA possa estar afetando vias de reparo de DNA que sé&o

acionadas em células HelLa, apo6s sofrerem danos pela radiacdo ionizante gama.
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Figura 24 — A inibicdo da ativacdo de RhoA leva a reducédo do reparo do DNA exdgeno, pela
vida de reparo por Recombinagcdo Homologa e Recombinagao ndo-homdloga. As sublinhagens
HelLa-DR-GFP ( para ensaio de HR) e HelLa-EJ5-GFP (para ensaio de NHEJ) foram tranfectadas 24h
apos seu plagueamento, com 4ug de vetor de expressdo para enzima I-Scel (Scel) ou vetor vazio
(EV), concomitantemente com 2ug de pEF-myc-C3. A porcentagem de células GFP positivas foi
determinada 72h apés a transfeccdo por citometria de fluxo. Teste estatistico teste T de Student
*P<0.05; ***P<0.001 entre Scel versus Scel+C3. Os dados representam a média +/- SEM de triplicata
experimental independente.



100

4.1.11 RhoA é capaz de modular negativamente a fosforilacdo das proteinas
quinases de resposta a danos no DNA, Chkl e Chk2, apds tratamento com a
radiagcdo gama.

Danos no DNA, como por exemplo, quebras de fita dupla, levam
imediatamente ao acionamento de uma complexa rede de sinalizagdo celular em
resposta aos danos. Uma das vias acionadas esta relacionada a maquinaria de
reparo do DNA (DNA damage response - DDR), a qual atua promovendo a parada
do ciclo celular a fim de possibilitar que subsequentes vias de reparo atuem no DNA
lesado. Caso o DNA néo possa ser reparado, DDR desencadeia a ativacdo da
sinalizacdo das vias de morte celular como, por exemplo, apoptose e senescéncia
(Kastan and Bartek, 2004; Mathon and Lloyd, 2001; Mirzaie-Joniani et al., 2002).

Ao longo do ciclo celular h4 pontos de checagem conhecidos como
checkpoints de parada, nos quais se for detectado alguma alteracdo no material
genético, ha a possibilidade de reparo da lesdo antes da célula prosseguir para
proxima fase do ciclo. Os checkpoints estéo localizados temporalmente na transicao
G1/S, dentro da fase S ou na transicdo G2/M. A regulacao da parada do ciclo celular
nos checkpoints se deve a uma série de proteinas, dentre elas as “Checkpoint
kinases” 1 e 2 (Chkl e Chk2), as principais proteinas transdutoras de sinal de
parada do ciclo em resposta a lesdes no DNA (Bartek et al., 2001; Kastan and
Bartek, 2004). As proteinas Chkl e Chk2 sao ativadas por fosforilagdo, pelas
proteinas ATR e ATM, respectivamente, as quais Sd0 as principais proteinas
sensoras dos sinais de dano no DNA (Reinhardt and Yaffe, 2009).

As proteinas Chkl e Chk2 s&o ativadas atraves de fosforilacdo em resposta a

danos no DNA, sendo que Chk2 (através de ATM) é ativada principalmente quando
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ha danos induzidos por radiacdo gama. A proteina ATR fosforila Chk1 no residuo de
Ser 345 e Ser 317, levando na ativacédo da proteina. ATM fosforila o residuo Thr 68,
essa fosforilacdo induz a dimerizacdo da proteina Chk2 levando a fosforilagcdo de
outros residuos no sitio catalitico Thr 383 e Thr 387 promovendo sua atividade. Uma
vez ativadas Chk1/2 entdo envolvidas na promocdo da parada do ciclo celular
fosforilando Cdc25 e possibilitando o reparo do DNA lesado (Bartek et al., 2001,
Reinhardt and Yaffe, 2009; Stracker et al., 2009).

Assim, para se determinar o envolvimento de RhoA na via de reparo de DNA,
em resposta aos danos no DNA induzido pela radiagdo gama, submetemos 0s
mutantes HeLa-RhoA V14 (RhoA constitutivamente ativo), HeLa-RhoA N19 (RhoA
dominante negativo) e células HelLa parental a dose de 15Gy de radiacdo gama.
Seguimos temporalmente numa cinética curta, de até 2h apdés dano, através de
immunoblots. A dose de 15 Gy de radiacdo foi determinada previamente por ensaios
de atividade de RhoA (pull-down), onde observamos que os niveis de RhoA-GTP
séo mais elevados.

Observamos que quando submetemos as células a radiacdo gama, a
fosforilacdo de Chkl e Chk2 é significante e sistematicamente reduzida no mutante
dominante negativo HeLa-RhoA N19 em comparacdo com células parentais HeLa e
o clone HeLa-RhoA-V14 (Figura 25).

Resultados semelhantes, por exemplo, em células de cancer coloretal, onde a
inibicdo farmacolégica da ativacdo de Chkl e Chk2 levou a radio sensibilizacéo
celular, inibindo o reparo do DNA, e a sérios prejuizos celulares devido a ativacéo de
catastrofe mitética (Riesterer et al., 2011). No entanto, ndo observamos essa
reducdo da ativacdo de Chkl e Chk2 quando utilizamos a inibicdo de RhoA pela

toxina C3. E provavel que a inibicdo colateral da atividade de RhoB e RhoC,
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ocasionada também pela toxina C3, esteja de alguma maneira que ndo sabemos, e
nao ha relatos na literatura sobre isso, levando a ativacao da fosforilagdo de Chkl e
Chk2 (Figura 25).

Nos immunoblots da figura 25, observamos também os niveis de fosforilacdo
da histona H2AX (y-H2AX-Ser 139), a qual é substrato direto da proteina ATM, ATR
e DNA-PK, em resposta quebras de fita do DNA (An et al., 2010; Katsube et al.,
2014; Paull et al.,, 2000). A fosforilacdo da histona H2AX € necesséaria para o
recrutamento de fatores de reparo de dano no DNA, como por exemplo, o complexo
MRN (Mrell, Rad50 e Nbsl) e as proteinas 53BP1 e BRCAL. Dessa forma, a
persisténcia da histona y-H2AX no DNA, indica que o dano ainda néo foi reparado
ou seu reparo ainda nao foi iniciado (Cleaver, 2011; Paull et al., 2000; Reinhardt and
Yaffe, 2009). N&o observamos variacdo da cinética de ativacdo da histona y-
H2AX entre os clones mutantes e a célula parental HeLa, em resposta aos efeitos da
exposicao a radiacdo gama. No entanto observamos certa persisténcia na ativacéo
da y-H2AX quando utilizamos o inibidor da ativacdo de RhoA a toxina C3, nas
células Hela (Figura 25).

Em células de adenocarcinoma de colon humano, tratadas com inibidor
especifico de ATR e submetidas ao tratamento com cisplatina (induz danos no DNA
do tipo quebras), apresentaram reducdo da fosforilacdo de Chkl, no entanto a
cinética de ativacdo de histona H2AX ndo variou muito em relacdo as células néo
tratadas com o inibidor. Essa n&o variacdo da histona se deve a ativagdo de um
mecanismo compensatério, o qual leva a ativacdo de ATM (Reaper et al., 2011).
Provavelmente em nosso sistema, esteja ocorrendo 0 mesmo mecanismo
compensatorio, pois no clone RhoA N19 observamos reducdo drastica da ativagédo

de Chk1, no entanto a cinética de ativagdo de y-H2AX néo foi alterada.
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De maneira diferente ao observado em nosso trabalho, células de fibroblasto
humano GM637, quando expostas a toxina CDT que induz quebras de fita dupla no
DNA, ha ativacdo das proteinas de resposta a danos no DNA, porém a cinética de
ativacdo de algumas proteinas é diferente da observada quando as células séo
expostas a radiacdo gama. Como por exemplo, a fosforilacdo de Chkl quando as
células séo tratadas com CDT ha uma ativacao persistente, assim como a da histona
H2AX. Os autores discutem que essa diferenca se deve ao modo que como o0 dano
€ induzido pelos diferentes tratamentos, CDT induz quebras de fita simples muito
préximas uma das outras, porém em fitas diferentes, produzindo dessa forma
guebras de fita dupla no DNA e a radiacdo gama induz além de quebra de fita dupla,
induz a quebras de fita simples, assim como modificacbes oxidativas de bases do
DNA (Fahrer et al., 2014; Frisan et al., 2003).

Dessa forma, acreditamos que RhoA esteja envolvida na modulacdo da
resposta celular, da via ATR/Chkl e ATM/Chk2 em células HeLa submetidas a
radiacdo gama. Ja que observamos reducéo significativa da fosforilacdo de Chkl e

Chk2, quando o clone defectivo em RhoA ativo foi submetido a radiagcdo gama.
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Figura 25 - A fosforilagdo de Chkl e Chk2 é reduzida no mutante dominante negativo HelLa-
RhoA N19. As linhagens HelLa parenta (A), mutantes dominante negativo HeLa-RhoA N19 (B),
constitutivamente ativo HeLa-RhoA V14 (C) | foram plaqueadas em placas de 100mm, 24h antes da
exposi¢cdo a 15Gy de radiacdo gama. Para o ensaio onde foi utilizado o inibidor C3 (D), as células
HelLa foram transfectadas com o plasmideo contendo a sequencia de DNA que codifica para C3 24h
antes da exposicdo a dose de 15Gy de radiacdo gama. As células foram lisadas nos diferentes
tempos apos a radiagdo e as proteinas foram analisadas por immunoblot para fosfo-Chk1(Ser 345)
Cell Signaling, fosfo-Chk2 (Thr 68) Cell Signaling, fosfo-Histone H2AX (Serl39) R&D systems. Os
immunoblots s&o os representativos de trés experimentos independentes.



106

4.2 Estudo do envolvimento da proteina Racl GTPase na resposta celular de

células expostas a radiacdo gama.

4.2.1 Caracterizacdo das sublinhagens clonais de células HeLa mutantes para
a GTPase Racl

Para estudarmos o envolvimento de Racl GTPase na resposta celular aos
efeitos da radiacdo gama, de forma semelhante a adotada para a GTPase RhoA,
foram gerados sublinhagens clonais estaveis em células HeLa mutantes da proteina
Racl. Tais mutantes expressam a sequéncia de cDNA que contém a substituicdo do
aminoacido Thr para Asp na posi¢cao 17 que confere carater de dominante negativo
(Racl N17) e a substituicdo do aminoacido Gly para Val na posicao 12 que confere
o carater de constitutivamente ativo (Racl V12). Essas mutaces sao equivalentes
as encontradas naturamente na mutagcdo oncogénica de Ras, onde Ras V12
apresenta ganho de funcéo (constitutivamente ativo) e Ras N17 perda de funcéo
(dominante negativo) (Ridley et al., 1992). As sublinhagens clonais foram geradas
previamente em nosso laboratério (pelo Prof. Dr. Fabio Forti) segundo protocolo de
uso corrente no laboratério e descrito em Materiais e Métodos. Os clones celulares
foram caracterizados quanto a atividade de Racl pelo ensaio de pull-down e por
ensaios clonogénicos de sobrevivéncia.

No 1° método de caracterizacdo, lisados celulares foram incubados com
beads PAK-GST, que contém a proteina de fusdo PBD-GST ligada a resina
Glutathione-Sepharose 4B (GE Healthcare). A proteina PAK1 (p21 activated kinase
[) é a principal das proteinas efetoras de Racl, mais conhecida e melhor estudada,
possuindo na extremidade N-terminal o dominio de ligacdo a p21 que reconhece

especificamente Racl e Cdc42 ativos ou ligados a GTP (Benard et al.,, 1999;
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Ellenbroek and Collard, 2007). Uma vez ligada a proteina de fusdo, Racl-GTP é
recuperada por centrifugacédo e seus niveis revelados por immunobloting utilizando
anticorpo anti-Racl especifico. Foram testados no total cinco mutantes, onde um era
dominante negativo (Racl N17) e quatro constitutivamente ativos (Racl V12).

Para o ensaio de pull-down, as células foram plaqueadas 24h antes do
tratamento e entdo carenciadas com 0% de soro fetal bovino por 24, 48 ou 72h, com
objetivo de diminuir a ativacdo de Racl basal e assim determinar funcionalmente
qual seria 0 melhor clone mutante para o estudo. O soro fetal bovino € composto por
varios fatores de crescimento, dentre outros horménios, citocinas e compostos
bioativos, os quais conhecidamente ativam as Rho GTPases e, dessa maneira,
podemos caracterizar os variantes clonais pois, por exemplo, espera-se que o clone
constitutivamente ativo mantenha niveis basais altos de Rac1-GTP, independente do
carenciamento (Maddala et al., 2003; Ren et al., 1999; Ridley et al., 1992).

Entretanto, também como esperado, observamos que ha uma variacdo da
atividade de Racl nas diferentes sublinhagens clonais. Por exemplo, na linhagem
parental HeLa os niveis de Racl ativa foram reduzidos pelo carenciamento das
células, assim como na linhagem dominante negativa N17 3G, entretanto nessa
altima observamos um discreto aumento na ativacdo de Racl 48h apés
carenciamento (Figura 26).

Ja dentre as duas linhagens constitutivamente ativas testadas, observamos
gue os clones V12 2P e V12 4G séo os melhores candidatos para estudo, uma vez
que com o carenciamento das células ndo houve reducdo da atividade de Racl, o
que era esperado e observamos, uma vez que 0s clones mutantes V12 possuem

uma maior afinidade por GTP e mantiveram os niveis de Racl-GTP altos,
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independente da presenca dos fatores de crescimento no soro fetal bovino (Gohla et

al., 1998).
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Figura 26 - Ensaio de pull-down para determinacdo da ativacdo de Racl, o mutante Racl N17
apresenta menores niveis de Racl ativo em relacdo da HelLa parental e Racl V12. As
sublinhagens celulares foram carenciadas com 0% SBF por 24h, 48h e 72h. Os lisados celulares
foram incubados com beads PAK-GST para precipitar Racl ativa (GTP-Racl) segundo materiais e
métodos item 4.4. As amostras foram analisadas por immunobotting utilizando anticorpo anti-Racl
(Santa Cruz).

Ja que Racl também esté envolvida na proliferacdo celular, pois também esta
envolvida com a regulacéo do ciclo celular, estimulando a transcricdo de ciclina D1
através da ativacdo do fator de transcricdo NF-kB, o qual € importante para
transcricdo da proteina ciclina D1 (Jaffe and Hall, 2005; Sahai and Marshall, 2002;
Vega and Ridley, 2008), realizamos ensaios clonogénicos em duas densidades
celulares (1000 e 2000 células) para auxiliar a caracterizagdo das sublinhagens
clonais mutantes. Observamos que o0 clone dominante negativo Racl N17
apresentou reduzido numero de colonias em relagéo a célula parental e aos clones
constitutivamente ativos, e que ha uma diferenca clonal dentre as linhagens de Racl

V12, pois o numero médio de coldnias variou significativamente entre estes clones

mutantes; por exemplo, os clones Racl V12 2P e V12 4G demonstraram 0 numero
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de colénias significativamente maior em relacdo a célula HelLa, cerca de 2x mais

colénias, no minimo (Figura 27).
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Figura 27 - Ensaio clonogénico das linhagens HelLa, HeLa-Racl N17 3G, HeLa-Racl V12 4G e
HelLa-Racl V12 2P. Foram plaqueadas duas densidades celulares 1000 e 2000 em placas de 60 mm
de didametro. Apds 10-12 dias em cultura as células foram fixadas com formaldeido 10% em PBS,
coradas com cristal violeta 0,5% e contadas manualmente. Os resultados sdo a média +/- SEM de
trés experimentos independentes. Foi utilizado para analise estatistica ANOVA *P<0.05; **P<0,01 e
***P<0.001 entre os clones versus HelLa parental.

Assim como os mutantes RhoA, os mutantes Racl também apresentaram
alteracdo da morfologia celular. O que também ja era esperado uma vez que Racl
regula a dindmica de remodelamento do citoesqueleto, pois promove a reunido dos
filamentos de actina requeridos para formacédo dos lamelipédios e ondulacbes da
membrana (Maddala et al., 2003; Wertheimer et al.,, 2012). Ambos os clones
mutantes de Racl, seja V12 ou N17, apresentaram morfologia semelhantes entre si,

porém com aspecto mais espraiado em relagdo a HelLa parental (Figura 28).
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Os ensaios para caracterizacao funcional dos clones para Racl, usando pull-
down e formacéo de col6nias, permitiram determinar que as sublinhagens clonais
mutantes constitutivamente ativos (HelLa-Racl V12 2P e V12 4G) apresentam
fendtipo adequado que respondem ao seu genotipo, pois ao serem carenciados
mantiveram alto os niveis de Racl ativo (Racl-GTP) e apresentaram maior nimero
de colbnias, indicativo de maior capacidade de proliferacdo. O mutante dominante
negativo (HeLa-Racl N17 3G) apresentou baixo nivel de Racl ativo ja no controle
nao carenciado e um numero de colbnias também reduzido, uma vez que a falta de

Racl-GTP leva a diminuicdo na proliferacéao celular.

Figura 28 — Alteracdo da morfologia celular dos mutantes Racl. As células foram analisadas e
fotografadas em microscépio invertido (Olympus) no aumento de 200X, em condi¢des de crescimento
normal com 10% de SBF.
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4.2.2 A proteina Racl GTPase é ativada em resposta a radiacdo gama

Para se determinar o comportamento da regulacdo de Racl frente a
exposicao a radiagcdo gama, as sublinhagens clonais Racl dominante negativo
HelLa-Racl N17 e constitutivamente ativo HeLa-Racl V12 2P, além da linhagem
HelLa parental, foram expostas a radiacdo gama nas doses de 2Gy e 5Gy. Essas
doses foram escolhidas, pois observamos com o ensaio de sobrevivéncia, que 0s
clones Racl N17 e Racl V12 sdo mais sensiveis em relacéo aos clones de RhoA, a
sobrevivéncia celular diminui muito quando as células sdo expostas a doses mais
altas que 5Gy (dados ndo mostrados). Esta determinacéao foi feita através do ensaio
de atividade (pull-down) descrito anteriormente, em lisados celulares obtidos 1h apos
a exposicao das células a radiagcdo gama.

Os resultados mostram que na linhagem parental HeLa Racl é ativada em
resposta a radiagdo gama e sua ativacdo é dose dependente, pois quando
submetida a 5Gy houve maior aumento dos niveis de Racl ativa em relacdo aos
niveis de Racl ativa quando as células foram expostas a 2Gy, ou as ndo tratadas
(Figura 29). Quando submetemos os mutantes, dominante negativo Racl N17 3G e
constitutivamente ativo Racl V12 2P a radiacdo gama, observamos pequenas
variacfes na atividade de Racl que se devem provavelmente a ativacdo de Racl
enddgena, uma vez que a proteina enddgena existente (e ainda em niveis
consideraveis) é passivel de regulagcéo pela radiagdo. Observamos também que no
mutante dominante negativo HelLa-Racl N17 3G os niveis de Racl ativo séo
menores em relacdo ao mutante constitutivamente ativo HeLa-Racl V12 2P e Hela
parental, demonstrando que o fendtipo dominante negativo dessa sublinhagem

clonal € mantida, mesmo quando submetida a radiacdo gama (Figura 29).
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Figura 29— Em célula HeLa Racl é ativada em resposta aos efeitos da exposicdo a radiacao
gama. As sublinhagens celulares foram expostas a radiacdo gama nas doses de 2 e 5Gy. Os lisados
celulares foram obtidos apés 1h do tratamento com radiacédo e incubados com beads PAK-GST para
precipitar Racl ativa (GTP-Racl) segundo materiais e métodos item 4.4. As amostras foram
analisadas por immunobotting utilizando anticorpo anti-Racl (Santa Cruz). As imagens sao
representativas de trés experimentos independentes.

4.2.3 A linhagem clonal HeLa-Racl N17 3G apresenta menor proliferacdo e
sobrevivéncia frente a radiacdo gama.

As sublinhagens clonais Racl V12 e N17 foram expostas a diferentes doses
de radiacdo gama e sua capacidade de sobrevivéncia e proliferacdo foram
determinadas. O clone dominante negativo Racl N17 apresentou-se mais sensivel
frente a radiacdo gama, pois possui menor taxa de sobrevivéncia e menor numero
de células na curva de crescimento, quando comparado com células parentais HelLa
(Figuras 30 e 31). A reducéo na proliferacdo € expressiva, como podemos observar
na diferenca dos valores do eixo Y dos gréficos, o clone Racl N17 apresentou no
altimo dia de experimento reducédo de 80% em relacdo a célula parental, observando
somente controle ndo tratado (0 Gy) e quando observamos a taxa de proliferacdo
das células tratadas com 2 Gy, observamos reducdo de 70% da proliferacdo em
relacdo da HelLa (Figura 30). Houve reducdo semelhante na taxa de sobrevivéncia
celular, onde Racl N17 apresentou reducdo de 74% em relacdo a célula parental
HelLa quando exposta a 2Gy (Figura 31). Essa sensibilizagdo celular ocasionada

pela deficiéncia de Racl-GTP também é observada em células de cancer de mama
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MCF-7 quando expostas a doses crescentes de radiacdo gama na presenca de
diferentes tipos de inibicdo da GTPase Racl (Yan et al., 2012).

No entanto, o clone Racl V12 também apresentou baixa resisténcia e alta
sensibilidade aos efeitos inibitdrios da radiacdo gama, em comparacao com ceélulas
HelLa, uma vez que possui menor taxa de sobrevivéncia e menor proliferacédo
celular, como demonstrada pelas curvas de crescimento e na capacidade de
formacéo de colbnias medidas (Figuras 30 e 31). Como podemos observar no ultimo
dia do experimento, houve reducdo de 80% na taxa de proliferacdo celular em
relacdo a célula parental HelLa, sem tratamento. E quando comparamos o
tratamento com 2Gy observamos reducdo de somente 25%, em relacdo a HelLa
(Figura 30). No entanto, qguando analisamos a taxa de sobrevivéncia, notamos que
houve reducédo de 58% em relacdo a célula parental HeLa, quando exposta a dose
de 2Gy (Figura 31). Esses dados vao de acordo com Debidda e colaboradores, onde
observaram que em fibroblasto primario murino (MEF) a expressdo exdgena de
Racl constitutivamente ativo, leva a diminuicdo da proliferacdo, pois induz
senescéncia celular e afeta a transicdo da fase G2 para fase M do ciclo celular

(Debidda et al., 2006).
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Figura 30 - Curva de crescimento das linhagens celulares HelLa parental, HeLa-Racl N17 3G e
HelLa-Racl V12 2P, demonstrando que os clones mutantes proliferam menos em relacdo a
HelLa parental. Foram plaqueadas 35.000 células e submetidas as doses de 0,5 e 2Gy de radiagao
gama. As células foram coletadas a cada 24hr durante 5 dias consecutivos e contadas manualmente
na camara de Fucks-Rosental. Cada gréfico é a representacdo de trés experimentos independentes.
Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA **P<0,01; **P<0.001 entre as células tratadas versus
ndo tratadas.

Estes resultados nos levam a sugerir que ndo somente a falta ou deficiéncia
da atividade de Racl1-GTP, mas também o excesso de Racl ativa, leva a uma maior
sensibilidade das células HelLa aos efeitos da radiagdo gama; porém esses efeitos
ficam mais evidentes na linhagem defectiva em Racl. Esses efeitos podem ser
reflexos tanto da importancia e necessidade da ciclagem eficiente de Racl
GTP/GDP, assim como de um balanco da atividade de Racl para a célula em

momentos especificos pos estresse genotoxico.
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Figura 31 — Os clones mutantes HeLa-Racl N17 3G e HelLa-Racl V12 2P sdo mais sensiveis
aos efeitos da radiacdo gama. As células foram plagueadas em baixa densidade (2000 células) e
irradiadas com as seguintes doses de radiag¢&o ionizante do tipo gama: 0,5; e 2Gy. Apo6s 10-12 dias
em cultura, as colénias formadas foram fixadas com formaldeido 10% em PBS, coradas com cristal
violeta 0,5% e contadas manualmente. Os resultados sdo a média +/- SEM de trés experimentos
independentes. Teste estatistico ANOVA ***P<0.001 entre mutantes versus HelLa parental.
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4.2.4 Os clones mutantes HelLa-Racl V12 e HelLa-Racl N17 apresentam
maiores niveis de apoptose

Debidda e colaboradores demonstraram que Racl é importante regulador da
estabilidade genomica, sendo que o ganho ou a perda de funcdo de Racl aumenta
significativamente a entrada das células em apoptose (Debidda et al., 2006). Dessa
forma, analisamos os clones mutantes HeLa-Racl V12 e HeLa-Racl N17 quanto a
entrada em morte celular programada (apoptose), quando as células sdo expostas a
radiacdo gama.

Para analisar morte celular por apoptose em nossas linhagens celulares, e
identificar alguma contribuicdo positiva ou negativa de Racl neste processo,
utilizamos marcacdo celular dupla com anexina-V e iodeto de propideo, a
fluorescéncia emitida pelas células foi detectada por citometria de fluxo. Como
descrito anteriormente, a sinalizagcdo para entrada em apoptose envolve varios
eventos de sinalizacéo celular, dentre eles ocorre a externalizacédo da fosfatidilserina
presente na bicamada lipidica, e essa proteina € reconhecida pelo anticorpo Anexina
V que por ser conjugada com FITC é detectada pelo citbmetro de fluxo (Elmore,
2007; Mirzaie-Joniani et al., 2002).

Também utilizamos como controle positivo a radiacdo ultravioleta — UVC,
pois dados presentes na literatura indicam que UVC induz apoptose (Batista et al.,
2009). As células foram submetidas a radiacdo gama nas doses de 2 e 5 Gy e
mantidas incubadas por 48h. Observamos que os clones mutantes de Racl N17 e
Racl V12, apresentam maiores niveis de células mortas ja no controle negativo
(75% e 87% respectivamente), ou seja, quando as células ndo foram submetidas a
nenhum tratamento, em relagcdo a HelLa (Figura 32). Esses dados vao de acordo

com os observados por Debidda e colaboradores, onde em células de fibroblasto
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embrionario de camundongo (MEF), os clones com perda ou ganho de atividade de
Racl em crescimento normal (sem tratamento algum), apresentaram aumento de
apoptose em ralacéo ao controle selvagem (Debidda et al., 2006).

Houve inducédo de morte celular nas linhagens, quando foram submetidas a
radiacdo gama. Porém observamos que os clones Racl N17 e Racl V12, sempre
apresentaram mais células apoptoticas, 80% mais células apoptoticas, em relacéo
da Hela. E importante ressaltar que quando as células foram expostas a 2Gy de
radiacdo, ndo observamos alteracdo significante dos niveis de células mortas, o que
nao ocorre em relacdo aos clones, nos quais ha aumento de morte celular (Figura
32) (Espinha, G.T. et al. dados néo publicados).

Os dados observados em Hela, vdo de acordo com os obtidos na literatura,
onde quando as células HeLa-Hep2 (células de adenocarcinoma humanas) foram
submetidas a dose de 2Gy, ndo foi observado aumento significativo de células
apoptoticas, os autores observam aumento da apoptose (acima de 60%) quando as
células foram submetidas a dose a partir de 5Gy (Mirzaie-Joniani et al., 2002), assim
como observamos em nossos experimentos para Hela parental.

Quando observamos o clone dominante negativo (Racl N17), notamos que
h&a aumento das células apoptoticas ja quando expomos as células na dose de 2Gy,
0 que nao é observado no clone constitutivamente ativo (Racl V12) (Figura 32)
(Espinha, G.T. et al. dados n&o publicados). No entanto, quando analisamos 0s
dados do clone Racl N17 exposto a dose de 5Gy ndo temos aumento expressivo de
apoptose, esse dado discrepante pode ser resultado de algum erro experimental, o
gual deve ser confirmado com mais réplicas experimentais.

De qualquer forma o clone Racl N17, aparentemente € mais susceptivel aos

efeitos da radiacdo gama, assim como Yan Y. e colaboradores observaram em
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células de cancer de mama (MCF-7) e de cancer de pancreas (CD18/HAPF). A
inibicdo farmacologica de Racl em células MCF-7, bem como a expresséao exdégena
de Racl N17 nestas mesmas e também em células CD18/HAPF induzem a
apoptose quando as células sdo expostas a 10 Gy de radiacdo gama (Yan et al.,

2012; Yan et al., 2014).
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Figura 32 — Os clones mutantes apresentam maior porcentagem de células apoptéticas em
relacdo a Hela parental. As células foram plaqueadas 24 h antes ao tratamento com radiacdo gama
2 ou 5 Gy e com 60 Jim? UvC (controle positivo). Apds 48 h do tratamento as células foram
coletadas, processadas e analisadas por citometria de fluxo no citémetro BD FACSVerse (BD
Biosciences). Os dados foram analisados no Software Kaluza 1.3 (Beckman Coulter). O grafico
representa média aritmética de um experimento em duplicata.

4.2.5 O clone defectivo em Racl-GTP (HeLa-Racl N17 3G) apresenta menor
capacidade de migracao.

Como a proteina Racl GTPase também estd envolvida diretamente na
migracao celular, decidimos investigar como os clones mutantes se comportam em
relacdo a migracdo celular quando expostos a radiacdo gama. Dessa forma, a
capacidade de migracdo dos mutantes HeLa-Racl N17 e HeLa-Racl V12 foi testada

em resposta aos efeitos ocasionados pela radiacdo gama. As ceélulas foram
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plagueadas em alta densidade 24 hr antes do tratamento e mantidas incubadas até
atingirem confluéncia total; a seguir, apds a exposicao a radiacao nas doses de 0,5;
2 e 5 Gy as placas foram riscadas com ponteira de micropipeta p200 . As fendas
foram fotografadas no momento do risco (Oh) e 24h apds o tratamento com radiacao
e a invasdo ou fechamento das mesmas foram quantificadas e expressas em % de
migracao.

Podemos observar dos resultados obtidos que na condi¢do controle, onde as
células ndo foram submetidas a radiagéo, as linhagens HelLa e o clone HeLa-Racl
V12 apresentaram porcentagem de migracdo semelhante (~80%) 24hs apds a
geracdo da fenda, enquanto que o mutante defectivo Racl-N17 apresentou
migracdo de apenas 45%, o que demonstra a influéncia e participacdo de Racl na
mobilidade celular das linhagens em estudo (Figura 33).

Por ouro lado, quando expostas a doses crescentes de radiacdo gama, o
mutante V12 mostrou-se sensivel aos efeitos da radiacdo nas doses 2 e 5QGy,
ocorrendo uma reducéo de aproximadamente 30% de migracdo em relacdo ao seu
controle ndo tratado (Figura 33). A sublinhagem clonal dominante negativa né&o
mostrou reducdo drastica na migracdo celular, mas manteve a porcentagem de
migracdo um pouco menor que ~40%, em todas as doses de radiacdo gama
utilizada, ou seja, ainda houve reducdo de migracdo apdés radiacdo (Figura 33). Ja a
linhagem parental HeLa ndo apresentou reducéo significativa de migracdo nas 3
doses usadas, o que vai de acordo com os resultados mostrados na figura 13.

Esses dados vao de encontro com os obtidos por Hwang e colaboradores,
onde em células de glioma de rato expressando estavelmente Racl dominante
negativo, demonstraram aumento dos niveis de migracdo celular quando expostas a

radiacdo gama. Os autores sugerem que a indugdo da migracdo em reposta a
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radiacdo gama, € dependente de JNK (Jun N-terminus kinase) a qual é uma proteina
ativa em resposta a stress celular (Hwang et al., 2006).

Em conjunto, os dados obtidos indicam que o balango entre Racl ativo/inativo
e/lou a sua ciclagem eficiente também sdo importantes para manutencdo da
motilidade celular, uma vez que o mutante constitutivamente ativo, apesar de possuir
niveis mais altos de Racl-GTP, demonstrou-se sensivel as doses crescentes de
radiacdo gama, reduzindo significativamente a migracdo celular, o que ndo ocorre

com a linhagem Hela parental.
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Figura 33- Em célula HeLa a mutacdo em Racl (Racl N17 e Racl V12), leva a reducdo na
migracdo celular. As células foram plaqueadas em alta densidade, expostas a radiacdo gama nas
doses de 0,5; 2 e 5Gy. Em seguida, uma fenda foi feita com auxilio de uma ponteira de micropipeta.
As fendas foram fotografadas no momento do risco e 24h ap6s o tratamento com aumento de 200X
em microscopio invertido (Olympus) e medidas utilizando o software Cell-F (Olympus). Os resultados
sdo a média +/- SEM de trés experimentos independentes. Para a analise estatistica utilizamos
NOVA **P<0,01; ***P<0.001 entre os mutantes tratadas versus HelLa parental.
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4.2.6 A cinética de recuperacdo do DNA fragmentado nas linhagens clonais
HeLa-Racl N17 e HeLa-Rac1 V12, pelo ensaio cometa alcalino, se diferencia da
observada para célula HeLa ap0s exposicéo a radiacdo gama

Para se determinar os niveis de danos no DNA e sua cinética de reparo nas
linhagens celulares HelLa, HeLa-Racl N17 e HeLa-Racl V12, foi utilizado o ensaio
cometa alcalino, uma variante do ensaio cometa amplamente utilizada como técnica
para observar quebras de fitas duplas e simples no DNA genbémico lesado por
diferentes tratamentos (Collins, 2004). Para tal, as células foram submetidas a
radiacdo gama na dose de 5Gy e apés foram coletadas nos tempos de 0,5; 1; 2; e
6h.

O clone mutante defectivo em Racl N17 apresentou maiores niveis de dano
no DNA com pico entre 0,5-1h apds a irradiacdo e com inicio da reducdo da cauda
de DNA 2h apés o tratamento. Dessa maneira, a exemplo do que ocorre em RhoA,
Racl provavelmente também tem um papel importante para os momentos iniciais do
reparo do DNA, porém mesmo com o atraso no inicio do reparo aparentemente a
magquinaria de reparo € eficaz em reparar ou diminuir os danos no DNA (Figura 34).

O clone Racl V12, por sua vez, demonstrou um perfil de dano e recuperacéo
aparentemente mais eficiente do que até as proprias células parentais HeLa. Um
menor dano basal no DNA e pico da cauda foi encontrado em 0,5 h apoés a
irradiacdo e com o reparo, representado pela reducdo da cauda de DNA, ja iniciado
em 1h pés tratamento com gama, ou seja, antes mesmo da linhagem parental HelLa
(Figura 34).

Todos juntos esses dados dos clones mutantes de HeLa-Racl (V12 e N17)
nos levam a afirmar que Racl pode muito provavelmente estar envolvida e

mediando mecanismos iniciais de reparo do DNA e, devido ao seu excesso de
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atividade por parte do clone constitutivamente ativo, muito Racl-GTP nas células
leva ao disparo rapido e precoce do reparo dos danos, o que poderia até estar

impactando na progresséao do ciclo celular (Figura 34).
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Figura 34 - Ensaio de cometa alcalino das linhagens celulares HelLa parental HeLa-Racl N17
3G e HeLa-Rac1 V12 2P, demonstrando que Racl GTPase altera a cinética de reparo do DNA.
As células foram expostas a dose de 5Gy de radiagdo gama. Apds a radiacdo as células foram
coletadas nos tempos de 0,5h; 1h; 2h e 6h. Os cometas foram analisados utilizando o software Komet
6.0 (Andor). O gréfico representa a média de trés experimentos independentes

4.2.7 Em células HeLa o mutante dominante negativo Racl N17 modula
negativamente a fosforilagdo da histona H2AX e Chkl ap6s exposicdo a
radiacdo gama

A radiacdo gama € ha muito tempo conhecida por induzir quebras de fita
dupla no DNA (Azzam et al., 2012). Como mencionado anteriormente, um marcador
de danos no DNA tipo quebras de fita, amplamente utilizado é a fosforilacdo da
histona H2AX na Serl139 (também chamada como y-H2AX). A histona H2AX pode
ser fosforilada pelas proteinas kinases ATM, ATR e DNA-PK em resposta a

diferentes tipos de danos no DNA (Podhorecka et al.,, 2010). Os niveis de
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fosforilacdo da histona H2AX, bem como das proteinas quinases da via de DDR,
Chkl e Chk2, foram analisados por immunobloting nas células HelLa e clones
mutantes de Racl. As células foram submetidas a dose Unica de 2Gy de radiacao
gama e coletadas ao longo do tempo até 6h apés o tratamento. Podemos observar
gue na linhagem HelLa parental, ha aumento transiente de fosforilacdo da histona
H2AX (Ser139) imediatamente apés a radiacdo gama e defosforilacéo a partir de 2h
(Magalhades, Y. T. dados ndo publicados) (Figura 35). Esse perfil da variacdo da
fosforilacdo de histona yH2AX em HelLa também foi observada por Wang e
colaboradores, num trabalho onde os autores irradiaram células com a dose de
10Gy de radiacdo gama (Wang et al., 2005).

Ja quando os mutantes V12 e N17 foram analisados observamos que o perfil
de yH2AX modificou drasticamente. O mutante dominante negativo Racl N17,
apresentou reducao significativa dos niveis de yH2AX, em relagdo a HelLa parental e
Racl V12 (Magalhdes, Y. T. dados nao publicados), sendo praticamente
indetectavel (Figura 35). Por outro lado no mutante constitutivamente ativo Racl
V12, os niveis de yH2AX sé&o altos ja no controle néo irradiado e se mantiveram altos
até o ultimo tempo de coleta, 6h apds radiacdo (Magalhdes, Y. T. dados nao
publicados) (Figura 35).

Estes resultados de ndo fosforilagdo de y-H2AX no clone dominante negativo
de Racl, foram melhor investigados olhando-se para os niveis das proteinas Chk1/2
fosforiladas, uma vez que suspeitamos da existéncia de possiveis falhas de ativagcao
das vias de ATM/Chk2 e/ou ATR/Chk1, o que poderia explicar estes resultados.
Assim observamos que a fosforilagdo de Chk1-Ser345 também € praticamente
indetectavel nos clones HelLa-Racl N17, bem diferente da cinética de ativagcao

transiente observada em HelLa e nos clones Racl V12. E em relacdo a fosforilagéo
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de Chk2-Thr68, ndo encontramos variacdo significativa nos perfis de fosforilacdo
entre as trés células, o que mostra que ha uma provavel alteracao de funcionamento
da via de ATR/Chk1, a qual provavelmente é afetada de maneira negativa pela
deficiéncia ou reducao de atividade da GTPase Racl (Figura 35).

Os dados de modulacdo negativa da fosforilacio de Chkl & também
observados por Yan e colaboradores, onde em células de cancer de mama (MCF-7)
a inibicdo farmacologica da ativacdo de Racl leva a reducéo da fosforilacdo de Chkl
gquando as células sdo expostas a radiacdo gama. Mais recentemente em outro
trabalho, Yan e colaboradores, observaram que em células cancer de pancreas
(CD18/HPAF) expressando exogenamente Racl dominante negativo (Racl N17) ha
também a reducdo da fosforilacdo de Chkl quando as célula sdo submetidas a
radiacdo gama. Em ambos os trabalhos, os autores observaram que a reducéo da
fosforilacdo de Chkl é refletida no ciclo celular, onde observaram reducdo da
ativacdo do checkpoint G2/M induzido por radiacdo gama (Yan et al., 2012; Yan et
al., 2014).

Com os dados obtidos experimentalmente, podemos levantar a hipétese que
Racl possa estar modulando a ativacdo de Chkl e da histona H2AX, através da
modulacdo da ATM e ATR, ja que ambas fazem a ativacdo das proteinas Chkl e
histona H2AX. Assim como visto por Yan e colaborados, em seus dois trabalhos,
onde a inibicdo da ativacdo de Racl leva a atenuacgéo da ativacdo de ATM e ATR
em resposta aos efeitos ocasionados pela radiagcdo gama (Yan et al., 2012; Yan et

al., 2014).
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Figura 35 — Modulacdo negativa da fosforilacdo da histona H2AX, Chkl e Chk2 no clone HelLa-
Racl N17. As linhagens mutantes dominante negativo HeLa-Racl N17, constitutivamente ativo HelLa-
Racl V12 e Hela parental foram plaqueadas em placas de 100mm, 24h antes da exposicdo a 2Gy
de radiacdo gama. As células foram lisadas nos diferentes tempos apos a radiacdo e as proteinas
foram analisadas por immunoblot fosfo-Histone H2AX (Ser139) R&D systems, p-Chkl (Ser345), p-
Chk2 (Thr68), Chkl (Cell Signaling). Os immunoblots sdo os representativos de trés experimentos
independentes para os ensaios com p-H2AX e de dois experimentos independentes para 0s ensaios

com p-Chk1, p-Chk2 e Chkl1.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo analisamos o envolvimento das GTPases RhoA e Racl na
resposta celular da linhagem HelLa de adenocarcinoma de cérvix humano exposta a
radiacdo gama. Para essa finalidade foram geradas sublinhagens estaveis de clones
mutantes, os quais conferem a estas proteinas caracteristicas bioquimicas de
dominante negativa (HeLa-RhoA N19 e HelLa-Racl N17) ou de constitutivamente
ativa (HeLa-RhoA V14 e HelLa-Racl V12), além de alguns clones controles (HelLa-
Mock e HelLa-RhoA-WT). As mutacbes sao equivalentes as encontradas
naturamente na proteina oncogénica de Ras, onde Ras V12 apresenta ganho de
funcao (constitutivamente ativo; Gly—Val na posicdo 12) e Ras N17 perda de funcéo
(dominante negativo; Ser—Asn na posigao 17), estas mutacdes estéo localizadas no
loop de ligacdo do fosfato do GTP o que permite conferir as caracteristicas dos

mutantes (Qiu et al., 1995; Ridley et al., 1992).

» Envolvimento da GTPase RhoA na resposta aos efeitos da

exposicao celular a radiacdo gama

Inicialmente pudemos observar que a prépria linhagem parental Hela
apresenta atividade aumentada de RhoA, ou seja, altos niveis de RhoA-GTP quando
em crescimento assincrono sob condi¢des normais de cultura. Uma vez que a
proteina RhoA GTPase ja foi encontrada super-expressa ou com atividade
aumentada em varios tipos de cancer, como por exemplo cancer de mama, pulméo
e de célon retal (Leve and Morgado-Diaz, 2012; Ridley, 2013), nossos achados em
HelLa estdo dentro do esperado em se tratando de uma célula tumoral. Também Xia

e Land demonstraram que em células murinas e humanas deficientes em p53 e com
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atividade de Ras aumentada, ha um aumento dos niveis de RhoA-GTP e da
migracéao celular. Pois com a auséncia de p53, a ativacao de p190-RhoGAP (enzima
gue catalisa a hidrélise de GTP para GDP inativando a GTPase, especifica para
RhoA) fica prejudicada, aumentando-se assim os niveis de RhoA intracelular ativa,
aumentando-se a formacao de fibras de stress e a migracdo (Xia and Land, 2007).

Em um trabalho muito recente, Todorovic e colaboradores demonstraram que
a proteina E7 do papiloma virus HPV16 é capaz de atuar como regulador negativo
da pl190-RhoGAP, no entanto ainda ndo se sabe qual é o mecanismo envolvido
nesta atividade. Os autores obsevaram que a interacdo da proteina E7com p190-
RhoGAP leva a alteracées no citoesqueleto, pois ndo ha a reducdo dos niveis de
RhoA-GTP intracelular, devido a inibicdo da GAP pela interacdo com a proteina E7
(Todorovic et al., 2014). Dessa forma, como a célula HeLa que utilizamos em nosso
trabalho também contém a sequencia do virus HPV, pode ser que 0s niveis altos de
RhoA ativo encontrados na célula, possa ser resultante de uma possivel interacéo
inibitéria da proteina E do virus com a proteina p190-RhoGAP, levando ao aumento
dos niveis de RhoA-GTP intracelular.

Outros trabalhos da literatura demonstraram que mutacdo em p53 também
induz a um ganho de atividade de determinadas proteinas-chave que participam da
regulacdo de RhoA, como por exemplo, a inducdo da expressédo da GEF-H1 (enzima
gue catalisa a troca de GDP por GTP ativando a GTPase, especifica para RhoA),
levando a maior atividade de RhoA (Mizuarai et al., 2006). Dessa forma podemos
inferir que provavelmente em Hela parental, os altos niveis de RhoA ativa
encontrados podem ser decorrentes de efeitos na reducao da ativagcao de GAP-190

e/ou do aumento na expressao de GEF-H1, via reducdo da ativagcéo por p53, uma
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vez que essa linhagem celular € mutante para p53 (Mizuarai et al., 2006; Xia and
Land, 2007) .

Os clones mutantes RhoA V14 e RhoA N19 apresentaram mudancas
morfolégicas em relagdo a linhagem HelLa parental como um volume maior e mais
espraiadas. Uma vez que a proteina RhoA GTPase, esta intimamente relacionada a
reorganizacao do citoesqueleto, formacéo de fibras de stress e migracao celular via
ativacdo da polimerizacdo da actina, observar alteracdo morfolégica dos mutantes
em relacdo a HelLa parental é desejavel e esperado (Jaffe and Hall, 2005; Ren et al.,
1999), porém o impacto destes efeitos morfoldgicos nos processos de deteccdo e
reparo de DNA lesado por radiacdo ionizante gama ndo sdo muito explorados na
literatura. No entanto, na literatura ha trabalhos onde RhoA ¢é ativada em resposta a
danos no DNA provocado por um radiomimético, a toxina CDT, induzindo quebras
de fita dupla no DNA, assim como a radiacdo gama. Observou-se que RhoA é
ativada quando células sdo expostas a essa toxina, sendo a ativacdo de RhoA
dependente de ATM. Os danos no DNA induzidos pelo CDT séo reparados pelas
vias classicas de reparo de quebras duplas no DNA, a Recombina¢do Homodloga e a
Recombinacdo ndo-homologa (Fahrer et al., 2014; Frisan et al., 2003; Guerra et al.,
2008).

O mutante dominante negativo HeLa-RhoA N19 apresentou menor ativacao
de RhoA e também apresentou reduzida migracao celular sob condi¢ées normais de
crescimento, em relagéo a HelLa parental e o mutante constitutivamente ativo HelLa-
RhoA V14, demonstrando a funcionalidade da sublinhagem mutante. Em células
tronco hematopoiéticas (HSC), a mesma mutagdo em RhoA a qual confere
caracteristica dominante negativa, também foi observada a reducdo da migragéo

celular; no entanto essa inibicdo de RhoA foi seguida de aumento da proliferacao
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celular via alteracao do ciclo celular, pois houve aumento da expresséo da ciclina D1
e reducéo dos niveis de p21 (Ghiaur et al., 2006).

No geral, nossos resultados obtidos indicam que RhoA GTPase, em células
HelLa, é ativada em resposta a danos no DNA induzidos pela radiacdo gama, seja
por efeitos diretos ou indiretos, que levam a quebras nas fitas do DNA. Esses dados
vao de acordo com a rara literatura relacionada, uma vez que a utilizacdo de uma
toxina bacteriana a qual mimetiza a quebra de fita dupla da DNA gerada pela
radiacdo gama (um radiomimético), também leva a ativacdo de RhoA GTPase em
células HelLa. Nesse trabalho os autores discutem que a ativacdo de RhoA
observada é dependente ATM (ataxia telangiectasia mutated - principal regulador do
reparo do DNA a danos induzidos por radiacdo gama) (Frisan et al., 2003).

Como a radiacdo gama, de maneira indireta, também pode levar a formacéo
de danos no DNA pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), através da
radiolise da agua intracelular (Azzam et al., 2012), RhoA em nossas células HelLa
também pode estar sendo regulada positivamente por ROS, resultante da exposicéo
das células ao tratamento com radiacdo gama. Similarmente, mostrou-se que em
células de fibroblasto de rato REF-52 RhoA é ativada diretamente por ROS
(Aghajanian et al., 2009). E também que em células de fibroblasto de pulméao
humano (HFL-1), foi observado que ROS é capaz de induzir a ativacdo de RhoA,
pois estd envolvida na dissociagdo da interacdo de RhoA e GDI (proteina que
sequestra RhoA da membrana celular para o citoplasma, impedindo sua ativacao).
Nestas células, RhoA ativa estd envolvida no aumento da sintese de colageno
(Kondrikov et al., 2011). Reforgcando a hipotese de que a ativacdo de RhoA em

nossas células HelLa, possa estar sendo modulada por ROS.
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Em outro trabalho, Guerra e colaboradores demonstraram que RhoA é
ativada em resposta a danos no DNA promovidos por radiacdo gama (usada como
controle) ou pela toxina bacteriana CDT (cytoletal distending toxin), ativacdo esta
mediada pela acdo da GEF Netl, normalmente encontrada no nucleo celular.
Quando a ativacdo de Netl é inibida observa-se reducdo da ativacdo de RhoA,
seguida de reducdo da formacéo de fibras de stress, apds tratamento das células
com a toxina CDT ou exposicéo a radiacdo gama (Guerra et al., 2008).

Outra resposta que observamos em nossos experimentos foi a reducdo na
proliferacéo celular e do nimero de colénias de ambos os clones mutantes de RhoA,
em relacdo a linhagem parental HeLa na situacdo controle (onde as células néo
foram submetidas a radiacdo gama) e também quando as células foram submetidas
ao tratamento com a radiacdo gama. Esses resultados de capacidade proliferativa e
sobrevivéncia reduzidas podem ser explicadas devido a alteracdes no ciclo celular,
uma vez que RhoA também atua na regulacéo do ciclo celular através da regulagéo
da expressao de ciclina D1, ou inducdo de apoptose (Watts et al., 2006) os quais
vao de acordo com os resultados observados para ambos clones mutantes, que
apresentaram maiores porcentagens de células apoptéticas e o clone mutante RhoA
N19 apresentou um acumulo maior de células na fase G1 do ciclo celular. Assim
como em células de fibroblasto de rato (Swiss 3T3), expressando o mutante
constitutivamente ativo de RhoA (RhoA V14) ha também reducdo na proliferacao
celular e essa reducao se deve a uma alteragdo no ciclo celular, pois os autores
observaram que nestas células expressando RhoA V14, h4 reducdo da ativagédo de
ERK e consequente levando a reducéo da indugdo da expressao de ciclina D1,
resultando no atraso das células na entrada da fase S e levando a um acumulo de

células na fase G1 do ciclo celular (Morin et al., 2009).
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Uma das propostas desta tese ao usar tratamentos com radiacao ionizante
gama nas células, os quais sabidamente levam a danos do tipo quebras ao DNA
(Vignard et al., 2013) é investigar se a GTPase RhoA pode modular mecanismos
gerais ou vias especificas de reparo de DNA. A principio podemos afirmar que RhoA
modula o reparo do DNA, uma vez que observamos no mutante constitutivamente
ativo (RhoA V14) um adiantamento do inicio do reparo e no mutante dominante
negativo (RhoA N19) atraso do inicio do reparo, além de encontrarmos menores
niveis de DNA fragmentado no clone RhoA V14, tanto em condi¢cdes basais
(controle) quanto nas células irradiadas, como observado pelos ensaios cometa. A
modulacdo de RhoA no reparo também foi observada no clone RhoA N19, onde
observamos que o atraso no inicio do reparo foi maior quando observamos o ensaio
cometa neutro (especifico para quebras duplas das fitas do DNA), indicando que
provavelmente RhoA esteja modulando positivamente o reparo do DNA, mais
especificamente o reparo de quebras duplas. J& que células tratadas com a toxina
CDT, que induz quebras de fita duplas no DNA levando a ativacdo da maquinaria de
resposta a danos no DNA, a inibicdo da ativacdo de RhoA pela toxina C3 ou
utilizacdo de clone RhoA N19 levou a sensibilizacdo celular (Fahrer et al., 2014;
Frisan et al., 2003; Guerra et al., 2008)

Dando continuidade e aprofundando os resultados obtidos com o ensaio
cometa, os ensaios de reparo de DNA exdgeno (quantificado pela expressdo da
proteina GFP) incorporado pelas células HelLa, apontam e reforcam o papel de
RhoA na modulagdo do reparo. Assim, a inibicAo da ativacdo de RhoA pela
exoenzima ou toxina botulinica C3 reduziu drasticamente o reparo de danos de
quebra dupla do DNA, induzidos pela enzima de restricdo I-Scel, realizado pela via

de recombinacdo homologa (HR), muito mais afetada em comparacdo com a via da
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recombinacdo ndo-homodloga (NHEJ). Esses dados vdo de acordo com o0s
observados com o0 ensaio cometa, principalmente o cometa neutro, onde
observamos atraso no inicio da recuperacdo do dano no DNA e também né&o
observamos reducéo total da fragmentacdo do DNA. Provavelmente RhoA GTPase
esteja modulando o reparo do DNA, via ativacdo de p38 MAPK, pois em células
HelLa tratadas com a toxina CDT ou 20 Gy de radiacdo gama, a inibicdo de RhoA
pelo por siRNA ou com a toxina C3 leva a reducdo da ativacdo de p38 MAPK e
consequente sensibilizacdo celular, ja que p38 MAPK faz parte da rede de resposta
a danos no DNA (Guerra et al., 2008; Reinhardt and Yaffe, 2009).

Em células de fibroblasto humano RG37, o ensaio de reparo de DNA exdgeno
demonstrou que o silenciamento de uma outra Rho GTPase, a RhoB, por siRNA leva
a uma reducao significativa no reparo por recombinacdo homoéloga (HR), porém este
silenciamento nao surtiu efeitos no reparo por recombinagcdo ndo-homoéloga (NHEJ),
indicando que RhoB estd envolvida na promocdo do reparo por recombinacao
homologa (Mamouni et al., 2014). A inibicdo mais acentuada da recombinacéo
homologoa (HR), obtida em nosso trabalho, quando inibimos a ativacdo de RhoA
com a toxina C3 pode ser reflexo da acédo de RhoB, pois a toxina C3 além de inibir a
ativacdo de RhoA, também inibe RhoB (Aktories et al., 2004), dessa forma a reducéo
acentuada pode ser o somatério dos efeitos das duas inibicbes, a de RhoA e de
RhoB.

Dados contidos na literatura atual relacionam ativacdo de RhoA com o reparo
de danos no DNA provocados pela agdo de espécies reativas de oxigénio. Em
células de fibroblasto humano (MRC5) e fibroblasto embrionario murino (MEF),
guando expostas ao agente oxidante GOx (agente que aumenta os niveis de ROS e

danos oxidativos no DNA), ha aumento dos niveis de RhoA ativo (RhoA-GTP).
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Quando as células sdo expostas a espécies reativas de oxigénio, ocorre formacéo
de mutacbes de bases do DNA e a mutacdo 8-oxo-7,8-dihydroguanine (8-oxoG) é
encontrada em maior niumero. A 8-o0xoG € removida do DNA pela via de reparo de
excisdo de base - BER, iniciada por 8-oxoguanine DNA glycosylase (OGG1). Os
autores do trabalho, demonstraram que a interacdo fisica entre OGG1 e 8-0xo0G
forma um complexo que atua como uma GEF (enzima que catalisa a troca de GDP
por GTP) ativando RhoA, a qual leva em seguida a formacéo de fibras de stress e
mudancas da morfologia celular (Luo et al., 2014).

Outro trabalho demonstrou que a proteina FEN1, que tem atividade
exonucleasica e pertence a via de reparo de BER, é ativada em reposta a danos no
DNA induzidos pela toxina CDT. A proteina FEN1 tem capacidade de se ligar
diretamente a proteina GDI (GDP dissociation inhibitor), a qual sequestra RhoA para
o citoplasma impedindo a sua ativacdo. A interacdo de FEN1 com a GDI, impede
com que a proteina GDI se ligue a RhoA, levando ao aumento dos niveis de RhoA
GTP em resposta ao dano no DNA (Guerra et al.,, 2011). Uma vez que um dos
efeitos da exposicdo celular a radiacdo gama é a producdo de ROS, dessa forma
também pode ocorrer a indu¢cdo de danos oxidativos no DNA, dentre eles a
formacéo de 8-oxoG (Breen and Murphy, 1995) e possa estar ocorrendo em nossas
células HeLa o mesmo fendmeno de ativacdo de RhoA por OGG1l e 8-0x0G.

Quando expomos as células a dose de 15 Gy, observamos alteracdo do perfil
de células no ciclo celular; hA um acumulo significante de células na fase G1 e
consequentemente reducdo de células na fase G2 do ciclo celular. Dessa forma
optamos por analisar os niveis de ativagdo das proteinas Chkl e Chk2, as quais
estdo envolvidas na regulagcdo da parada do ciclo celular (Reinhardt and Yaffe,

2009).
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Uma atenuacdo na ativacdo das proteinas reguladoras da parada do ciclo
celular foi observada no clone mutante HeLa-RhoA N19, no qual ha uma diminuicéo
da ativacdo por fosforilacdo de Chkl (Ser 345) e Chk2 (Thr 68) em resposta aos
efeitos da radiacdo gama (15 Gy). Em células tronco embrionarias (ES) de ratos
deficientes em Chk2 (Chk2 knockout), Hirao e colaboradores observaram uma
grande reducdo do numero de células na fase G2 e na entrada prematura em
mitose, quando a células foram submetidas a radiagdo gama com dose de 10 Gy
(Hirao et al., 2000). Dessa forma podemos inferir que, de maneira semelhante as
células ES deficientes em Chk2, a sublinhagem HelLa-RhoA N19 apresenta reducéo
da fosforilagdo de Chk1/2, a qual leva a reducdo do numero de células na fase G2
guando as células sédo submetidas a radiacdo gama.

Um resultado surpreendente e inesperado que obtivemos em células
parentais HeLa e em todos os clones para RhoA, foi que observamos reducédo dos
niveis totais da proteina Chk2 ja 30 minutos ap0s exposicdo a radiacdo gama. Essa
variacdo na proteina total Chk2 foi observada pela primeira vez por Schwarz e
colaboradores em 2003, quando submeteram as células HeLa a 10Gy de radiacéo
gama; mas no entanto ainda ndo se sabe muito bem o porqué dessa reducédo
(Schwarz et al., 2003). Em células de cancer de ovario (A2780) quando tratadas com
cisplatina, que é um agente antitumoral indutor de danos no DNA, também ha uma
reducdo dos niveis de Chk2 mediada via ubiquitina-proteassoma (Zhang et al.,
2005). Células de cancer de coloretal (HCT15) quando tratada com radiomimético
NSC (neocarzinostatina, induz quebras de fita dupla no DNA), também ocorre
reducdo dos niveis de Chk2 via aumento da atividade da ubiquitina-proteassoma
(Kass et al., 2007). Dessa forma, podemos inferir que RhoA néo esté interferindo na

estabilidade da proteina Chk2.
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Com os dados obtidos podemos inferir que RhoA esta regulando o ciclo
celular através da regulacdo da ativacdo das proteinas Chkl e Chk2, uma vez que
observamos reducéo da fosforilagdo destas proteinas quando submetemos o clone
dominante negativo RhoA N19 a radiacdo gama. As proteinas Chk1/2 sdo de
extrema importancia para regulacdo dos pontos de checagem do ciclo celular,
atuando na inducdo da degradacao proteina fosfatase Cdc25 o que faz com que a
progressao do ciclo celular pare (Bartek and Lukas, 2001; Deckbar et al., 2011).
Com isso, a reducao da ativacao de Chk1/2 no clone RhoA N19, leva a reducédo da
degradacdo de Cdc25, a qual por sua vez continua defosforilando a proteina Cdk
impedindo a parada do ciclo celular, mesmo quando a célula é exposta a radiacao
gama, impedindo que os danos no DNA sejam reparados. Por essa acéao,
observamos no clone RhoA N19 mais danos do DNA no ensaio cometa e reducao
drastica da via de reparo HR e NHEJ quando utilizamos inibidor da ativacdo de
RhoA.

Quando avaliamos os niveis de ativacdo da histona H2AX, que € um
marcador de dano que quebra de fita dupla do DNA, notamos que quando
submetemos as células a 15 Gy, ndo houve alteracdo da cinética de ativacdo de y-
H2AX nos clones RhoA N19 e RhoA V14 em relacdo a célula parental HelLa, apesar
da reducdo da ativacdo de Chkl e Chk2 no clone mutante RhoA N19. Esses
resultados podem ser reflexo da ativacdo de uma outra Rho GTPase, a RhoB, a qual
€ ativada em resposta a danos no DNA provocados por camptotecina (agente
indutor de quebras de fita dupla no DNA). A GTPase RhoB promove a defosforilagao
da y-H2AX através da ativacdo da fosfatase PP2A, promovendo também o reparo do
DNA (Mamouni et al., 2014). No entanto quando utilizamos o inibidor de ativacao de

RhoA a toxina C3, notamos aumento sensivel dos niveis de y-H2AX, o que também
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pode ser reflexo da acdo da GTPase RhoB. Ja que a toxina C3 também inibe a
ativacdo de RhoB (Aktories et al., 2004), e como a deficiéncia de RhoB promove a
persisténcia da y-H2AX em células tratadas com camptotecina (Mamouni et al.,
2014), provavelmente quando utilizamos a toxina C3 na célula Hela, inibimos a

ativacdo de RhoA e RhoB, levando a persisténcia da y-H2AX.

» Envolvimento da GTPase Racl na resposta celular das células

expostas aradiacdo gama

Nesta tese também determinamos o comportamento da pequena GTPase
Racl frente aos efeitos provocados pela exposicdo a radiacdo gama. Similarmente
ao que ocorre com RhoA, observamos que Racl também é ativada quando as
células HelLa séo expostas a diferentes doses de radiacdo gama, ativacdo esta ja
observada em células de cancer de mama MCF-7 expostas a radiacdo gama.
Diferentemente do que ocorre em células de cancer de pancreas AsPC, Capanl e
CD18/HPAF, as quais possuem Racl superexpressa e 0s niveis de Racl ativo
também é alto, quando essas células sdo expostas a radiagdo gama nado ha
variacdo da ativacdo de Racl, permanecendo alto (Yan et al.,, 2012; Yan et al.,
2014).

Os clones mutantes de Racl, assim como o0s mutantes de RhoA,
apresentaram reducdo da taxa de sobrevivéncia celular, quando as células foram
expostas a radiacdo gama. Porém, os clones Racl-V12 e Racl-N17 foram mais
sensiveis frente aos efeitos da radiagdo gama, pois ambas sublinhagens clonais
apresentaram significativa reducdo da fracdo de sobrevivéncia celular em relacdo a

célula parental HeLa. De maneira diferente aos nossos foi observado na literatura,



137

que em figado de camundongos knockout para Racl, o tratamento com
doxorrubicina (a qual € uma droga que inibe a topoisomerase Il resultando na
formacdo de quebras de fita dupla no DNA) levou a um aumento da proliferacédo
celular em células tratadas com doses agudas de doxorrubicina. Os autores
observaram que o knockout Racl, apresentou aumento de células apoptoéticas na
condicdo basal (sem tratamento com doxorrubicina), no entanto 1 semana apés ao
tratamento ndo foi observado diferenca entre as amostras Racl selvagem e Racl
knockout, os autores observaram diferencas significativas quando analisaram a
porcentagem de células apoptoticas 96 h apds ao tratamento, onde Racl knockout
apresentou mais apoptose. Foram observados também os niveis de apoptose
desses animais Racl knockout, 96 h apds serem expostos a 6 Gy de radiacdo gama
e foi constatado que também h& aumento de apoptose nos Racl knockouts (Bopp et
al., 2013). Da mesma maneira observamos em nossos resultados, onde o clone
Racl N17 apresenta maior porcentagem de células apoptoéticas em relacédo a célula
parental HelLa, tanto no controle sem tratamento assim como quando as células
foram expostas a radiacdo gama, no entanto o clone Racl V12 possui porcentagem
semelhante a Racl N17 em todas as situacoes.

Debidda e colaboradores (2006) observaram que mutacfes em Racl, as
quais conferem caracteristica Racl dominante negativo ou constitutivamente ativo
em fibroblasto embrionario de camundongo (MEF) sdo prejudiciais para proliferacao
celular através da desregulag&o do ciclo celular, inducéo de apoptose e senescéncia
celular (Debidda et al., 2006). Em células de cancer de mama MCF-7 a inibi¢cdo
farmacoldgica de Racl, bem como a expressao exdgena de Racl-N17 e siRNA para
Racl, levam a um aumento da sensibilidade das células aos efeitos da radiagédo

gama promovendo inducdo de apoptose. E em células de cancer de pancreas
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expressando exogenamente Racl-N17, assim como o inibidor farmacologico de
Racl NSC23766, os mesmos efeitos sdo observados (Yan et al., 2012; Yan et al.,
2014), o que sustenta em muito nossos resultados na linhagem Hela.

Estes dados nos levam a inferir que Racl GTPase, em nosso sistema
experimental, é importante para sobrevivéncia e proliferacdo celular frente a
exposicao de células HelLa a radiacdo gama. Isto porque ensaios de sobrevivéncia e
proliferacdo celular indicaram que o clone dominante negativo HeLa-Racl N17,
apresenta uma menor proliferacéo e sobrevivéncia em relacdo a HelLa e no entanto,
esta reducdo nédo foi significativamente menor que no mutante constitutivamente
ativo HeLa-Racl V12, a qual foi significativamente menor que na linhagem Hela.
Isto sugere que a ciclagem de Racl entre GDP e GTP é importante para a
homeostase celular (em termos de sobrevivéncia e proliferacdo) quando submetidas
a radiacdo gama.

Racl também pode ser ativada pelo complexo OGGl e 8-0xoG,
demonstrando que ndo somente RhoA, mas também Racl tem relacdo direta com a
via de reparo por excisdo de base - BER. Como Racl também esta envolvida no
controle da NADPH-oxidase 4 (Nox4), os autores observaram que o aumento de
Racl ativo na célula via complexo OGG1 e 8-0x0G, levou ao aumento de ROS
intracelular via regulacdo da Nox4 pela Racl ativa. Os autores demonstraram que
Racl, NOX4 e OGG1 estdo localizados perto umas das outras na membrana
nuclear, e que devido a essa proximidade leva a um aumento localizado de ROS, via
ativacdo de Racl através da acéo iniciada pela OGG1 pela ativacdo da resposta do
dano no DNA. Os autores especulam também que a falha do controle da atividade
de OGG1, possa levar a excisdao excessiva de 8-oxoG do DNA, levando a

hiperativagdo de Racl resultando processos biolégicos como senescéncia,
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processos de envelhecimento e outras respostas celulares (Hajas et al., 2013).
Dessa maneira, em nossas células Racl pode também estar sendo ativada pelo o
complexo OGG1 e 8-0x0G, ja que assim como descrito anteriormente, a exposi¢cao
celular a radiacdo gama leva a formacdo de ROS e consequentemente a inducao de
danos no DNA (8-0xoG) (Breen and Murphy, 1995), demonstrando a existéncia de
mais uma via de regulacao da atividade de Racl.

Quando investigamos a ativacdo por fosforilacdo de proteinas que fazem
parte das vias de resposta a danos no DNA (DDR), observamos que Racl esta
modulando ndo somente a fosforilacdo da histona H2AX (Ser139), mas também a
fosforilacdo de Chkl (Ser-345), pois quando a sublinhagem dominante negativa
Racl N17 foi submetida a radiacdo gama nao apresentou fosforilacdo da yH2AX e
Chkl1. Ja na sublinhagem constitutivamente ativa (Racl V12) apresentou maior
tempo de fosforilacdo da yH2AX (mais prolongada) em comparacdo a linhagem
parental HeLa, o mesmo ocorrendo para fosfo-Chk1.

Interessantemente, Kang e colaboradores demonstraram que a histona H2AX
por si s6 pode induzir a formacdo de ROS através da via Nox1/Racl. Os autores
submeteram as células a um composto mimético aos efeitos da radiacdo gama e
com isso observaram que ha dois eventos de formacao de ROS. O primeiro evento é
concomitante a exposicdo das células ao composto, 0 segundo evento € via
complexo histona H2AX/Nox1/Racl. Nesse segundo evento de formacao de ROS, a
histona H2AX se liga a proteina 14-3-3 zeta, esta proteina se liga a NoxAl atuando
como inibidor de Nox1. A atividade Nox1 é dependente de Racl ativo, dessa forma
ROS é formada através da ativacdo de Racl e Nox1, via sequestro da proteina 14-3-
3 zeta pela histona H2AX, a qual foi ativada através da acdo do radiomimético (Kang

et al., 2012). Dessa forma na sublinhagem mutante constitutivamente ativa Racl
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V12, a persisténcia da ativacdo da histona H2AX possa estar sendo fruto de um
possivel aumento dos niveis de ROS intracelular, os quais induzem danos ao DNA
que é sinalizado pelo aumento da fosforilagdo da histona H2AX.

Ja a reducédo da fosforilacdo de Chkl no clone mutante Racl N17, quando
exposta a radiacdo gama, também foi observada por Yan e colaboradores em dois
trabalhos diferentes. Eles mostraram que as células MCF-7 tratadas com inibidor
farmacoldgico de Racl e células CD18/HPAF expressando exogenamente Racl
dominante negativo (Racl N17), também h& uma reducdo da fosforilacdo de Chkl
guando as célula sdo submetidas a radiacdo gama, levando a menor ativacdo do
checkpoint G2/M e dessa forma sensibilizado também as células aos efeitos da
radiacdo gama (Yan et al.,, 2012; Yan et al.,, 2014), como supostamente esta
ocorrendo em nosso sistema celular.

Dessa forma, podemos inferir que em nosso sistema experimental Racl
possa de alguma maneira interferir na ativacdo de Chkl e da histona H2AX, através
da modulacédo da ATM e ATR, ja que ambas fazem a ativacao das proteinas Chkl e
histona H2AX. Pois Yan e colaboradores observaram em seus dois trabalhos, que a
inibicdo da ativacdo de Racl leva a atenuacdo da ativacdo de ATM e ATR em
resposta aos efeitos ocasionados pela radiacdo gama (Yan et al., 2012; Yan et al.,
2014).

Foi demonstrado que o knockout de Racl no figado de camundongo, leva a
reducdo da fosforilagdo de histona H2AX, quando o animal foi tratado com
doxorrubicina, no entanto quando o animal Racl knockout foi irradiado com 6 Gy de
radiacdo gama, nao foi observada variacdo da ativagao de y-H2AX em relacédo ao
controle ndo tratado 24 h ap6s ao tratamento. Os autores discutem que essa

modulagédo da y-H2AX pela Racl, seja dependente do tipo do agente genotdxico



141

(Bopp et al., 2013). Esses dados vao de encontro com os observados em Nnosso
trabalho, pois observamos reducao extremamente significativa da y-H2AX nos
clones Racl N19, essa diferenca pode ser reflexo da cinética utilizada nos trabalhos
e também pode ser tecido especifico, em nosso trabalho utilizamos sublinhagens
clonais de células HelLa. Nesse mesmo trabalho, Boop e colaboradores,
demonstraram que Racl knokout modula a expressdo génica de proteinas
reguladoras da progressdo do ciclo celular (p21, ciclina E), choque térmico
(Hsp701b) e reparo do DNA (Fen, Topoll, XPV e WRN), quando tratados com
doxorrubicina ou radiacdo gama (Bopp et al., 2013; Fritz and Kaina, 2013).
Lancando a hipdétese que em nosso sistema de estudo, a expressdo génica de
proteinas reguladoras do ciclo celular e de reparo de DNA possam estar sendo
reguladas, ja que observamos modulacdo na regulacdo do ciclo celular, na
sobrevivéncia celular e no reparo do DNA.

Em cardiomioblastos de rato H9c2, a inibicdo da ativacdo de Racl pela droga
lovastatina e pelo NSC23766, reduziram a fosforilacdo da histona H2AX das células
tratadas com doxorrubicina (inibidor da topoisomerase Il). Nestas células, H9c2, a
GTPase Racl estaria mediando a fosforilacdo da histona H2AX através da via
SAPK/INK  (stress-activated protein kinase/ Jun amino-terminal kinase)
(Huelsenbeck et al., 2011). Desta mesma forma, a reducdo que observamos na
fosforilacdo da histona H2AX em nosso clone Racl N17, quando o submetemos ao
agente de dano no DNA (radiacdo gama), nos permite inferir que Racl possa estar

modulando a regulacéo da fosforilagdo de H2AX, também através da via SAPK/JNK.
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6. CONCLUSOES

Nesse trabalho demonstramos o envolvimento das proteinas RhoA GTPase e
Racl GTPase na resposta celular aos efeitos resultantes da exposi¢cdo a radiacéo
gama. Observamos que em células Hela, as pequenas GTPases RhoA e Racl séao
ativadas em resposta aos efeitos da radiacdo gama.

Em relacdo a GTPase RhoA, observamos que o0s clones mutantes
demonstraram reduzida taxa de proliferacdo e sobrevivéncia em relacdo a células
HelLa, expostas ou ndo a radiacdo gama. No entanto, o mutante deficiente para
RhoA apresentou maior reducéo em relacdo ao mutante proficiente em RhoA, a qual
pdde ser observada nas diferencas do ciclo celular entre estas células, mais
acentuadas ainda quando as células sdo expostas a maiores doses de radiacéo
gama. Dessa forma podemos inferir que modular (positiva ou negativamente) a
atividade de RhoA em células HelLa prejudica a proliferacédo celular.

Os niveis de danos do tipo quebras e a eficiéncia de reparo do DNA de
células HeLa também foram afetados quando se reduz a atividade de RhoA, pois o
mutante deficiente desta GTPase apresentou um retardamento do inicio do reparo.
Tal mediacdo de RhoA sobre reparo do DNA também pdde ser observado no ensaio
de reparo por HR ou NHEJ, onde a inibichio de RhoA levou a uma reducéo
significativa da taxa de reparo do DNA.

RhoA pode estar modulando o reparo do DNA através da regulagdo da
fosforilacdo de Chkl e Chk2, proteinas as quais sdo essenciais para sinalizacdo de
parada nos pontos de checagem do ciclo celular e ativacdo de vias de reparo, uma
vez que no mutante deficiente em RhoA a ativagdo de Chk1/2 é reduzida.

Em relagdo a GTPase Racl, tanto os clones proficientes como deficientes

desta enzima apresentaram significativa reducdo da proliferacdo e sobrevivéncia
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celular em relacdo a linhagem parental HeLa. Porém, clones mutantes deficientes de
Racl levaram a prejuizos ainda maiores a proliferacdo e sobrevivéncia em relacao
aos clones mutantes proficientes desta GTPase.

Racl também pode regular os niveis de danos através da modulacdo do
reparo do DNA, pois quando submetemos as células a tratamentos com radiacdo
gama o clone dominante negativo Racl N17, apresentou niveis mais altos de danos
no DNA em relacdo a HelLa parental e ao mutante constitutivamente ativo Racl V12,
gue por sua vez é o mais eficiente em reparar estes danos.

A mediacdo dos mecanismos de reparo de DNA pela GTPase Racl pode
estar ocorrendo através do controle indireto da fosforilagdo da histona H2AX
(Serl39) e Chkl (Ser345), via modulacdo da ativacdo de ATM e/ou ATR, em
resposta a radiacdo gama.

Por fim, de acordo com nossos resultados e suas correlagdes com dados da
literatura, podemos afirmar que RhoA e Racl possuem funcdes bioldgicas que vao
além da regulacdo da dinamica do citoesqueleto, sendo também importantes na

mediacao de mecanismos nucleares de reparo de DNA apos estresse genotoxico.
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ANEXO 1

Figura 36 - Aspecto morfoldgico das sublinhagens HeLa-pCM mock e HeLa-RhoA WT. As
células foram analisadas e fotografadas em microscopio invertido (Olympus) no aumento de 200X,
em condi¢des de crescimento normal com 10% de SBF.
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ANEXO 2
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Figura 37 - Modulagcdo positiva da ativagcdo de RhoA pelos efeito da radiacdo gama nas
sublinhagens HeLa-RhoA WT e HeLa-pCM mock. As células foram irradiadas com diferentes doses
de radiacdo gama (2Gy, 5Gy e 15Gy) e lisadas 30 minutos apos ao tratamento. O ensaio de atividade
de RhoA foi realizado utilizando beads RBD-GST. Os niveis de RhoA-GTP foram determinados por

immunoblot utilizando anticorpo anti-RhoA (Santa Cruz). As imagens sdo representativas de trés
experimentos independentes.
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Figura 38 - AS linhagens HeLa-pCM mock e HeLa-RhoA WT apresentam menor numero de
colénias em relacdo a HelLa parental, no entanto, apresenta sensibilidade aos efeitos da
radiacdo gama semelhante a HeLa parental. Foram plaqueadas 2000 células em placas de 60 mm
de didmetro, 24h antes de serem expostas a radiacdo nas doses de 0,5Gy e 5Gy. Apé6s 10-12 dias
em cultura as células foram fixadas com formaldeido 10% em PBS, coradas com cristal violeta 0,5% e
contadas manualmente. Os resultados sdo a média +/- SEM de trés experimentos independentes. Foi
utilizado para analise estatistica ANOVA *P<0.05; ***P<0.001 entre os clones versus HelLa parental.
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