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RESUMO

O papel do cofator transcricional IRF2BP2 no controle do ciclo e na

transformacéo celular in vitro e in vivo.

A proteina IRF2BP2 (Interferon regulatory factor 2 binding protein 2) € um dos
membros da familia de proteinas IRF2BP e foi descrita inicialmente como um co-
repressor transcricional dependente de IRF-2. O fator de transcricdo IRF2 é conhecido
por controlar a expressdo de muitos genes responsivos ao interferon (IFN), que por
sua vez atuam na regulacdo do ciclo celular e/ou apoptose. Embora o real
envolvimento da proteina IRF2BP2 na transcricdo desses genes ainda ndo tenha sido
avaliado e seu papel fisiolégico ainda seja pouco compreendido, dados recentes
sugerem sua participacdo no controle de ciclo celular, apoptose e angiogénese,
indicando que o desbalanco na funcdo de IRF2BP2 poderia estar relacionada a
fisiopatologia do cancer. Portanto, o objetivo principal desse estudo é investigar o
papel de IRF2BP2 no controle de ciclo e transformacéo celular e determinar sua
relevancia no processo de tumorigénese. Para isso, células da linhagem de
fibroblastos murinos NIH3T3 foram transduzidas com vetor retroviral contendo o gene
IRF2BP2 sob controle de um promotor responsivo a doxiciclina/tetraciclina.
Proliferacéo, ciclo, morte e transformacao celular foram avaliados por marcagéo com
cristal violeta, ensaio clonogénico, citometria de fluxo com marcacéo PI, BrdU e
anexina V, PCR em tempo real, western blot, formacéo de focos, crescimento em meio
semissélido e formacao de tumores em camundongos nudes. Além disso, dados de
RNA-Seq de amostras de fibroblastos humanos transformados foram obtidos do
banco de dados GTEx (Genome-Tissue Expression) e analisados. Como resultados,
observamos que a superexpressado de IRF2BP2 levou a reducéo da proliferacdo de
células NIH3T3, associada a atraso na entrada na fase S do ciclo celular.
Adicionalmente, a superexpresséo de IRF2BP2 em células transformadas por H-ras-
V12 reduziu a formagéo de focos em cultura, colénias em meio semissolido e tumores
em camundongos. A expresséo de IRF2BP2 apresentou correlagdo inversa com a de
diversos genes envolvidos na progressao do ciclo celular em fibroblastos humanos.
Estes dados sugerem que IRF2BP2 possa ter um papel supressor tumoral, induzindo
um menor potencial proliferativo através da regulacdo negativa do ciclo celular em
células NIH3T3.
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ABSTRACT

The role of the IRF2BP2 protein in cell cycle control and transformation in vitro

and in vivo.

The IRF2BP2 protein (Interferon regulatory factor 2 binding protein 2) is a member of
IRF2BP family of proteins, which were initially identified as transcriptional corepressors
that were dependent on IRF2. IRF2 is known for controlling the expression of many
interferon (IFN)-responsive genes, which in turn act in the regulation of the cell cycle
and/or apoptosis. Although the actual involvement of IRF2BP2 in these genes’
transcription has not yet been evaluated and its physiological role is still poorly
understood, recent data suggest the participation of IRF2BP2 in cell cycle control, cell
death and angiogenesis. These findings indicate that an imbalance in IRF2BP2
function could be related to the pathophysiology of cancer. The main objective of this
study is to investigate the role of IRF2BP2 in cell cycle control and transformation, and
thus to determine the relevance of this protein in tumorigenesis. In order to do that,
NIH3T3 murine fibroblast cells were transduced with retroviral vector containing the
IRF2BP2 gene under the control of a tetracycline-responsive promoter. Cell
proliferation, cycle, death and transformation were evaluated by crystal violet labeling,
clonogenic assays, Pl, BrdU and annexin-V-labeled flow cytometry, real time PCR,
western blot, focus formation, growth in semi-solid medium and tumor formation in
nude mice. In addition, RNA-Seq data from transformed human fibroblast samples
were obtained from a GTEx (Tissue Genome Expression) database and gene
expression profiles were analyzed. These experiments showed that IRF2BP2
overexpression decreased cell proliferation due to a delay in S phase entry.
Additionally, overexpression of IRF2BP2 in cells transformed with H-ras-V12
diminished the formation of culture foci, semi-solid colonies and mouse tumors. The
expression of IRF2BP2 displayed inverse correlation with the expression of several
genes involved in cell cycle progression in human fibroblasts. These data suggest that
IRF2BP2 may have a tumor suppressive role, inducing lower proliferative potential
through repressing the expression of cell cycle genes in NIH3T3 cells.
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1. INTRODUCAO

1.1. Regulagédo da Expressao Génica em Eucariotos

A complexidade dos organismos vivos ndao € determinada pelo niumero de
genes, e sim como estes estdo sendo regulados. Sendo assim, o controle de quais
genes serao expressos e em que intensidade essa expressdo ocorre provocam
grandes variacbes no tamanho, forma, comportamento e funcdo das células, sendo
de fundamental importancia para definir a identidade celular (GUO, 2014). A
expressao génica é o principal fator responsavel pelos efeitos das interacdes gendtipo
x ambiente em todos os organismos, sendo, portanto, um importante componente da
base genética para a mudanca evolutiva em diversos aspectos, permitindo assim
diferencas fenotipicas que caracterizam os diversos tipos celulares presentes nos
eucariotos superiores (OGBOURNE & ANTALIS, 1998; WRAY et al.,, 2003). A
expressao de genes eucaribticos € um processo fortemente regulado, ou seja, genes
gue regulam a identidade celular sédo ativados sob condicfes temporais, espaciais e
ambientais muito especificas para garantir que uma célula seja capaz de
desempenhar sua funcdo designada (PHILLIPS, 2008). Falhas nos programas de
controle da expressado génica estdo associadas a diferentes doencas e sindromes,
incluindo céancer, autoimunidade, diabetes e doencas cardiovasculares (LEE &
YOUNG, 2013; REITER et al., 2017; SOUTOURINA, 2017).

O controle da expressao génica envolve diferentes vias de sinalizacéo, as quais
sdo reguladas por diversas proteinas que se associam de forma coordenada e
combinatoria (REMENYI et al., 2004). Ha vérias etapas no processo da expresséo
génica em células eucaridticas e todas elas podem ser controladas, incluindo
alteracOes na estrutura da cromatina, ativagcédo da transcri¢cao, processamento do RNA
nuclear, transporte e localizacdo do mRNA, sintese proteica e modificagcdes poés-
traducionais (OGBOURNE & ANTALIS, 1998).

1.1.1 Regulagéo Geral da Transcrigao

Um dos principais processos gue regula a expressao génica em uma célula é
a transcricao, que envolve a sintese de uma molécula RNA a partir de uma sequéncia

génica contida na molécula de DNA (BUNCH, 2017). Para a maioria dos genes, 0
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controle transcricional € soberano uma vez que este pode garantir que intermediarios
desnecessarios ndo sejam sintetizados. A transcricdo de genes eucarioticos € um
processo bioquimico extremamente complexo e regulado em diversos niveis,
permitindo assim, que programas genéticos estejam adaptados de acordo com as
necessidades celulares (LEMON & TIJAN, 2000; SOUTOURINA, 2017). A ativagao
transcricional envolve muitas etapas que requerem (i) abertura da estrutura da
cromatina, (ii) montagem do complexo de pré-iniciacao e (iii) transicdo para uma etapa
de elongacéo produtiva (FRIETZE & FRNHAM, 2011).

Em eucariotos, a sintese de RNA é catalisada por trés RNA polimerases
diferentes dependendo do tipo de RNA produzido: (i) RNA polimerase | € necessaria
para a transcricdo de RNA ribossémico (rRNA); (i) RNA polimerase Il sintetiza RNA
heteronuclear; (iii) RNA polimerase Il participa da transcricdo de pequenos RNAs
nucleares, como por exemplo RNA transportador (tRNA). A RNA polimerase 1l é
responsavel por aproximadamente 20-40% do total de atividade das RNAs
polimerases (OGBOURNE & ANTALIS, 1998) e esta associada com a regulacdo da
transcricdo de todos 0s genes que codificam para uma proteina e alguns genes nao
codificantes (hcRNAs), como por exemplo os micro-RNAs (miRNA) e pequenos RNAs
de interferéncia (SNnRNA) (BUNCH, 2017). E estimado, que em humanos, apenas dois
tercos do genoma é transcrito e somente 2% dos RNAs transcritos séo traduzidos em
proteinas (FATICA & BOZZONI 2014; PALAZZO & GREGORY, 2014).

Todos os genes que codificam proteinas sao transcritos pelo complexo da
holoenzima RNA polimerase Il (DVIR et al., 2001; SPERLING, 2007), que € composto
por pelo menos 12 proteinas, chamadas de fatores gerais (ou basais) da transcri¢ao
(designados TFIIA, -B, -D, -E, -F e -H), que formam a maquinaria basal de transcrigéo,
necessaria para reconhecer a regido promotora dos genes e iniciar a transcricao
(KORNBERG, 1999; SPERLING, 2007).

Cada gene pode ser categorizado a partir da presenca de elementos de
sequencias especificas na sua regido promotora. Essas sequencias podem estar
localizadas upstream ou downstream dos sitios de inicio de transcricdo génica
(SHANDILYA & ROBERTS, 2012). O promotor basal eucariético € uma regiao de
aproximadamente 100 pb (pares de bases), onde a maquinaria basal de transcri¢cao é
montada (Figura 1.1). Em humanos, este esta localizado aproximadamente -45 pb a -
20 pb do sitio de inicio de transcricdo. O promotor basal inclui a sequéncia TATA box,
normalmente localizada entre 25-30 pb a 5'do sitio de inicio da transcricdo e outros

elementos caracterizados por sequéncias especificas de nucleotideos, como o



elemento iniciador (Inr), a sequéncia de reconhecimento do fator geral de transcrigao
TFIIB (BRE) e o elemento downstream ao promotor (DPE) (RAZIN et al., 2015). Um
promotor pode ser formado por combinacfes destas sequéncias ou por todas elas
(LEE & YOUNG, 2000).

A primeira etapa da iniciacdo da transcricdo envolve a ligacdo do complexo
TFIID-TBP (TATA binding protein) ao promotor basal. A subunidade TBP se liga ao
sulco menor da sequéncia TATA box, estabelecendo um sitio de reconhecimento para
a RNA polimerase Il ao DNA. Na etapa seguinte, o complexo TFIID-TBP recruta o
fator TFIIA, que promove uma mudanca conformacional no DNA, permitindo a ligacéo
do fator TFIIB. A ligacdo deste terceiro fator facilita a associacdo do complexo TFIIF-
RNA polimerase Il ao promotor. O fator TFIIE se liga diretamente na polimerase e
subsequentemente recruta o fator TFIIH para o dominio c-terminal (CTD) da enzima.
Este fator tem atividades helicase e cinase que promove a separagdo da dupla fita de
DNA no sitio de inicio de transcricéo e a liberacéo dos fatores associados ao dominio
CTD, respectivamente, permitindo que o processo se inicie (DVIR et al.,, 2001;
MARTINEZ, 2002). Este, por sua vez, pode ser modulado positiva ou negativamente
através da ligacdo de outros fatores de transcricdo a sitios especificos no genoma
(LEMON & TIJAN, 2000).

Embora necessaria para iniciar a transcri¢do, a ligacdo dos fatores gerais ao
promotor basal ndo gera, por si s, niveis significativos de mMRNA, uma vez que estes
fatores sdo expressos de forma ubiquitdria e conferem pouca especificidade
regulatéria (OGBOURNE & ANTALIS, 1998; LEE & YOUNG, 2000). A especificidade
da regulacdo da transcricdo depende da habilidade de proteinas especificas,
chamadas de elementos em trans, de se ligarem em sequéncias regulatérias no DNA
(chamadas de elementos em cis), que podem estar localizados dentro e fora do
promotor basal. Portanto, a transcricdo sO sera produtiva se todos os fatores
necessarios (elementos em cis e trans) estiverem presentes e atuarem de forma

cooperativa para recrutar a maquinaria transcricional (TODESCHINI et al., 2014).
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Figura 1.1. Sequéncias consenso encontradas nos promotores basais de células eucarioticas.
Estdo indicados o nome dado a cada sequéncia consenso (primeira coluna) e o fator geral de
transcricéo que a reconhece (lltima coluna). Adaptado de Molecular Biology of The Cell, 1994.

1.1.2 Os fatores de transcricao

Historicamente, o termo fator de transcricdo (TF) tem sido utilizado para
descrever qualquer proteina envolvida na transcricdo e/ou capaz de alterar os niveis
de expresséo de um gene. Atualmente, entretanto, o termo é aplicado para proteinas
capazes de (i) se ligar ao DNA de forma sequéncia-especifica e (i) regular a
transcricdo (FULTON et al., 2009; LAMBERT et al., 2018). Um mesmo fator de
transcricdo pode regular diferentes genes em diferentes tipos celulares, indicando que
a regulacao é dindmica mesmo dentro de um organismo (LAMBERT et al., 2018).

Em mamiferos, os fatores de transcricdo compdem a maior classe de proteinas
codificadas no genoma, representando aproximadamente 10% de todos os genes
codificadores de proteinas (VAQUERIZAS et al.,, 2009; YOUNG, 2011). Séao
caracterizados por pelo menos dois dominios estruturais distintos: o dominio de
ligacdo ao DNA (DBD, DNA binding domain), que reconhece e se liga a pequenas
sequéncias (de aproximadamente 5-15 pb) localizadas proximas ao promotor basal
ou em regides mais distais do gene e o dominio de ativacdo ou repressdo da
transcricdo, que interage direta ou indiretamente com diferentes componentes da
maquinaria basal da transcricdo, ou com outros cofatores e/ou com proteinas

envolvidas no remodelamento da cromatina, influenciando a taxa de transcricdo
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(WRAY et al., 2003; REMENYI et al., 2004). Muitas familias de moléculas podem atuar
como fatores de transcricdo. A maioria dos fatores de transcricdo sdo expressos em
todas as células do organismo, porém, alguns sdo especificos de um tipo celular e
expressos em um determinado estagio de desenvolvimento.

A regulacdo da transcricdo comumente ocorre através de um dobramento do
DNA (Figura 1.2), por meio de interacdes proteina-proteina, que se encontram
posicionadas em sitios a mais de dezenas de pares de bases de distancia do promotor
(WRAY et al., 2003). Estes sitios podem conter sequéncias responsaveis por ativar a
transcricdo, chamadas de enhancers ou conter sequéncias que irdo inibir a
transcricdo, chamadas de silencers. Evidéncias tém mostrado que diversos fatores de
transcricdo apresentam dupla funcdo, ou seja, podem agir como ativadores ou
repressores transcricionais, por meio de mecanismos que envolvem a afinidade de
ligacdo por um sitio especifico, as sequéncias ou elementos de ligacdo disponiveis e
0 recrutamento sinérgico de proteinas cofatores (OGBOURNE & ANTALIS, 1998;
SIGGERS et al., 2011).

Upstream

%
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T—U%Sllencer o TATA p{INRI Jore_DPE W‘“W
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Figura 1.2. Controle transcricional em células eucaridticas. Um complexo arranjo de sequéncias
ativadoras (enhencers) e repressoras (silencers), localizadas préximo ou distante do promotor basal é
importante para regular a iniciagdo da transcri¢cao. Estes sitios séo ligados por diferentes conjuntos de
proteinas, que atuam de forma combinatdria para determinar qual, quando e em que intensidade um
determinado gene sera transcrito. Adaptado de LEVINE & TJIAN, 2003.



A atividade/funcao dos fatores de transcricdo pode estar alterada em diversos
tipos de cancer, através de mecanismos diretos, incluindo translocacdes
cromossomicas, amplificacdo ou delecdo génica e mutacbes pontuais, assim como
por mecanismos indiretos, através de mutagcdes em DNA nao codificante, que afetam
os sitios de ligacdo para um fator de transcricdo especifico. Portanto, fatores de
transcricdo mutados ou com seus nhiveis de expressao desregulados representam
importantes mediadores de uma regulacdo da expressao génica aberrante, podendo
levar ao bloqueio da diferenciacdo celular e a alteragdes nos programas de expressao
de genes associados com a morte celular, que sé&o algumas das caracteristicas do
cancer, criando assim, um microambiente de instabilidade para a aquisicdo de novas
mutacBes que permitam o aumento da proliferacdo celular e consequente expansao
da heterogeneidade clonal da doenga (BUSHWELLER, 2019) (Figura 1.3).
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transcription
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and/or cell death circuits that drive cancer

Figura 1.3. Fatores de transcricdo alvos no cancer. Esquema mostrando possiveis vantagens para
a iniciacdo e desenvolvimento tumoral através da desregulacdo da atividade de diversos fatores de
transcricdo. EMT: transi¢éo epitélio-mesenquimal (BUSHWELLER, 2019).



1.1.3 Cofatores transcricionais

Os fatores de transcricAo que agem como ativadores ou repressores Sao
incapazes de modular de forma significativa a taxa de transcricdo de promotores
alvos, portanto, a presenca de dominios de interacdo proteina-proteina encontrados
nestes fatores dita em grande parte qual sera seu efeito na transcricdo, uma vez que
o fenadtipo induzido por um determinado fator varia de acordo com a proteina parceira
com a qual ele esta formando o dimero (WRAY et al., 2003).

Os cofatores ndo tém a capacidade de se ligarem a sequéncias especificas no
DNA, porém sdo, geralmente, recrutados para regibes promotoras como co-
reguladores transcricionais e/ou componentes da maquinaria basal de transcricao
(MARTINEZ, 2002). Podem ser divididos em cinco classes, dependendo do seu
mecanismo de acao: (i) inclui os cofatores que estdo associados intimamente com
componentes da maquinaria basal da transcri¢ao; (ii) inclui os cofatores associados
com moléculas repressoras e ativadoras; (iii) inclui o complexo Mediador, cuja funcéo
esta relacionada com a integracdo e transducdo de sinais entre os fatores de
transcricdo e a maquinaria basal de transcri¢do; (iv) inclui os cofatores que modificam
covalentemente os nucleossomos e (V) inclui os cofatores que modificam a estrutura
da cromatina através da hidrdlise do ATP (LEMON & TIJAN, 2000).

A estrutura da cromatina tem consequéncias importantes para a regulacao
génica, permitindo que genes relacionados, mesmo localizados em dominios muito
distantes no DNA, possam ser regulados de forma simultanea (SPROUL et al., 2005).
A compactacao do DNA eucariético representa um obstaculo para a ligacao de fatores
transcricionais as suas sequéncias especificas e, portanto, influencia de forma
negativa todas as etapas da transcricdo (SHANDILYA & ROBERTS, 2012).

Interacdes entre fatores de transcricdo e proteinas modificadoras de histonas
e/ou complexos remodeladores de cromatina contribuem de forma significativa para
determinar os niveis transcricionais de um determinado gene a partir do seu promotor.
Assim, a abertura da cromatina permite que as sequéncias regulatorias do DNA se
tornem mais acessiveis para os fatores de transcricdo, e por outro lado, a inativacédo
ou silenciamento da cromatina tornam o DNA mais compactado e inacessivel a
transcrigao.

Diversos reguladores controlam a iniciacdo da transcricdo através do
recrutamento para a regido promotora de dois diferentes tipos de cofatores
modificadores da cromatina: (I) os que alteram a associa¢ao das histonas com o DNA



e facilitam o deslocamento dos nucleossomos e (ll) os que apresentam atividade
acetiltransferase (HATS) ou atividade deacetilase (HDACS), controlando os niveis de
acetilacdo de residuos de lisina das histonas presentes no nucleossomo e desse
modo, influenciando as interagdes com o DNA e/ou com outras proteinas regulatérias
(MARTINEZ, 2002).

As fosfoproteinas nucleares CBP e p300 sdo exemplos de coativadores
transcricionais que apresentam atividade acetiltransferase, ou seja, catalisam a
acetilacao de lisinas em todas as quatro histonas presentes no cerne do nucleossomo,
assim como promovem a acetilagdo de outras proteinas nédo-histonas, incluindo
diferentes fatores transcricionais como E2F e p53 (CHAN & LA THANGUE, 2001,
ACHARYA etal., 2005; FRIETZE & FARNHAM, 2011). Essas modificacBes aumentam
a atividade de ligacdo ao DNA desses TFs, possivelmente criando uma superficie que
facilita o reconhecimento proteina-DNA (IYER et al., 2004).

Os correpressores atuam em analogia com os coativadores, porém seus efeitos
sdo opostos. Um grande namero de correpressores foi identificado, e estes se ligam
e mediam a funcdo de uma ampla gama de fatores transcricionais, se mostrando
essenciais para uma grande variedade de vias biolégicas e mecanismos de
homeostase, incluindo apoptose, diferenciacdo, desenvolvimento e proliferacdo
celular. A regulacdo da interacdo correpressor-DNA € um parametro critico para as
funcbes biologicas normais da célula, ou seja, interagbes aberrantes entre o
correpressor e sua sequéncia alvo podem levar a manifestacoes fisiol6gicas graves.
Diversas doencas humanas, como por exemplo o cancer, sdo consequéncias de
interacbes aumentadas ou reduzidas entre o0 correpressor e sua sequéncia
silenciadora (BURKE & BANIAHMAS, 2000).

1.2. Mecanismos de carcinogénese

O corpo humano é composto de varios sistemas e 6rgaos, cada um, consistindo
de milhdes de células, que necessitam de condi¢cBes relativamente estaveis para
funcionar efetivamente e contribuir para a sobrevivéncia do corpo como um todo.

Em quase todos os tecidos adultos as células morrem continuamente e sao
substituidas, permitindo que a organizacao tecidual seja preservada. As células nos
tecidos variam grandemente na taxa e no padrdo de renovacdo, ou seja, existem

células que permanecem por toda a vida, sem substituicdo e existem aquelas que sao



substituidas completamente em poucos dias. A renovacdo do tecido requer um
controle complexo para coordenar o comportamento da célula individual com as
necessidades do organismo. As células devem dividir quando novas células do seu
tipo especifico sdo necessarias, e conter a divisdo quando desnecessario, assim
como, devem sobreviver ou morrer em situacdes especificas. Portanto, o balango
entre proliferacdo e morte celular € essencial para a manutencdo da homeostase
tecidual (ALBERTS et al., 1994).

A perda da capacidade de induzir morte celular ou 0 aumento descontrolado da
proliferacdo podem levar ao surgimento do céncer. O cancer é um conjunto de
doencas genéticas que podem ser herdadas ou causadas por danos endégenos ou
exdgenos ao DNA. A tumorigénese € um processo de multiplas etapas, que confere a
uma célula normal, através de diversas alteracbes genéticas e epigenéticas,
capacidade e vantagem seletivas, associadas as seguintes caracteristicas (Figura
1.4): autossuficiéncia em sinais de crescimento; insensibilidade a sinais inibidores de
crescimento; evasdo da apoptose; potencial replicativo ilimitado; invasao tecidual e
metédstase; angiogénese sustentada; capacidade de alteracdo do metabolismo
energético celular; escape do sistema imune, além da instabilidade genbmica e
inflamac&o proveniente do microambiente tumoral (HANAHAN & WEINBERG, 2011)

Alteracfes em trés classes de genes sdo responsaveis pelo surgimento e
desenvolvimento tumoral: genes supressores de tumor, proto-oncogenes e genes
associados a estabilidade celular, como por exemplo, genes de reparo do DNA (HAHN
& WEINBERG, 2002; VOLGELSTEIN & KINZLER, 2004). Os proto-oncogenes
codificam proteinas que participam no recebimento e na transmissdo de sinais
estimuladores da proliferacéo e sobrevivéncia celular. A perda da regulacéo dos proto-
oncogenes, através de mutagcdes ou alteracdes que promovem a superexpressao do
gene ou a hiperatividade da proteina, transforma-os em oncogenes, e esta associada
com o crescimento tumoral. JA 0s genes supressores de tumor geralmente estdo
associados com a retencdo do crescimento e divisdo celular inadequada, mantendo
as células em equilibrio. Muta¢gbes que levam a perda de funcdo desses genes
também estao associadas com o surgimento de tumores. Os genes de reparo do DNA
sdo responsaveis pelo processamento de diferentes tipos de dano e sdo essenciais
para evitar o acumulo de mutagdes e garantir a transmissédo acurada da informacao
genética. Existem diferentes vias de reparo do DNA e a desregulacdo de qualquer
uma destas resulta num aumento da taxa mutacional e na instabilidade gendmica
(SILVA & IDEKER, 2019).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silva%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31102970
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ideker%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31102970
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Figura 1.4. Caracteristicas do cancer. A figura mostra as dez caracteristicas que uma célula normal
precisa adquirir durante o processo de transformacdo conforme proposto por Hanahan & Weinberg
(Adaptado de HANAHAN & WEINBERG, 2011).

As vias de sinalizacdo celular capazes de promover ou suprimir diferentes
aspectos associados a transformacao celular sdo formadas por diferentes proteinas
oncogénicas e supressoras de tumor (PATTERSON et al., 2018). Muitas vezes a
alteracdo de apenas uma Unica proteina mediadora é suficiente para desencadear
fendtipos associados a progressao tumoral. As alteracfes genéticas associadas ao
cancer podem afetar proteinas que participam em quase todos os niveis do controle
transcricional, incluindo os fatores -trans (fatores de transcricdo, proteinas de
sinalizacao, cofatores, reguladores da cromatina) e elementos em cis (promotores,
enhancers e silencers) (BRADNER et al., 2017).

Em um organismo complexo, ndo ha consequéncias danosas se uma unica
célula apresentar comportamento anormal. Mas um descontrole pode ocorrer quando
uma ceélula sofre alguma alteragcdo genética que lhe permite sobreviver e dividir
guando ndo deveria, produzindo clones celulares que também se comportam
erroneamente. Portanto, o acumulo de mutacgdes, competicdo e selecdo natural dentro

de uma populacéo de células somaticas séo a base para o desenvolvimento tumoral.
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1.3. Ciclo celular

De maneira resumida, pode-se dizer que a homeostasia tecidual é dada por um
delicado balango entre a proliferacdo e a morte celular e diversos mecanismos de
sinalizacdo irdo determinar se uma determinada célula ira permanecer quiescente,
proliferar ou morrer. Todos 0os organismos vivos, desde bactérias unicelulares aos
mamiferos multicelulares, sédo produtos de repetidos eventos de crescimento e divisao
celular. Esse processo ocorre por meio de uma sequéncia ordenada de eventos, que
duplicam os componentes celulares e os dividem em duas novas células, sendo,
portanto, um processo fundamental para a preservacdo da integridade gendmica
(NORBURY & NURSE, 1992). Os detalhes do ciclo celular podem variar de um
organismo para outro, ou mesmo em diferentes periodos de crescimento em um
mesmo individuo (MURRAY & KIRSCHNER, 1989; HARASHIMA et al., 2013).

O ciclo celular pode ser dividido em quatro fases: duas fases de intervalo ou
gaps (fases Gi1 e G2), a fase de sintese de DNA (fase S) e a mitose (fase M)
(NORBURY & NURSE, 1992; POON, 2016) (Figura 1.5). As fases S e M
compreendem, respectivamente, dois eventos cruciais para o ciclo celular: a
duplicacdo do contetudo genético da célula e a reparticdo de todos os componentes
celulares entre duas células filhas idénticas. As outras duas fases do ciclo celular, G1
e Gz, representam periodos de preparagdo que asseguram a progressao correta para
as fases S e M, respectivamente. Dependendo dos estimulos recebidos, as células
podem permanecer em uma etapa de repouso conhecida como Go ou quiescéncia
(SHERR, 1996; YAO, 2014; COLLER, 2020).

A entrada no ciclo celular é dependente de estimulos mitogénicos
extracelulares (COLLER, 2020), que impulsionam a célula a sair do estagio de
qguiescéncia. A partir de um determinado ponto durante a fase Gi, células passam a
ser capazes de progredir pelo ciclo celular independente da presenca de sinais
estimulatérios. Esta transicdo é denominada ponto de restricdo, apds a qual células
entram de forma irreversivel na progresséo do ciclo celular (PARDEE, 1974).

Nas células eucaridticas, a progressao do ciclo celular é altamente regulada
por uma complexa rede de proteinas regulatorias, conhecida como sistema de
controle do ciclo celular ou pontos de checagem (checkpoints), que sé permitirdo que
o ciclo progrida quando todos 0s eventos necessarios para aquela etapa estiverem
concluidos (HARTWELL & WEINERT, 1989; ELLEDGE, 1996; BERTOLI et al., 2013).

O nucleo desse sistema é uma série ordenada de mudancgas bioquimicas que iniciam
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0s principais eventos do ciclo, incluindo a duplicacdo e a segregacdo dos
cromossomos. Na maioria das células, niveis adicionais de regulacdo aumentam a
fidelidade da divisédo celular e permitem que o sistema de controle responda a varios
sinais, tanto internos como externos a ceélula. Na maioria das células eucaritticas,
existem trés pontos principais de checagem: (i) o primeiro representa o ponto de
restricdo no final de Gi1, onde a célula se compromete a entrada no ciclo celular e &
duplicacdo do material genético, como mencionado anteriormente; (ii) o0 segundo € o
checkpoint G2/M, onde a célula verifica se a sintese do DNA foi completada de forma
satisfatoria e sem erros; e (iii) o terceiro é o checkpoint de M, que é ativado na
transicao entre a metafase e anafase, estimulando a separacéo das cromatides-irmas,
levando a conclusdo da mitose e da citocinese (LECCA & PRIAMI, 2007). Estes
mecanismos de checkpoint podem induzir as células a sair do ciclo celular ou a
ficarem em arresto em alguma fase do ciclo quando necessério (COLLER, 2020), e a
perda desses pontos de checagem pode resultar em morte celular, infidelidade na
distribuicdo do conteudo genético durante a divisdo, ou maior susceptibilidade a danos
ao DNA, podendo levar ao desenvolvimento tumoral (HARTWELL & WEINERT, 1989;
KASTAN & BARTEK, 2004).

Um dos principais reguladores da progressao pelas diferentes fases do ciclo
celular € uma familia de serina-treonina cinases conhecidas como CDKs (Cyclin-
dependent kinases) (MALUMBRES & BARBACID, 2005). As atividades dessas
cinases sobem e descem a medida que a célula avanca no ciclo, levando a mudancas
na fosforilagdo de proteinas intracelulares que iniciam ou regulam os principais
eventos do ciclo celular. As proteinas CDKs sao ativadas pela ligacéo as ciclinas, que
sdo sintetizadas e degradadas em momentos especificos do ciclo celular (MURRAY,
2004). Em cada etapa do ciclo celular, um grupo diferente de ciclinas sera sintetizado,
levando a ativagdo de suas CDKs especificas e permitindo um controle fino da
progressdo do ciclo celular. Existem quatro classes de ciclinas, cada uma definida
pelo estagio do ciclo celular no qual se ligam as CDKs e em que funcionam. Trés
dessas classes, ciclinas de Gi/S, ciclinas de fase S, e ciclinas de fase M, estao
diretamente envolvidas no controle dos eventos do ciclo celular. A quarta classe,
ciclinas de Gi, controlam a entrada no ciclo celular em resposta a mitbgenos e fatores

de crescimento extracelulares (YANG, 2018).
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Figura 1.5. Representagdo esquematica do ciclo celular em mamiferos. O ciclo celular é dividido
em quatro fases — G, S, G2 e M. Estéo representados os periodos de atividade dos complexos ciclina-
Cdks durante a progressao do ciclo, além da entrada ou saida de células no estado de quiescéncia
(G0) e o ponto de restricdo que ocorre durante a progresséo da fase G1. Adaptado de WEINBERG,
2007.

Enquanto as ciclinas atuam como reguladoras positivas da atividade das CDKs,
existe um outro conjunto de proteinas, as CKls (CDK inhibitors) que agem como
reguladoras negativas da funcdo das CDKs (SHERR & ROBERTS, 1999). Em
mamiferos, existem duas familias de CKIs definidas de acordo com suas origens,
estruturas e mecanismos de inibicdo: Cip/Kip e INK4 (COLLER, 2020). Os membros
da familia Cip/Kip bloqueiam a atividade dos complexos ciclina/CDK se ligando tanto
a ciclina quanto a sua CDKs especifica, impedindo assim, a habilidade do complexo
de fosforilar suas proteinas alvo. A familia Cip/Kip é composta por trés membros:
CDKN1A (p21CpiWaly CDKN1B (p27XPl) e CDKNI1C (p57KP?), que inibem
principalmente a funcao dos complexos Ciclina E/CDK2 e Ciclina A/ICDK2 e, portanto,
a entrada e progressédo da fase S do ciclo celular (SHERR & ROBERTS, 1999). A
proteina p21 ainda pode inibir os complexos formados pelas CDK1, CDK4 e CDK6 e
suas ciclinas especificas, atuando sobre outras etapas do ciclo celular. Portanto, os

membros da familia Cip/Kip sdo importantes para restringir a proliferacdo celular
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durante o desenvolvimento e diferenciacdo e reduzir o nimero de ciclos de diviséo
celular sob condicbes de estresse (SHERR & ROBBERTS, 1999). Ja a familia de
inibidores INK4 é composta pelos membros INK4A (p16), INK4B (p15), INK4AC (p18)
e INK4D (pl19). Essas proteinas sdo mais restritas que as da familia Cip/Kip no
reconhecimento dos complexos ciclina/CDK e atuam se ligando e inibindo as cinases
CDK4 e CDKE6 de se associarem as Ciclinas do tipo D, promovendo assim, um arresto
na fase Gi do ciclo celular em diferentes situagdes, inclusive durante a senescéncia
(RUAS & PETERS, 1998; PAVLETICH, 1999). Dessa forma, as proteinas CKls atuam
na regulagéo do ciclo celular em momentos de condi¢des desfavoraveis, contribuindo
para a manutencdo da homeostase celular e a inativacdo desses reguladores esta
associada com uma proliferacdo inapropriada no contexto do desenvolvimento e

formacao tumoral.

1.3.1. Regulacéao da transicao entre as fases G1 e S do ciclo celular

O ciclo celular pode se iniciar apds uma divisdo celular anterior, com a entrada
das células-filhas em um novo processo de ciclo. Alternativamente, estas células
podem sair do ciclo celular cessando a proliferacdo e entrando no estado de
quiescéncia. A manutencédo das células no ciclo celular depende da interacédo entre
sinais mitogénicos extracelulares com receptores da superficie celular. Uma vez
passado o ponto de restricdo, a célula esta comprometida a progredir pelo ciclo,
independentemente da presenca de sinais estimuladores de proliferacdo no
microambiente (POON, 2014). As células que mantém a proliferacdo avancam para a
fase G1 do novo ciclo, e sdo necessarios alguns eventos para que ocorra a progressao
para a fase S: (i) a formacédo dos complexos pré-replicativos nas origens de replicagédo
e a iniciacdo da sintese de uma nova molécula de DNA, (ii) a coordenacdo entre
biossintese de moléculas e a disponibilidade de nutrientes para garantir que o genoma
seja replicado de forma adequada e (iii) 0 comprometimento e ativagcao dos complexos
ciclina-CDKs. A desregulacao de qualquer um desses eventos pode resultar numa
transicéo Gi1/S inapropriada (SIDOROVA & BREEDEN, 2003).

As Ciclinas D (D1, D2 e D3) séo as primeiras ciclinas sintetizadas durante o
ciclo celular e tém seus niveis controlados pela presenca de fatores de crescimento,
sugerindo que estas proteinas sdo responsaveis pela comunicagéo funcional entre os

estimulos extracelulares e a maquinaria do ciclo celular (SHERR, 1995, POON, 2014).
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Os mecanismos pelos quais mitégenos e fatores de crescimento ativam as Ciclinas D
sdo complexos e ocorrem tanto a nivel transcricional quanto pos-transcricional
(YANG, 2018). Ciclinas D se ligam e ativam tanto CDK4 e CDK6 (MORGAN, 1997).
Essas duas proteinas cinases sao relacionadas entre si e ndo apresentam diferencas
funcionais, apenas padrdes distintos de ativacdo (MEYERSON E HARLOW, 1994;
JINNO et al., 1999). Os substratos primarios de CDK4/6 na progresséo da fase G1 séo
os membros da familia de proteinas retinoblastoma, respectivamente Rb, p107 e p130
(ADAMS, 2001; HENLEY & DICK, 2012). Na auséncia de estimulos mitogénicos, a
proteina Rb interage e inibe a atividade dos fatores de transcricdo da familia E2F,
bloqueando sua habilidade de ativar a transcricdo génica (HELIN et al., 1993; SHERR
& Mc CORMICK, 2002). Além de interagir fisicamente com E2F, a proteina Rb também
recruta enzimas remodeladoras de cromatina, como as HDACSs, que frequentemente
agem como correpressores transcricionais. Portanto, a ligacdo da proteina Rb ao E2F
nao somente inibe a atividade desse fator de transcricdo, como também o complexo
Rb-EF2 se liga a promotores génicos especificos, reprimendo a transcricao atraves
do blogueio espacial da atividade dos enhancers (YANG, 2018).

A atividade das proteinas Rb é modulada por fosforilagcao catalisada por CDKs.
Rb contém 16 potenciais sitios de fosforilacdo por CDKs e oscila entre as formas
hipofosforilada e hiperfosforilada durante o ciclo celular (LUNDBERG E WEINBERG,
1998; EZHEVSKY et al., 2001). Pelo menos trés diferentes complexos de ciclina/CDKs
sao conhecidos por fosforilar a proteina Rb durante o ciclo celular: Ciclina D-CDK4/6
que age no inicio de Gi; Ciclina E-CDK2 que atua no final de Gi; e Ciclina A-CDK2
gue atua em fase S. Desse modo, Rb se torna sequencialmente fosforilada ao longo
do ciclo celular (YANG, 2018).

Em Go, Rb encontra-se completamente desfosforilada e inativa, e seu estado
ativo (inibitério) seria causado por uma hipofosforilagcéo inicial por CDK4/6 durante o
inicio de Gi. A inativac@o de Rb inibe sua ligagéo ao fator E2F, levando a transcrigéo
de genes necessarios para progressao a fase S, incluindo os genes de Ciclina E e
Ciclina A (OHTANI et al., 1995; SCHULZE et al., 1995; GENG et al., 1996; MORGAN,
2007) e genes necessarios para a sintese de DNA (DYSON, 1998; NEVINS, 1998). A
completa hiperfosforilacdo de Rb pelos complexos Ciclina D-CDK4/6 e Ciclina E-
CDK2 coincide com o ponto de restricdo, a partir do qual a célula ja estd comprometida
com o ciclo celular (YANG, 2018).
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1.3.2. Ciclo celular e cancer

Células tumorais tém em comum a aquisicdo de algumas caracteristicas
essenciais, resultantes de alteracdes na fisiologia celular, que juntas ditam o
desenvolvimento e crescimento tumoral. Duas dessas caracteristicas estdo
associadas diretamente com o ciclo celular, que sdo a autossuficiéncia de sinais
proliferativos e a insensibilidade a fatores inibitorios de crescimento celular
(MASSAGUE, 2004). A desregulacdo das vias de sinalizagdo ativadas por fatores
extracelulares que estimulam a expresséao de ciclinas e a proliferagéo celular sdo de
grande importancia para o desenvolvimento e progressao tumoral (MALUMBRES &
BARBACID, 2001). Diferentes fatores de crescimento e seus respectivos receptores,
assim como proteinas efetoras citoplasmaticas e nucleares tém sido identificados
COMO oncogenes e genes supressores de tumor. Mutagdes que causam a ativagao ou
inibicdo constitutiva de proteinas oncogénicas ou supressoras de tumor,
respectivamente, sdo comuns no cancer, podendo levar a um aumento da proliferacao
e diminuicdo do controle do ciclo celular.

Alteracdes genéticas e epigenéticas em genes do ciclo celular tém sido
identificadas em diferentes tipos de neoplasias humanas. Além disso, estudos in vivo
tém demonstrado que alteracbes em proteinas reguladoras do ciclo celular
apresentam um papel importante na iniciacao e progressao tumoral (CAGLAR & AVCI,
2020). Estas alteracdes diminuem a dependéncia das células por fatores de
crescimento, permitindo que estas se dividam mesmo em condic6es desfavoraveis,
garantindo as células afetadas uma vantagem proliferativa sobre as demais
(SIDOROVA & BREEDEN, 2003). Os genes mais comumente mutados em tumores
humanos sdo aqueles que codificam para proteinas que fazem parte da maquinaria
de regulacéo da transigdo Gi/S, como proteinas da via Rb-EF2, ciclinas da fase G1 e
CKis das familias INK4 e Cip/Kip (DESHPANDE et al., 2005) (Figura 1.6). Mudancas
na expressdo desses reguladores frequentemente resultam de alteracdes
cromossOmicas (amplificacdes, translocacbes elou delecbes) ou inativacao
epigenética (MALUMBRES & BARBACID, 2001).

Ciclina D1 esta superexpressa em diversos tumores como resultado da
amplificacéo ou translocacao de seu locus localizado no cromossomo 11913 (HAMEL
& HANLEY-HYDE, 1997). Os genes de CDK4 e CDK6 também apresentam
amplificacdo em diversas malignidades, como sarcoma, glioma, linfoma, melanoma,
e canceres de mama (MALUMBRES & BARBACID, 2009). CDK4 encontra-se
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amplificado em 50% dos gliomas (SCHMIDT et al., 1994) e constitutivamente ativado
por mutacGes pontuais em melanomas (WOLFEL et al., 1995). De forma similar, CDK6
€ ativado por transloca¢des gendmicas em linfomas esplénicos (CORCORAN et al.,
1999). A tumorigénese também pode ser influenciada por diferentes CKls. O gene
CDKN2A, que codifica para os supressores de tumor p16'Nk4A e p14ARF representa o
locus mais frequentemente mutado em tumores humanos e sua expressdo é
comumente silenciada por metilacao da regido promotora (KAMB, 1998; BEROUKHIM
et al., 2010). A delecdo do gene RB1, que codifica para a proteina Rb, esta associada
com progresséo irrestrita do ciclo celular, independentemente da atividade dos
complexos Ciclina D-CDK4/CDK6 (OTTO & SICINSKI, 2017). Esta proteina encontra-
se frequentemente mutada em retinoblastomas e em cancer de pulméao (KNUDSON,
1971; HALL & PETERS, 1996), e perda de sua funcdo foi associada a leucemia
linfoide aguda (LLA) (TSAI et al., 1996). Ultimamente, um papel importante dos fatores
E2F tem surgido em céanceres, com amplificacfes descritas em diversas malignidades
(CHEN et al., 2009).
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Figura 1.6. Mutacbes nos reguladores da transicdo Gi/S em tumores humanos. Foram
consideradas apenas as alteracdes que ocorrem em mais de 10% dos tumores primarios. Os niimeros
representam a porcentagem de tumores com as alteracdes em qualquer um dos reguladores do ciclo
celular listados. Em rosa, os loci no qual a mutagéo especifica ou alteragdo epigenética ocorreu. Em
amarelo estdo representadas alteragbes sem mecanismo de inducdo conhecido. Os asteriscos
representam as alteracdes relevantes para o prognostico do tumor (MALUMBRES & BARBACID, 2001).
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O genoma de células eucariotas esta sob constante ataque de agentes
exdgenos, como radiacao ultravioleta, radiacdo ionizante, e quimicos genotoxicos, e
de agentes enddgenos como espécies reativas de oxigénio. Esses agentes podem
induzir danos ao DNA, e consequentemente, mutacdes pontuais até rearranjos
cromossémicos, que se ndo corrigidos podem causar o acumulo de alteragbes em
diversos genes, incluindo os responsaveis pelo controle ou progressao do ciclo celular
(FRIEDBERG, 2001; NIIDA e NAKANISHI, 2006). O dano ao DNA induzido em células
em proliferacdo resulta na ativacdo do ponto de checagem para andlise de
integralidade do DNA, levando a parada do ciclo celular e o recrutamento da
maquinaria de reparo. Se o dano nao for reparado de forma eficiente, as células
entram em senescéncia ou sofrem apoptose, evitando dessa forma que a informacéo
genética incorreta seja transmitida para as células-filha (NIIDA e NAKANISHI, 2006;
HOUTGRAAF et al., 2006). De forma alternativa, o acumulo de danos ao DNA pode
resultar em instabilidade genémica e cromossémica,

0 que pode levar a um aumento na expressao de genes que promovem proliferacdo e
diminuicdo na expressdo de genes de controle do ciclo celular, permitindo assim, o

processo de transformagéao celular.

1.4. A proteina IRF2BP2

A familia IRF2BP (Interferon regulatory factor 2 binding protein) € constituida
pelas proteinas IRF2BP1, IRF2BP2 e IRF2BPL (também conhecido como EAP1). As
duas primeiras foram identificadas em 2003 como correpressoras transcricionais do
fator de transcricdo IRF-2 (Interferon regulatory factor-2) (CHILDS & GOODBOURN,
2003). A proteina IRF-2 é um dos membros, juntamente com IRF-1, da familia de
fatores de transcricdo IRF, que tem um papel importante na defesa antiviral e na
regulacéo da resposta imune e do crescimento celular (NGUYEN et al., 1997). Apesar
de IRF-1 e IRF-2 se ligarem as mesmas sequéncias alvo no DNA, elas atuam de forma
antagbnica, ou seja, enquanto IRF-1 age como supressora tumoral, a IRF-2 tem
funcé@o oncogénica (HARADA et al., 1993; KOEPPEL et al., 2009). Além de reprimer
a transcricdo de genes alvos de IRF-1, a proteina IRF-2 também promove a
proliferacdo celular através da ativacdo da transcricdo dos genes da Histona H4
(VAUGHAN et al., 1998), Ciclina D1 (WANG et al., 2007), e Ciclina B1 (XIE et al.,

2002) e no recrutamento das histonas acetiltransferases CBP/p300 para os
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promotores alvo, resultando num aumento da atividade transcricional (MASUMI et al.,
1999).

As proteinas IRF2BP1/2 apresentam duas regides altamente conservadas, um
dominio zinc finger C4 na porcao amino-terminal e um dominio RING (Real Interesting
New Gene) C3HC4 na porcao carboxi-terminal (Figura 1.7). Os dominios zinc finger
sdo comumente encontrados em fatores de transcricdo e frequentemente estao
relacionados as interacfes proteina-DNA e proteina-proteina (VAQUERIZAS et al.,
2009). Ja& os dominios RING sdo mais frequentemente encontrados mediando
interag@es entre proteinas (MACKAY & CROSSEY, 1998) e em E3 ubiquitina ligases.
A funcéo destes dominios na proteina IRF2BP2 néo é inteiramente conhecida, porém
€ através do dominio RING que ela interage com o fator IRF-2 (CHILDS &
GOODBOURN, 2003). Entre esses dominios, existe uma regido, conservada entre 0s
membros da familia, formada pelos residuos de arginina e lisina (RKRK), onde se
encontra o sinal de localizacdo nuclear (do inglés, nuclear localization signal; NLS) da
proteina (Figura 1.5) (CARNEIRO et al., 2011; TENG et al., 2011).

Estruturalmente, o gene que codifica para a proteina IRF2BP2 em humanos
estd localizado no bragco longo do cromossomo 1 na posicdo 1g42.3

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/359948) e é codificado por dois éxons e produz

trés isoformas proteicas através de splicing alternativo: A (587 aas), B (571 aas) e C
(163 aas). As isoformas A e B diferem entre si em apenas 16 residuos de aminoacidos,
codificados pela porcdo terminal do primeiro éxon. Ja a isoforma C nao possui o
dominio zinc finger presente na regido N-terminal da proteina (TENG et al., 2011) e
sua funcao ainda nédo € conhecida. O mRNA da IRF2BP2 apresenta uma longa regido
3'UTR (untranslated region). Apesar de ndo ter sido demonstrado que essa regido é
regulada traducionalmente, um trabalho realizado por ARRUDA e colaboradores
(2015), sugere que, possivelmente, a sintese da proteina IRF2BP2 pode ser regulada
pela ligagcdo do miR-155 nessa regiao.

A proteina IRF2BP2 é observada em diferentes organismos, desde animais
muito simples, como as larvas do parasita Fopius até animais mais complexos, como
0s seres humanos, indicando um possivel papel desse cofator transcricional em
diferentes vias de sinalizac¢édo celular (RAMALHO-OLIVEIRA et al., 2019). A proteina
IRF2BP2 é expressa de forma ubiquitaria, sendo encontrada em diferentes tecidos
normais e tumorais, através de analises de transcriptoma e proteoma (FAGERBERG

et al., 2014; www.proteinatlas.org/ENSG00000168264) Porém, um estudo mostrou

gue apos o desenvolvimento embrionario murino, 0s niveis dessa proteina decrescem
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de forma geral, se mantendo alto apenas em alguns tecidos, como o pulmé&o, coracao
e tecido muscular (TENG et al., 2010).
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Figura 1.7. Representacdo esquemética das isoformas A e B da proteina IRF2BP2. Estéo
representados no esquema o dominio zinc finger (em azul), o dominio RING finger (em laranja) e o
dominio de localizag&o nuclear (NLS) (em vermelho) (RAMALHO-OLIVEIRA et al., 2019).

1.4.1. Funcgao da proteina IRF2BP2

Recentemente, a proteina IRF2BP2 tem sido sugerida como um importante
cofator transcricional em diferentes sistemas biologicos, agindo como um regulador
positivo e negativo da expressao de genes relacionados com a diferenciacdo celular,
ciclo celular, apoptose, angiogénese, inflamacao e resposta imune, contribuindo para
a homeostasia celular fisiolégica (Figura 1.8). Apesar ter sido identificada como
parceira transcricional do fator IRF-2, a proteina IRF2BP2 também € observada em
organismos ausentes para esse fator de transcricdo, mostrando que essa proteina
apresenta funcdes independentes de IFR-2, através da interagdo com outros parceiros
envolvidos na regulagéo transcricional (CHILDS & GOODBOURN, 2003; RAMALHO-
OLIVEIRA et al., 2019) (Tabela 1.1).
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Figura 1.8. Diferentes sistemas biolégicos regulados pela proteina IRF2BP2. A proteina IRF2BP2
esta envolvida na regulacdo da expressao de genes envolvidos em diferentes vias celulares, como
diferenciagéo celular, ciclo celular, angiogénese, resposta imune, inflamacgéo e apoptose (RAMALHO-
OLIVEIRA et al., 2019).

Tabela 1.1. Parceiros de interacdo da proteina IRF2BP2. Adaptado de RAMALHO-OLIVEIRA et al.,
20109.

Parceiro de Dominio de interacao Referéncias
interacéo na proteina IRF2BP2
IFR-2 Ring CHILDS & GOODBOURN, 2003
NFAT1 Ring HARI et al., 2017
NRIF3 Ring FAGERBERG et al., 2014
IFR2BPL C4 zinc finger YEUNG et al., 2012
ETO2 Ring STADHOUDERS et al., 2015
NCOR1 - STADHOUDERS et al., 2015
VGLL4 Ring TENG et al., 2010; WU et al., 2019
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Além de sua habilidade repressora associada a IRF-2 (CHILDS &
GOODBOURN, 2003), a IRF2BP2 foi identificada como alvo direto da proteina p53.
Neste estudo, foi mostrado que em situacdes de estresse genotoxico, induzido por
Actinomicina D, p53 se liga a um sitio upstream ao promotor de IRF2BP2 e ativa sua
expressdo. Consequentemente, a proteina IRF2BP2 reprime a transativacdo mediada
por p53 dos promotores de CDKN1A (que codifica para a proteina p21¢P1/Wail) e do
gene pré-apoptético BAX, favorecendo um arresto de ciclo celular em relacdo a
apoptose em células de osteosarcoma U20S, o que segundo os autores poderia fazer
parte de um mecanismo que favoreceria o reparo do DNA evitando assim a morte
dessas células (KOEPPEL et al., 2009). Ainda em relacdo a morte, a IRF2BP2A foi
pescada num ensaio de duplo-hibrido de levedura, interagindo com NRIF3 (Nuclear
interacting factor 3), que é um fator pro-apoptético para células de cancer de mama.
Nesse estudo foi mostrado, através do ensaio de TUNEL para observar fragmentacéo
de DNA, que a isoforma A da proteina IRF2BP2 impede a morte celular mediada por
NRIF3, aparentemente via acdo SirTl, uma HDAC de classe lll, em diferentes
linhagens de cancer de mama (TINNIKOV et al., 2009). Em 2011, o0 mesmo grupo
mostrou que a IRF2BP2A executa essa funcdo através da repressédo do gene pro-
apoptético FASTKD2 (Fas-activated serine-threonine kinase domain 2). Através de
ensaios de imunoprecipitacdo de cromatina e espectrometria de massa, a proteina
IRF2BP2A foi identificada como um dos membros de um grande complexo proteico
formado também pelas proteinas IRF2BP1 e EAP1 (Enhanced and puberty |). Essas
proteinas interagem através de seus dominios zinc finger C4 e se ligam ao DNA
préximo a regido de transcricdo do gene FASTKD2, reprimendo sua transativacéo, e
dessa forma modulando de forma seletiva a sobrevivéncia celular (YEUNG et al.,
2011). Ainda em 2011, o NLS da IRF2BP2 foi identificado paralelamente pelo nosso
grupo (CARNEIRO et al.,, 2011) e por TENG et al. (2011). Esse sinal, RKRK (R=
arginina, K= lisina), esta localizado na regido central da proteina, (residuos 355-358
em relacéo a isoforma A e 339-342 em relacao a isoforma B). TENG e colaboradores
(2011) também mostraram que adjacente ao NLS existe uma serina que precisa ser
fosforilada para que a IRF2BP2 possa se localizar no nucleo.

Um trabalho realizado pelo nosso grupo (CARNEIRO et al., 2011) identificou,
através de um ensaio de duplo-hibrido de levedura, a proteina IRF2BP2 como parceira
do fator de transcricdo NFAT1 (Nuclear factor of activated T cell). Neste estudo,
utilizando células T CD4 da linhagem Jurkat e de linfcitos primarios, foi mostrado que
a IRF2BP2 interage com o dominio C-terminal do NFAT1 e reprime a transativacao
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mediada por ele dos promotores dos genes codificadores das citocinas IL-2 e IL-4.
Além disso, foi observado que a delecéo da regido N-terminal da IRF2BP2 abole seu
fendtipo repressor, embora a interacdo com o NFAT1 ainda se mantenha, indicando
que o dominio zinc finger dessa proteina é necessario para sua funcéo repressora.
Um outro trabalho também desenvolvido pelo nosso grupo demonstrou que a
superexpressao ectopica de IRF2BP2 em linfocitos primarios T CD4 leva a uma
diminuicao da proliferacao celular apds sua ativacdo e uma reducéo da expressao de
moléculas marcadoras de ativacdo CD25 e CD69 in vitro. Além disso, células T CD4
superexpressando IRF2BP2 foram transferidas para camundongos recipientes
C57/BL6, irradiados subletalmente, para observar sua expansdo in vivo. Como
resultado, foi observado que os linfécitos transduzidos com IRF2BP2 apresentaram
uma reduzida expansao celular, mostrando que essa proteina tém um efeito negativo
na sobrevivéncia dessas células (SECCA et al., 2016).

A atividade repressora de IRF2BP2 também foi descrita durante o
desenvolvimento hematopoiético (STADHOUDERS et al., 2015). A partir de dados de
proteoma e ensaio repérter de luciferase, foi mostrado que a proteina IRF2BP2
interage com o fator de transcricdo ETO2 (Eight-twenty-one 2) e favorece sua
atividade repressora em células progenitoras eritroides. IRF2BP2 é um dos
componentes do complexo proteico responsavel pela manutencédo da expressao de
genes importantes para o processo de eritropoiese. A relevancia funcional da
atividade repressora de IRF2BP2 foi confirmada in vivo. Foi observado que
camundongos homozigotos deficientes para a proteina apresentam fendtipo letal,
morrendo durante a gestacao ou nas primeiras semanas de vida devido a um severo
retardo no crescimento. Além disso, foi visto, através da analise de dados de RNA-
seq, que os genes alvo de IRF2BP2 participam de diferentes vias biologicas,
principalmente aquelas relacionadas com a proliferacéo, apoptose e ciclo celular.

Além do seu papel na repressao transcricional, alguns estudos tém mostrado
que a IRF2BP2 também apresenta funcao ativadora. Um estudo realizado CHEN e
colaboradores (2015) demonstrou a participacdo da IRF2BP2 na polarizacdo de
macrofagos. Neste trabalho, foi visto que a superexpressdo de IRF2BP2 esta
envolvida com a diferenciacdo de macrofagos de estagio M2 através da regulacdo da
expressdo do fator anti-inflamatorio KLF2 (Kruppel-like factor 2). Além disso, foi
observado que camundongos apresentando macrofagos deficientes para IRF2BP2
desenvolviam uma severa aterosclerose. Em um trabalho mais recente do mesmo

grupo, foi observado que a perda de IRF2BP2 na micréglia estd associada com um
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aumento da expressdo de citocinas inflamatérias. Neste estudo foi visto que a
IRF2BP2 € necesséaria para mediar os efeitos anti-inflamatdrios e protetivos da
citocina IFN-beta na lesdo gerada pelo acidente vascular cerebral (CRUZ et al., 2017).
A IRF2BP2 também foi descrita como um co-regulador essencial para a ativacao de
VEGFA (Vascular endotelial growth factor A), uma citocina importante para a
revascularizacdo muscular. Através de um ensaio de duplo-hibrido de levedura e
utilizando uma biblioteca de cDNAs de coracdo humano, a proteina IRF2BP2 foi
identificada como parceira de interagéo do fator VGLL4 (Vestigial Like Family Member
4). Neste trabalho foi observado que a IRF2BP2 participa de um complexo
transcricional, também formado pelas proteinas TEAD4/VGLL4, e age em resposta a
isquemia muscular esquelética e cardiaca, tendo um papel importante na regulacéo
da angiogénese tecidual (TENG et al., 2010).

O aparente envolvimento da IRF2BP2 com mecanismos de regulacdo de
angiogénese, proliferacdo e morte celular citados pelos trabalhos acima sugerem que
alteracdes na funcéo dessa proteina podem estar envolvidas com a fisiopatologia do
cancer. Alguns trabalhos tém mostrado a associacao da expresséo de IRF2BP2 em
tumores hematopoiéticos e solidos. Em 2012 (NYQUIST et al., 2012) um estudo
identificou uma translocacdo envolvendo os genes IRF2BP2 e CDX1 (Caudal type
homeobox 1) em um paciente com condrosarcoma mesenquimal. Essa translocacao
gera uma proteina hibrida caracterizada pela presenca do éxon 1 de IRF2BP2 e o
éxon 2 do gene CDX1, que codificam para os dominios zinc finger e homeodominio
de suas respectivas proteinas. A funcdo biolégica dessa proteina ainda nao é
conhecida. Ainda em 2012, um outro estudo avaliando a citogenética de pacientes
com mieloma multiplo, identificou o ganho de funcéo para o gene da IRF2BP2 em seis
pacientes positivos para a translocacdo BCL1/JH (11;14), encontrada em 20% de
todos os casos de mieloma multiplo sendo importante para os estagios iniciais da
patogénese desse tipo tumoral (NI et al., 2012). O perfil mutacional de pacientes com
linfoma primario de sistema nervoso central foi avaliado em um estudo feito por
BRUNO e colaboradores (2014). Neste trabalho foi realizado um sequenciamento do
exoma de 9 casos e foi observado que 14% dos pacientes com esse tipo tumoral
apresentavam mutacdes do tipo nonsense e missense para o gene da IRF2BP2. A
relevancia biolégica dessas variantes nao foi avaliada.

Trés estudos descreveram a associacao da IRF2BP2 ao desenvolvimento da
leucemia promielocitica aguda (APL) (YIN et al., 2015; SHIMOMURA et al., 2016;
JOVANOVIC et al.,, 2016). Em ambos os estudos, foi identificada uma fuséo
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envolvendo os genes IRF2BP2 e RARA (Retinoic acid receptor alfa), através de
diferentes pontos de quebra. De acordo com YIN e colaboradores (2015), a proteina
hibrida IRF2BP2-RARA poderia ter um efeito dominante negativo sobre a proteina
RARA selvagem, o que implicaria com a repressdo de genes envolvidos com a
diferenciacdo mieloide. Além disso, essa fusdo torna o paciente insensivel a
monoterapia com ATRA (all-trans retinoic acid) (SHIMOMURA et al., 2016) e é capaz
de transformar células progenitoras hematopoiéticas, o que foi observado através da
inducgéo da formagao de colbnias in vitro (JOVANOVIC et al., 2016).

Apesar de alguns trabalhos mostrarem a associacao de IRF2BP2 na regulacao
do ciclo celular e na patologia tumoral, 0s mecanismos envolvidos na relacdo entre a
expressdo de IRF2BP2 e a malignizacdo celular ainda ndo sdo completamente
conhecidos, sendo de grande interesse entender como ela influencia a transcricdo de
genes importantes para a proliferacdo celular e consequentemente, para o0

desenvolvimento tumoral.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo principal

Esclarecer o papel da proteina IRF2BP2 no controle do ciclo celular, assim
como na transformacéao celular, avaliando sua capacidade de transformacéo in vitro e

in vivo.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar o papel da proteina IRF2BP2 no controle das diferentes fases do ciclo

celular;

e Determinar o envolvimento da IRF2BP2 na regulacdo de fendtipos de

transformacao celular in vitro e in vivo;

e Avaliar o envolvimento da IRF2BP2 na regulacdo da expressdo de genes
importantes na proliferacdo celular, em especial, genes envolvidos com a

progresséo das fases Gi/S do ciclo celular.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Cultura de células

As células das linhagens NIH3T3, NIH3T3-TetR-BP2, NIH3T3-TetR-BP2.H-
rasV12 e EcoPack2 foram cultivadas em meio DMEM (Meio de Eagle Modificado por
Dulbecco) suplementado tanto com 10% ou 0,2% de soro fetal bovino (SFB), NaHCOs3
(40 mM), NaH2PO4 (1 mM), piruvato de sodio (1 mM), solugéo de vitaminas MEM 1x,
solucéo de aminoacidos MEM essenciais e ndo-essenciais 1x, L-glutamina (2 mM), -
mercaptoetanol (55 uM), HEPES (10 mM), estreptomicina (100 mg/L) e penicilina
(100.000 U/L) (todos Gibco). As culturas de NIH3T3-TetR-BP2 e NIH3T3-TetR-BP2-
H-rasV12 foram mantidas sob pressao seletiva dos antibiéticos puromicina (15 pg/ml)
e neomicina (500 pg/ml), respectivamente, com o intuito de preservar a expresséo dos
genes IRF2BP2 e H-rasV12, exceto quando utilizadas em experimentos. Todas as

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

3.2. Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c nude/nude entre 8 e 12 semanas de
idade, obtidos do biotério da Coordenacdo de Pesquisa do Instituto Nacional de
Cancer (INCA). Os animais foram mantidos conforme as normas estabelecidas pelo
“Guide for the care and use of laboratory animals” (NIH, National Institute of Health).
O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do INCA
(Processo N° 004/13).

3.3. Construcéo dos plasmideos

O cDNA do repressor responsivo a doxiciclina/tetraciclina (TetR) foi obtido
através de amplificacdo por PCR a partir do vetor pLENTI-CMV-TetR-Blast (Addgene:
#17492) (CAMPEAU et al.,, 2009). O vetor pQCXIH-TetR foi construido pela
subclonagem do cDNA do TetR para o vetor pQCXIH (Clontech), utilizando as
enzimas de restricdo Notl e Bglll (ligando com o sitio da enzima BamHI no vetor). O
cDNA da IRF2BP2 murina (570 aa) foi subclonado no vetor de entrada pENTR1A no
ccDB (Addgene: #17398) a partir do vetor pMSCV-IRIS-Ds-RED-IRF2BP2. Foram
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utilizados os sitios de restricio BamHI-HF e Xhol. O plasmideo gerado foi
posteriormente recombinado com o vetor pPQCXP-CMV/TO DEST (Addgene: #17386)
utilizando a enzima LR Clonase TM Il (Thermo Fisher Scientific) de acordo com o
protocolo do fabricante. O cDNA de H-rasV12 foi obtido do plasmideo de expresséo
pBabe-puro, e subclonado no vetor pQCXIN (BD: #53143) utilizando sitios de restricdo
BamHI-HF e EcoRl, gerando por fim o vetor pQCXIN-H-rasV12. Todas as construcdes
foram confirmadas por mapeamento com enzimas de restricdo e sequenciamento de
DNA.

3.4. Transducéo de células NIH3T3 com retrovirus recombinantes

A linhagem NIH3T3 foi transduzida, primeiramente, com o vetor pQCXIH-TetR
para garantir a expressao da proteina TetR. Logo apls a selecdo, a linhagem foi
transduzida pela segunda vez com o vetor pQCXP-CMV/TO-IFR2BP2 e
posteriormente, com o vetor pQCXIN-H-rasV12. As linhagens geradas s6 expressam
0 gene IRF2BP2 quando estimuladas com doxiciclina (1 pg/ml) ou outros analogos da
tetraciclina.

A linhagem celular EcoPack2 ecotropica (BD Biosciences) foi utilizada como
célula empacotadora dos retrovirus. As células foram transfectadas com o plasmideo
retroviral de forma transiente por fosfato de célcio segundo o protocolo descrito
abaixo.

No primeiro dia, as células empacotadoras foram cultivadas em placas de
Petri tratadas de 10 cm de diametro no total de 4x10° células/placa em 10 mL de meio
de cultura. No dia seguinte, estas células foram transfectadas utilizando o DNA dos
vetores retrovirais purificados por colunas de Maxi-Prep (QIAGEN). A precipitacao do
DNA foi feita misturando-se: 20 ug de DNA; 250 uL de tampéao salino de Hank 2x
(HBS; 280 mM NacCl, 10 mM KCl, 1,5 mM NazHPO4, 12 mM dextrose, 50 mM HEPES,
pH 7,1); 50 pL de CaCl2 2,5 M; em um volume final de 500 uL. Essa mistura foi
homogeneizada avidamente por borbulhamento e incubada por 30 minutos em
temperatura ambiente. Apds esse tempo, o precipitado (500 uL) foi adicionado as
células empacotadoras. No terceiro dia, as células empacotadoras transfectadas
foram lavadas duas vezes com PBS (do inglés, phosphate buffered saline) e foram
adicionados 5 mL de meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino

definido (Hyclone). Neste mesmo dia, as células NIH3T3 foram cultivadas em placas
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de 6 pocos (2,5x10* células/poco). No quarto dia, os sobrenadantes das células
empacotadoras contendo os retrovirus recombinantes foram recolhidos e filtrados em
filtro de poro 0,45 um para retirar eventuais células soltas e fragmentos celulares. O
sobrenadante contendo as particulas virais foi suplementado com 8 pg/ml de polibreno
(Fluka Chemie). Em seguida, o sobrenadante foi adicionado junto com meio DMEM
novo suplementado com 10% de soro fetal bovino definido (Hyclone) (1:1; v/v) as
células alvo, que foram entdo centrifugadas duas vezes a 400G por 45 minutos, com
intervalo de 90 minutos entre as centrifugacoes e deixadas na estufa por 24 horas. No
dia seguinte, as células foram soltas por tripsinizacdo e plagueadas em garrafa de 25
cm? (3x10* células), contendo meio DMEM 10% SFB na presenca do antibiético de
selecéo. A linhagem NIH3T3 foi selecionada por 10 dias com 800 pg/ml de higromicina
para o vetor pQCXIH-TetR, ou por 3 dias com 30 pug/ml de puromicina para o vetor
PQCXP-CMV/TO-IRF2BP2 ou por 11 dias com 1 mg/ml de neomicina para o vetor
PQCXIN-H-rasV12.

3.5. Sincronizagéao celular nas fases Go/G1 do ciclo celular

Células NIH3T3-TetR-BP2 foram sincronizadas incubando-se 7,5x10° células
em garrafas de cultura de 75 cm? e cultivando-as por 48 horas até atingirem 90% de
confluéncia. Células ainda em confluéncia foram lavadas com PBS e entdo mantidas
em privacéo de soro, cultivando-as em meio DMEM suplementado com 0,2% de SFB

por 24 horas.

3.6. Sincronizagéao celular nas fases G2/M do ciclo celular

Células NIH3T3-TetR-BP2, sincronizadas ou ndo em Go/G1 por confluéncia e
privacédo de soro, foram plaqueadas na densidade de 4x10° células em garrafas de
cultura de 75 cm? na presenca de meio DMEM suplementado com 10% de SFB por
12 horas. Posteriormente, as células foram incubadas com Nocodazol (100 ng/ml), um
inibidor de microtabulos, por 6, 12 e 18 horas. Ap0s incubacado, as células foram
lavadas com solucdo BSA (do inglés, bovine serum albumin) 1% e incubadas a 4°C
por 16 horas no escuro com solu¢do de marcacdo com iodeto de propidio (iodeto de
propidio, Img/mL; solucdo de RNAse: NaCl 5M, Tris 1M, RNAse 2mg/mL; 1X PBS pH
7,2 0,1% Triton X-100). Apés marcacéao, as células foram analisadas por citometria de
fluxo (FACS Calibur, BD Bioscience).

29



3.7. Cinética de proliferacéo celular

Células NIH3T3-TetR-BP2 ou NIH3T-TetR-BP2-H-rasV12 foram cultivadas em
placas de 96 pocos, 8x10? células por poco, em triplicata na auséncia ou presenca de
1 pg/ml de doxiciclina. Em diferentes tempos ap0s a infeccéo retroviral a proliferagéo
celular foi avaliada por marcacéo por cristal violeta. Para isto, as células foram lavadas
com PBS, fixadas com etanol absoluto por 10 minutos, coradas com 0,05% de cristal
violeta em 20% de etanol por 10 minutos e lavadas 2x com &gua destilada,
posteriormente, o cristal violeta foi ressolubilizado com metanol absoluto por 5
minutos. A absorbancia da placa foi acessada no comprimento de onda de 595nm em
um espectofotdbmetro (SpectraMax 190). O primeiro ponto foi retirado 2 horas apos o

inicio da cultura (tempo Oh) e os demais a cada 24 horas.

3.8. Western blotting

As células NIH3T3-TetR-BP2 ou NIH3T-TetR-BP2-H-rasV12 (4x10° células)
foram centrifugadas, ressuspendidas e lisadas em 40 uL de tampé&o contendo 40 mM
de Tris-Cl pH 7.5, 10 mM de EDTA, 60 mM de pirofosfato de sddio e 5% de SDS. Os
extratos proteicos foram incubados a 100°C por 10 minutos e adicionados a 4 uL de
5x loading buffer (350 mM Tris-Cl, Glicerol 10%, Azul de Bromofenol 0,01%, SDS 15%,
B-Mercaptoetanol 25%, pH6,8). Posteriormente, as proteinas foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 8% ou 10% (30% bis-acrilamida
(1:29) e tampéo de separacao 4x pH 8,8) a 25 mA por aproximadamente 4 horas.
Apos a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose
(GE Healthcare) utilizando o sistema de transferéncia Trans-Blot Semi-Dry
electrophoretic transfer cell (BioRad) seguindo o protocolo do fabricante. Apos o
processo de transferéncia, as membranas foram bloqueadas com tampé&o Tris salina
(TBS; 10 mM Tris-Cl, 150 mM NacCl, pH 7,4) com 5% de leite desnatado por 1 hora
sob agitagdo a temperatura ambiente. A seguir, as membranas foram lavada com
TBS-T (TBS mais 0,05% Tween 20) e incubada nesse mesmo tampéao overnight a 4°C
com o anticorpo primario (IFR2BP2, anticorpo monoclonal L-13 (Santa Cruz); H-
rasV12, anticorpo monoclonal F132 (Santa Cruz); GAPDH, anticorpo monoclonal 6C5
(Santa Cruz) e anticorpo policlonal anti-Rb (851) (WELCH & WANG, 1993)). Apos

incubacdo, as membranas foram lavadas trés vezes com TBS-T por 10 minutos e
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incubadas por mais 1 hora a temperatura ambiente com o anticorpo secundario anti-
IgG de coelho ou camundongo, ambos conjugados a peroxidase de raiz forte (HRP).
Em seguida, as membranas foram lavadas seis vezes com TBS-T por 10 minutos e
reveladas com o substrato da peroxidase utilizando o sistema “ECL Western blotting
reagent” (GE Healthcare), como recomendado pelo fabricante. A luminescéncia
emitida foi detectada em filmes de quimioluminescéncia (Kodak BioMax Light Film,

Kodak) em diferentes tempos de exposicao.

3.9. Andlise de ciclo celular por incorporacéo de BrdU

Células NIH3T3-TetR-BP2 sincronizadas por confluéncia e privacdo de soro
foram inoculadas na densidade de 4x10° células em garrafa de 75 cm?, sendo
mantidas em cultura com meio suplementado com 10% soro até adesédo (Oh) ou até
os tempos indicados. Uma hora (1h) antes da fixacéo, as células foram pulsadas com
2 UM de BrdU (5-bromo-2'-deoxiuridina; Sigma, B5002) em meio DMEM com 10% de
soro a 37°C, recuperadas, fixadas em etanol gelado 100% e armazenadas a -20°C
por pelo menos 24 horas. Apés esse periodo, 4,5x10° células foram lavadas em
solucéo de albumina de soro bovino (BSA) 1% em PBS e incubadas em solucao
desnaturante (2N HCI; 0,5% Triton X-100) por 30 minutos. Posteriormente, as células
foram centrifugadas e ressuspendidas em solugéo 0,1 M Borax, para inativar a reacao,
lavadas novamente com BSA 1%, e incubadas durante 1h a temperatura ambiente no
escuro com o anticorpo monoclonal anti-BrdU (Phoenix Flow Systems, ABFM18)
conjugado a FITC (isotiocianato de fluoresceina) , com diluicdo de 1:15 em solucao
de BSA 1% e Tween-20 0,5% em PBS. Apos incubacéo, as células foram lavadas
com solugédo BSA 1% e incubadas a 4°C por 16 horas no escuro com solucao de
marcacdo com iodeto de propidio. Apés marcagdo, as células foram analisadas

utilizando o citdmetro de fluxo FACScalibur e o software CellQuest (BD Biosciences).
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3.10. Analise de morte celular por marcagcdo com iodeto de propidio

Para analise de morte celular, as células NIH3T3-TetR-BP2 ou NIH3T-TetR-
BP2-H-rasV12 foram cultivadas em placas de 12 pocos, em confluéncia, totalizando
1x105 células por pogo. Nos tempos indicados, as células foram tripsinizadas, lavadas
uma vez com PBS e marcadas com iodeto de propidio (75 uM) na presenca de NP-
40. A analise do conteudo de DNA foi realizada coletando 20.000 eventos por
citometria de fluxo. Os dados foram analisados e o percentual de células com
marcagdo sub-Go foi determinado utilizando os programas CELLQuest (BD
Biosciences) e FlowJo (Tree Star Inc).

3.11. Analise de morte celular por marcacdo com Anexina V

Células NIH3T-TetR-BP2-H-rasV12 foram cultivadas em garrafas de cultura de
75 cm? (2x105 células) na presenca ou auséncia de doxiciclina (1 pg/ml) por 24, 48 e
72 horas. Posteriormente, as células foram coletadas, centrifugadas, lavadas com
PBS e incubadas com solucdo BSA 2% por 30 minutos. Apés a incubacéo, as células
foram ressuspendidas em tampao de ligacdo de Anexina V, marcadas com Anexina
V-APC (eBiosciences) e 7-AAD (BD Biosciences) e analisadas por citometria de fluxo.

Para analise, foram coletados 10000 eventos.

3.12. Ensaio clonogénico

Células NIH3T3-TetR-BP2 ou NIH3T-TetR-BP2-H-rasV12 foram cultivadas em
diferentes densidades (50, 100 e 200 células por po¢o) em placas de 6 pocos por 7 e
14 dias com meio DMEM 10% SFB, sendo este trocado por meio novo a cada trés
dias. Nos tempos indicados, as placas foram lavadas com PBS e fixadas com etanol
100%. Apo6s 10 minutos de incubacao a temperatura ambiente, adicionou-se 1 ml de
solugéo de cristal violeta (0,05% de cristal violeta em 20% de etanol), por mais 10
minutos. Posteriormente, as placas foram lavadas 2x com agua destilada e, apés a

secagem dos pogos, as placas foram escaneadas.
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3.13. Ensaio de formagéo de focos

Células NIH3T3-TetR-BP2-H-rasV12 foram diluidas (1:100, 1:250 e 1:500) com
células NIH3T3 selvagens nao-transduzidas (WT) para facilitar a visualizacdo dos
focos de transformagdo. Essa mistura foi cultivada em placas de 6 pogos a uma
densidade final de 5x10* células/pogo. O meio de cultura foi trocado a cada dois dias.
Apoés 10 dias, para a visualizacdo dos focos, as placas foram lavadas com PBS,
fixadas com etanol 100% por 10 minutos e coradas com cristal violeta por 10 minutos
e lavadas com agua destilada. Por fim, as placas foram escaneadas.

3.14. Ensaio de crescimento independente de ancoragem em meio semissélido

Placas de seis pocos foram forradas com 2 ml de meio suplementado com 0,8%
de agarose de baixo ponto de fusédo (Invitrogen) para evitar adesao celular ao fundo
do poco. Células NIH3T3-TetR-BP2-H-rasV12 foram tripsinizadas e 102 células foram
ressuspendidas em 3 mL de meio de cultura contendo 0,4% de agarose e, apos a
solidificacdo, foram adicionados 2 mL de meio de cultura, que foram trocados a cada
3 dias. As células foram cultivadas por 14 dias. Col6nias representativas foram
visualizadas por microscopia de contraste de fase e o nimero total de coldnias foi

contado.

3.15. Formacgéo de tumores em camundongos atimicos

Camundongos atimicos BALB/c nude/nude de 8 a 12 semanas foram
inoculados com células NIH3T3-TetR-BP2-H-rasV12. Essas células foram
tripsinizadas, lavadas e ressuspendidas em PBS. As inoculagbes foram feitas atraves
da injecdo subcutanea de 3x10° células no flanco direito de cada animal. Foram
utilizados 2 grupos com 6 animais cada (um grupo controle, que recebia dgua sem
tetraciclina dissolvida e um grupo tratado, que recebia agua com tetraciclina dissolvida
(500 mg em 250 ml de agua). A agua com tetraciclina dissolvida comecou a ser
administrada 2 dias antes do inicio do experimento e foi trocada a cada trés dias. O

volume tumoral foi avaliado a cada trés dias usando a féormula: V = 0,52 x

33



comprimento? x largura. Os camundongos foram sacrificados 13 dias apdés a

inoculacao.

3.16. Analises de dados de RNA-Seq

Dados de RNA-Seq de 343 amostras de fibroblastos humanos imortalizados
foram obtidos a partir do banco de dados GTEx (Genome-Tissue Expression) (GTEX-
CONSORTIUM, 2013). Foram obtidas as matrizes contendo os dados das contagens
brutas e os valores de expressao quantificados por TPM (transcripts per million -
transcritos por milhdo). As 86 amostras com valor de expressédo de IRF2BP2 menor
ou igual ao primeiro quartil foram classificadas como IRF2BP2°¥ e as 86 amostras
com valor maior ou igual ao terceiro quartil foram classificadas como IRF2BP2"igh,

Foi comparada a expressao de cerca de 24 mil genes entre 0S grupos
IRF2BP2Ndh e IRF2BP2'°% ytilizando o pacote DESeq2 (LOVE et al., 2012). Os genes
diferencialmente expressos entre os grupos foram utilizados para a analise de
enriguecimento de vias de sinalizagao utilizando o pacote ClusterProfiler (YU et al.,
2012). As analises de expressao por heatmap e formacéo de clusters foram feitas
utilizando o pacote Pheatmap, enquanto o esquema da via de ciclo celular foi gerado
através do pacote Pathview (LUO et al., 2013). Todas as analises foram realizadas

utilizando o software R.

3.17. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Células NIH3T3-TetR-BP2 sincronizadas por confluéncia e privacdo de soro
foram inoculadas na densidade de 7x10° células por placa de 10 cm apés
suplementacdo com meio contendo 10% de soro fetal bovino. Apds os tempos
indicados, foi feita a extracdo de RNA de 10° células utilizando 1 ml do reagente Trizol®
(Invitrogen). Células foram homogeneizadas em Trizol®, e centrifugadas a 12000 g por
15 minutos a 4°C apds adigao de 200 pl de cloroférmio. A fase superior foi separada
e misturada com a mesma medida de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1).
ApoOs nova centrifugacado, a fase aquosa foi transferida para outro tubo e o RNA foi
precipitado com 500 pl de isopropanol. Apds incubacao por 15 minutos, foi feita uma
centrifugacédo de 12000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet foi lavado com etanol 75%. Apds nova centrifugacdo de 7600 g por 10 minutos,

o pellet foi secado e ressuspendido em 15 ul de agua RNAse free. A quantidade e
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qualidade do RNA foram determinadas por espectrofotometria utilizando o aparelho
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific). A sintese da fita de cDNA foi feita a partir de
2 ug de RNA extraido utilizando a Transcriptase Reversa SuperScriptTM Il
(Invitrogen), conforme indicado pelo fabricante.

3.18. PCR em tempo real

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real foi realizada para
avaliar a expressao relativa dos genes das ciclinas D1, D2, E1 e E2. O gene
constitutivo hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HPRT) foi utilizado como
controle enddgeno para normalizacdo. Foram utilizadas para estas reacdes sondas
TagMan® (Applied Biosystems) e o termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). As reacdes foram feitas em triplicata para cada gene, utilizando
50 ng de cada um dos diferentes cDNAs, 0,75 pl da respectiva sonda e 7,5 pl de
tampéo universal PCR Mastermix TagMane, em um volume final de 15 pl. O tampéo
utilizado na reacdo contém o par de primers para a amplificacdo do cDNA e um
oligonucleotideo que pareia internamente a regido amplificada, marcado com o
fluorocromo FAM na sua extremidade 5 e com TAMRA na extremidade 3’. As
condicbes para a reacdo de PCR foram as seguintes: 40 ciclos de 95°C por 10
minutos, seguidos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto e leitura da placa. A
analise de quantificacao relativa foi feita utilizando a funcdo exponencial >Ct, sendo
o tempo de Oh o tempo de referéncia. Os numeros de identificacdo de cada sonda
utilizada séo os seguintes: MmM00432359_m1 para Ciclina D1, MM00438071 para
Ciclina D2, Mn01266311_m1 para Ciclina E1, Mn00438077_m1 para Ciclina E2, e
MmO00446968 m1 para HPRT.

3.19. Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas através da comparacdo entre 0s
grupos por teste t de Student ndo-pareado, com um intervalo de confianca de 95%,
utiizando o programa GraphPad Prism. As diferencas encontradas foram
consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p foi menor ou igual a
0,05.

35



4. RESULTADOS

4.1. Avaliacao dos niveis proteicos de IRF2BP2 em células NIH3T3-TetR-BP2 nao

sincronizadas

Para avaliar os niveis proteicos de IRF2BP2 ao longo do tempo e com
diferentes doses de doxiciclina, células NIH3T3-TetR foram transduzidas com vetor
retroviral pQCXP-CMV/TO-IFR2BP2, conforme descrito anteriormente, afim de
superexpressar, de forma ectépica, a proteina. Estas células foram cultivadas em
meio DMEM 10% SFB por diferentes tempos, na auséncia ou presenca de 1 ug/mi de
doxiciclina, que foi adicionada ao meio 2 horas apds o inicio da cultura (tempo 0Oh)
(Figura 4.1A) ou cultivadas com meio DMEM 10% SFB acrescido de diferentes doses
de doxiciclina por 24 horas (Figura 4.1B). Nos tempos indicados, 0s extratos proteicos
foram obtidos e avaliados por Western blot.

A andlise dos resultados indicou que os niveis proteicos de IRF2BP2 atingem
um pico de sintese por volta de 24 horas apds a adicao de doxiciclina (Figura 4.1A),
porém é possivel observar niveis significativos da proteina 3 horas apo6s o inicio do
experimento. Os niveis de IRF2BP2 se mantém constantes até 72 horas ap0s a adi¢cao
de doxiciclina. (Figura 4.1A). Também foi possivel observar que a nao adicdo de
doxiciclina no meio de cultura ndo induz niveis da proteina, indicando que o sistema
utilizado (Tet-ON) para controlar superexpressdo da IRF2BP2 foi eficiente. Além
disso, ndo houve diferenca nos niveis proteicos quando adicionadas diferentes
concentracdes de doxiciclina no meio de cultura (Figura 4.1B). Portanto, para todos
0S outros experimentos, foi utilizada a dose de 1 pg/ml de doxiciclina.
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Figura 4.1. Niveis proteicos de IRF2BP2 em células NIH3T3-TetR né&o sincronizadas atingem um
pico de sintese 24 horas apés a adi¢ao de 1 pg/ml doxiciclina no meio de cultura. A) Analise por
Western blot dos niveis de IRF2BP2 entre 0-72 horas apds replaqueamento, na auséncia ou presencga
de 1 pg/ml doxiciclina (Doxy) no meio de cultura. B) Andlise por Western blot dos niveis de IRF2BP2
em 24 horas apds o replaqueamento na presenca de diferentes concentragdes de doxiciclina. Os
extratos proteicos foram obtidos com tampéo de lise e separados em gel SDS-PAGE a 10%. Os niveis
de IRF2BP2 (61 kDa) foram normalizados através dos niveis de GAPDH (37 kDa).
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4.2. Avaliacdo da expressdao de IRF2BP2 em células NIH3T3-TetR-BP2

sincronizadas

Para avaliar se os niveis de IRF2BP2 variavam ao longo do tempo em resposta
a doxiciclina, células NIH3T3-TetR-BP2 foram cultivadas até confluéncia e mantidas
em privagao de soro por 24 horas. Posteriormente, as células foram replaqueadas em
garrafas de 75 cm? e cultivadas com meio DMEM 10% SFB contendo ou n&o
doxiciclina (Fig. 4.2A). Nos tempos indicados, os extratos proteicos foram obtidos e
avaliados por Western blot. Os resultados mostram que 0s niveis proteicos de
IRF2BP2 atingem um pico de sintese por volta de 8 até 24 horas apos a adicdo de
doxiciclina em células NIH3T3 sincronizadas. Além disso, a auséncia de doxiciclina
no meio de cultura ndo induz alteracdo nos niveis da proteina (Figura 4.2B).

Avaliamos também a expressdao do mRNA da IRF2BP2 por PCR em tempo real
(Figura 4.2C). As células transduzidas foram replaqueadas apds confluéncia e
privacao de soro e o mRNA total foi extraido ap6s 0, 3, 6, 8 e 16 horas. Analisando a
expressdo de IRF2BP2, observamos altos niveis de expressdo, com diferencas
estatisticas, em 3, 6 e 16h apos a ressuplementacdo com soro nas culturas tratadas
com doxiciclina, com um pico de expressdo em 3h, quando had aumento de

aproximadamente 10x (Figura 4.9)
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Figura 4.2. Niveis proteicos e de mRNA da IRF2BP2 em células NIH3T3-TetR sincronizadas
atingem um pico de sintese a partir de 8 horas e 3 horas, respectivamente, apds a adicdo de 1
png/ml doxiciclina no meio de cultura. A) Modelo de sincronizacdo de células NIH3T3 por confluéncia
e privacao de soro. B) Analise por Western blot dos niveis de IRF2BP2 em diferentes tempos apdés o
replaqueamento na presenca ou auséncia de 1 pg/ml doxiciclina (Doxy). Os extratos proteicos foram
obtidos com tampéo de lise e separados em gel SDS-PAGE a 10%. Os niveis de IRF2BP2 (61 kDa)
foram normalizados através dos niveis de GAPDH (37 kDa). C) Analise dos niveis de mRNA da
IRF2BP2 por RT-PCR em tempo real. Extratos de RNA foram preparados utilizando Trizol® nos tempos
indicados. cDNAs sintetizados foram usados para avaliar a expressao relativa da proteina IRF2BP2
usando sondas TagMan®. A quantidade de RNA foi normalizada a partir dos niveis de mMRNA de HPRT
e a expresséo relativa foi considerada 1 para o tempo Oh. Todos os resultados sdo representativos de
quatro experimentos independentes. (*) indica p < 0,05.
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4.3. Avaliacdo da proliferacdo e morte celular de células NIH3T3-TetR-BP2

Para avaliar o papel da proteina IRF2BP2 na proliferacéo celular, utilizamos
como modelo experimental a linhagem néo transformada imortalizada de fibroblastos
murinos NIH3T3. A linhagem NIH3T3 foi escolhida por ser um modelo classico para
estudos de proliferacdo e transformacéao celular.

Células NIH3T3-TetR-BP2 sincronizadas tiveram seu perfil proliferativo
analisado por marcagéao por cristal violeta, que fornece informagfes sobre o nimero
de células na cultura. Neste ensaio observou-se que as células tratadas com
doxiciclina, ou seja, células que passaram a expressar IRF2BP2, apresentaram uma
reducdo do nivel proliferativo quando comparadas as células néo tratadas (Figura
4.3A).

Um ensaio clonogénico realizado com essas mesmas células mostrou que apoés
7 e 14 dias de cultura, as células ndo tratadas com doxiciclina formaram muitos clones,
enguanto que as tratadas praticamente nao formaram clones, ou os clones eram muito
pequenos (Figura 4.3B). Como o0 ensaio clonogénico testa a capacidade de as células
sobreviverem e replicarem, a inducéo de morte celular pela IRF2BP2 poderia justificar
o0 menor numero de clones formados. Para avaliar a capacidade da proteina IRF2BP2
de induzir morte celular, foi analisado o contetdo de DNA subdipléide (sub-Go), um
indicador de células em processo de morte celular por apoptose, das linhagens tratada
e nao tratada com doxiciclina por 24, 48 e 72 horas, através da marcagcdo com iodeto
de propidio (PI). As figuras 4.4A e B mostram que apos 24, 48 e 72 horas do
replagueamento, as células com altos niveis de IRF2BP2 ndo apresentaram uma taxa
de morte celular significativa em comparacao com as células controle, indicando que
a proteina n&o induz morte nessas células. Esse resultado esta de acordo com o
observado através da morfologia das células em cultura ap6s o tratamento com
doxiciclina (dados ndo mostrados) e também com os resultados descritos na literatura,
que apontam para um papel antiapoptotico da proteina (TINNIKOV et al., 2009;
YEUNG et al., 2011). Assim, esses dados sugerem que a superexpressdo da
IRF2BP2 leva a formacgédo de clones menores e em menor niumero em relacdo as
células controle e que esse fendtipo aparentemente ndo esta associado com a

indug&o de morte celular.
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Figura 4.3. Células NIH3T3-TetR sincronizadas superexpressando IRF2BP2 apresentam reducao
nataxa de proliferacdo celular, além da formacdo de menos clones. (A) Ensaio de proliferagédo por
marcacao com cristal violeta. As células NIH3T3-TetR-BP2 foram cultivadas em placas de 96 pocos, 8
x 102 células por poco, em triplicata, na auséncia ou presenca de doxiciclina. O tempo inicial
corresponde ao inicio da cultura, 24 h apos a transducdo. O grafico mostrado é representativo de trés
experimentos independentes (B) Ensaio clonogénico por marcagdo com cristal violeta. Células NIH3T3-
TetR-BP2 foram cultivadas em diferentes densidades (50, 100 e 200 células por poco) em placas de
96 pocos por 7 e 14 dias, na presenc¢a ou auséncia de doxiciclina no meio de cultura. Apds os tempos
indicados, o meio de cultura foi removido e as placas foram coradas com cristal violeta. Dados
representativos de dois experimentos independentes.
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Figura 4.4. Células NIH3T3-TetR sincronizadas superexpressando IRF2BP2 ndo apresentam
aumento na taxa de morte celular. (A, B) Analise de morte celular em células NIH3T3-TetR-BP2. As
células foram cultivadas em confluéncia (1 x 105 células em placas de 12 poc¢os) e nos tempos indicados
apos o inicio da cultura foram marcadas com iodeto de propidio (PI). A morte celular foi avaliada por
citometria de fluxo. O percentual de contetdo sub-Go de DNA esté indicado na figura (A) e o grafico (B)
mostra a média dos percentuais de células com conteddo de DNA sub-Go obtidos a partir de trés
experimentos independentes. As barras indicam o desvio padrdo entre os experimentos. Todos o0s
resultados sdo representativos de trés experimentos independentes.
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4.4. Analise da progressao do ciclo celular em células NIH3T3-TetR-BP2

A sincronizagdo da proliferacdo de células em cultura € um procedimento
amplamente utilizado para estudar os mecanismos que regulam a entrada e
progressao de células pelo ciclo celular (SCHORL & SEDIVY, 2007).

Apesar da proteina IRF2BP2 regular a funcdo de genes criticos para a
homeostasia celular, como a de TP53 (KOEPPEL et al., 2009) e NFAT1 (CARNEIRO
et al., 2011), pouco se sabe sobre sua contribuicao fisiolégica e qual a gama de genes
gue ela regula. Para estabelecer a funcédo da IRF2BP2 na progresséao do ciclo celular,
células NIH3T3-TetR-BP2 foram sincronizadas por confluéncia e privagdo de soro e
replaqueadas em meio DMEM 10% por diferentes tempos. Ap6s os tempos indicados,
as células foram fixadas e a progresséo pelas fases do ciclo celular foi avaliada por
citometria de fluxo através de marcacdo com iodeto de propidio (PI), utilizado como
marcador do conteudo de DNA, e anticorpo anti-BrdU, para verificagdo de células com
sintese ativa da molécula de DNA. Foi possivel observar que a confluéncia e privacao
de soro causaram arresto de ciclo celular, com o acumulo dessas células na fase
Go/G1 (Figuras 4.5 e 4.6 — tempo 0h).

As Figuras 4.5 e 4.6 (tempo 0h) mostram que o percentual de células nas fases
Go/G1 logo ap6s a sincronizacéo foi similar para duas culturas (tradada e néo tratada
com doxiciclina). Entretanto, apés 16 horas do replagueamento, a diferenca do
percentual de células em Go/Gi chegava a 10%. Enquanto ~ 76% das células nao
tratadas estavam em Go/G1 e 24% em S ou G2/M, ~87% das tratadas com doxiciclina
ainda estavam em Go/G1 e apenas 13% em S ou G2/M, indicando um atraso na
progressédo do ciclo celular mediado pela IRF2BP2 (Figura 4.6). Essas diferencas de
percentuais de células em Go/G1 se mantiveram até 20 horas ap0s o replaqueamento.
Em 24 horas os valores de Go/G1eram de ~44% e 39% (Figura 4.5) e de ~34% e 40%,
para as células ndo tratadas e tratadas com doxiciclina, respectivamente (Figura 4.6),
e muito provavelmente a maioria das células nao tratadas ja havia completado seu
primeiro ciclo de divisdo nesse ponto. Esses dados mostram que a proteina IRF2BP2
atrasa a saida das células de Go/G1, mas que esse atraso nao configura um arresto
de ciclo, uma vez que as células conseguem progredir pelas outras fases do ciclo
celular, apesar da progressédo ser mais lenta. Os resultados obtidos corroboram os
resultados descritos na literatura, uma vez que observamos que a superexpressao de
IRF2BP2 aumenta a frequéncia de células em fase Gi e reduz a frequéncia de células
em fase S (KOEPPEL et al., 2009; SECCA et al., 2016).
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Da mesma forma, também foi avaliada a frequéncia de células que se
encontravam em fase S, porém néo incorporaram BrdU (Figura 4.7). Os dados indicam
gue nao ha diferenca nos percentuais de células que ndo incorporaram BrdU entre os
grupos controle (sem doxiciclina) e o grupo com altos niveis de IRF2BP2 (com
doxiciclina). Ap6és 24 horas do replaqueamento, 3,51% das células tratadas com
doxiciclina nédo incorporaram BrdU, enquanto 2,19% das células ndo tratadas
apresentaram esse fenoétipo. Os resultados foram similares para os tempos mais
tardios (48 e 72 horas). Além disso, como € possivel observar, em ambos 0s grupos
as ceélulas que néo incorporaram o BrdU, encontram-se com um perfil mais espalhado
e nao formam uma populacéo coesa e bem definida. Esses resultados sugerem que
a superexpressao de IRF2BP2 né&o é capaz de induzir eventos de estresse replicativo,
que é caracterizado por uma progressao lenta da forquilha de replicacdo (BESTER et
al., 2011), porém outros experimentos sdo necessarios para definir os mecanismos
envolvidos na regulacdo da proteina IRF2BP2 na dindmica da progressdo do ciclo
celular.

Para melhor andlise do fenétipo de atraso da progresséo pelas fases Go/G1 - S
do ciclo celular, células NIH3T3-TetR-BP2, previamente sincronizada ou ndo em
Go/G1 (Figura 4.8A e C, respectivamente), foram incubadas com Nocodazol (100
ng/ml), um potente inibidor da polimerizacdo dos microtubulos, por 6, 12 e 18 horas.
O tratamento das células com Nocodazol induz a sincronizacao celular na transi¢céo
das fases G2/M, impedindo que as células reiniciem um novo ciclo de divisdo. Apo6s
0s tempos indicados, as células foram fixadas e a progressao pelas fases do ciclo
celular foi avaliada por citometria de fluxo através de marcacdo com iodeto de
propidio. Como pode ser observado, aproximadamente 33% das células previamente
sincronizadas ainda se encontram em fase Go/G1 ap6s 12 horas de incubacdo com
Nocodazol, enquanto aproximadamente 26% das células se encontram nesta fase no
grupo controle. Os resultados obtidos sao similares para o tempo de 18 horas (Figuras
4.8A e B).

Para avaliar a possibilidade de que a proteina IRF2BP2 estivesse agindo na
progressao do ciclo celular através da regulacdo da saida de quiescéncia, uma vez
que estas células foram sincronizadas por confluéncia e privagdo de soro, avaliamos
o perfil fenotipico da progresséao do ciclo celular em células nédo sincronizadas (Figuras
4.8C e D). Corroborando os resultados anteriores, obtidos em células sincronizadas,
pode-se observar que a superexpressao da IRF2BP2 atrasa a saida das células de
Go/G1 para a fase S do ciclo celular em células NIH3T3 néo sincronizadas. Em ambos
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os tempos de incubacdo com Nocodazol (6 e 12 horas), h4 um maior percentual de
células acumuladas nas fases Go/G1 no grupo tratado com doxiciclina (30% e 16,6%,
respectivamente) quando comparado ao grupo controle (22,2% e 10,8%,
respectivamente). Em conjunto, estes resultados indicam que a superexpresséo de
IRF2BP2 induz uma progressdao mais lenta pelo ciclo celular, uma vez que
observamos uma reducédo da frequéncia de células em fase S e um aumento da
frequéncia de células em fase Gi1 em fibroblastos NIH3T3, porém, aparentemente,
essa regulacéo ndo é dependente da saida de quiescéncia e ndo esta associada com

uma inducao de estresse replicativo.
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Figura 4.5. A superexpresséo de IRF2BP2 atrasa a progresséo do ciclo celular. Células NIH3T3-
TetR-BP2 foram sincronizadas por confluéncia e privacao de soro e posteriormente replaqueadas na
presenca ou auséncia de doxiciclina pelos tempos indicados. Apos os tempos indicados, as células
foram pulsadas com BrdU por 1 hora, fixadas em 70% de etanol e marcadas com iodeto de propidio e
anti-BrdU e analisadas por citometria de fluxo. (A) Grafico da analise do percentual de células em cada
uma das fases do ciclo celular (Go/G1, S, G2/M, respectivamente). (B) Grafico em barras mostra os
percentuais de células em cada uma das fases do ciclo celular de acordo com o tempo de analise.
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Figura 4.6. A superexpressdo de IRF2BP2 atrasa a saida da fase Gi do ciclo celular. Células
NIH3T3-TetR-BP2 foram sincronizadas por confluéncia e privacdo de soro e posteriormente
replaqueadas na presenca ou auséncia de doxiciclina pelos tempos indicados. Apds os tempos
indicados, as células foram pulsadas com BrdU por 1 hora, fixadas em 70% de etanol e marcadas com
iodeto de propidio e anti-BrdU e analisadas por citometria de fluxo. (A) Grafico da analise do percentual
de células em cada uma das fases do ciclo celular (Go/G1, S, G2/M, respectivamente). (B) Gréafico em
barras mostra os percentuais de células em cada uma das fases do ciclo celular de acordo com o tempo
de analise.
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Figura 4.7. A superexpressdo de IRF2BP2 aparentemente ndo induz estresse replicativo em
células NIH3T3. Células NIH3T3-TetR-BP2 sincronizadas foram replagueadas na presenga ou
auséncia de doxiciclina. Nos tempos indicados, as células foram pulsadas com BrdU por 1 hora, fixadas
em 70% de etanol e marcadas com iodeto de propidio e anti-BrdU e analisadas por citometria de fluxo.
(A) Grafico da analise do percentual de células em cada uma das fases do ciclo celular (Go/G1, S, G2/M,
respectivamente) e das células em S que nédo incorporaram BrdU (sem BrdU) estéo indicadas na figura.
(B) Grafico em barras mostra o percentual de células em cada uma das fases do ciclo de acordo com
o tempo de andlise. Os resultados sao representativos de pelo menos dois experimentos independentes

48



Contagem

Contagem

sem doxy

com doxy

GO_G1
25,7

G2_M
61,7

GO_G1
333

TT=T=TT

S G2_M
G0_G1 642 829 -
1 110
A
] T I T ] i )
PI >
sem doxy com doxy
] s
. S 1 346
38,0 1
1 G2_M
G2 M ] co_o1 344
J co_ct 38,6 1 “so0
222 1
] T ¥ T ] L] ] T T LB
GO_G1 izg-:" GO_G1 G2_M
108 ‘ 4 166 537

PI

12h

18h

6h

12h

Frequencia de eventos (%)

Frequencia de eventos (%)

Frequencia de eventos (%)

Frequencia de eventos (%)

-

o

o
I

12h

100+

100+

504

6h

100+

0 61
Il S
0 G2 m

d Gt
il S
= G2 M

om0

0O Gt
Ml S
0 G2 M

Figura 4.8. A superexpressao de IRF2BP2 atrasa a progresséo das fases Go/G; para a fase S do
ciclo celular. Células NIH3T3-TetR-BP2 sincronizadas (A) ou ndo (C) por confluéncia e privacao de
soro foram replaqueadas na presenca de meio DMEM 10% de SFB por 12 horas. Posteriormente, as
células foram incubadas com Nocodazol (100 ng/ml) pelos tempos indicados, fixadas em 70% de etanol
e marcadas com iodeto de propidio e analisadas por citometria de fluxo. (A) e (C) As porcentagens de
células em cada uma das fases do ciclo celular (Go/G1, S, G2/M, respectivamente) estdo indicadas na
figura. (B) e (D) Gréfico em barras mostra o percentual de células em cada fase do ciclo celular de
acordo com o tempo de analise. Todos os resultados sédo representativos de pelo menos dois
experimentos independentes.
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4.5. Avaliagdo da proliferacdo e morte celular de células NIH3T3-TetR-BP2-H-
rasVviz

Alguns estudos tém demonstrado que o cofator transcricional IRF2BP2 pode
atuar como um gene supressor de tumor (KOEPPEL et al., 2009; CARNEIRO et al.,
2011; SECCA et al., 2016), regulando diversos genes importantes para a homeostase
celular. Aqui, n6s demostramos que a superexpressao de IRF2BP2 induz um atraso
da progresséo do ciclo celular e diminui a taxa de proliferacdo, levando a formacao de
menos clones celulares. A partir desses dados, nos fomos avaliar se a
superexpressao de IRF2BP2 é capaz de reverter os fendtipos de transformacéo
celular. Para isso, células NIH3T3-TetR-BP2 foram transformadas a partir da
expressao da oncoproteina constitutivamente ativa H-rasV12 através de transducao
retroviral. Estas células foram plagueadas em garrafas de 75 cm? e cultivadas em
meio DMEM 10% SFB por diferentes tempos na auséncia ou presenca de 1 ug/ml de
doxiciclina, que foi adicionada ao meio 2 horas ap0s o inicio da cultura (tempo 0h).
Nos tempos indicados, 0s extratos proteicos foram obtidos e avaliados por Western
blot (Figura 4.9). Os dados mostram a superexpressao constitutiva de H-rasV12 em
células NIH3T3-TetR-BP2-H-rasV12. Além disso, a adicdo de doxiciclina no meio de
cultura ndo afeta os niveis da proteina H-rasV12, regulando somente a expressao de
IRF2BP2.

Para avaliar o papel da proteina IRF2BP2 na proliferacdo celular de células
NIH3T3 transformadas, células NIH3T3-TetR-BP2-H-rasV12 tiveram seu perfil
proliferativo analisado por marcacao por cristal violeta. Neste ensaio observou-se que
as células superexpressando IRF2BP2 apresentaram uma reducdo do nivel
proliferativo quando comparadas as células controle (Figura 4.10A).

Um ensaio clonogénico realizado com essas mesmas células mostrou que ap6s
7 e 14 dias de cultura, as células ndo tratadas com doxiciclina formaram muitos clones,
enquanto que as tratadas praticamente nao formaram clones, ou os clones eram muito
pequenos (Figura 4.10B). Para avaliar a capacidade da proteina IRF2BP2 de induzir
morte celular, inicialmente, analisamos a presenca de fragmentacdao de DNA nuclear
pela marcacéo com PI, por diferentes tempos (24, 48 e 72 horas). As figuras 4.11A e
B mostram que, apos 48 e 72 horas do replagueamento, as células com altos niveis
de IRF2BP2 apresentaram um maior percentual de contetdo sub-Go de DNA quando
comparadas as células controle, indicando que possivelmente a proteina IRF2BP2
pode estar induzindo morte nessas células. Apesar da analise de morte celular por
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quantificacdo de DNA sub-GO mostrar diferengas significativas entre as células
controle e superexpressando IRF2BP2, a composi¢ao dessa populacdo € uma mistura
de fragmentos celulares, ndo sendo um marcador especifico para determinar a
porcentagem de células apoptéticas, sendo portanto, necessario o uso de uma
metodologia mais robusta, como a marcagdo com anexina V.

Com o objetivo de melhor caracterizar o fenétipo de morte celular induzido pela
superexpressao de IRF2BP2, nos avaliamos a exposicdo de fosfatidilserina,
caracteristica classica de células apoptoéticas, através da marcacdo com anexina V.
As figuras 4.12 e 4.13 mostram que, tanto em tempos mais iniciais (0h/4h/8h) quanto
em tempos mais tardios (24h/48h/72h), ndo ha diferencas de percentual de células
positivas para anexina V e negativas para 7-AAD entre 0s grupos controle (sem
doxiciclina) e com superexpressédo de IRF2BP2 (com doxiciclina), com ambas as
culturas apresentando baixa proporcao de células apoptoticas.

Em conjunto, esses dados sugerem que a superexpressao da proteina
IRF2BP2 leva a formacdo de clones celulares menores e em menor nimero em
relacdo as células controle e que esse fenétipo aparentemente ndo esta associado
com a inducao de morte celular por apoptose em células NIH3T3 transformadas com

Ras constitutivamente ativo.

Tempo (h) 0 24 24
Doxy - - +
S |RF2BP2
e A | H-rasV12
S A GAPDH

Figura 4.9. Niveis proteicos de H-rasV12 em células NIH3T3-TetR-BP2-H-rasV12. (A) Andlise por
Western blot dos niveis de H-rasV12 em diferentes tempos ap0s o replaqueamento na presenca ou
auséncia de 1 pg/ml doxiciclina (Doxy). Os extratos proteicos foram obtidos com tampé&o de lise e
separados em gel SDS-PAGE a 10%. Os niveis de H-rasV12 (21 kDa) foram normalizados através dos
niveis de GAPDH (37 kDa).
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Figura 4.10. Células NIH3T3 transformadas superexpressando IRF2BP2 apresentam reduc¢ao na
taxa de proliferacdo celular, além da formagcdo de menos clones. (A) Ensaio de proliferagdo por
marcacao com cristal violeta. As células NIH3T3-TetR-BP2-H-rasV12 foram cultivadas em placas de
96 pogos, 8 x 102 células por poco, em triplicata, na auséncia ou presenca de doxiciclina. O tempo
inicial corresponde ao inicio da cultura, 24 h apos a transdugéo. O grafico mostrado é representativo
de trés experimentos independentes. (B) Ensaio clonogénico por marcagéo com cristal violeta. Células
NIH3T3-TetR-BP2-H-rasV12 foram cultivadas em diferentes densidades (50, 100 e 200 células por
poco) em placas de 96 pocgos por 7 e 14 dias, na presenca ou auséncia de doxiciclina no meio de
cultura. Apés os tempos indicados, o meio de cultura foi removido e as placas foram coradas com cristal
violeta. Dados representativos de dois experimentos independentes.
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Figura 4.11. A superexpressdo de IRF2BP2 aparentemente pode induzir de morte celular em
células NIH3T3 tranformadas. (A, B) Analise de morte celular em células NIH3T3-TetR-BP2-H-rasV12
por conteddo sub-GO de DNA. As células foram cultivadas em confluéncia (1 x 105 células em placas
de 12 pocgos) e nos tempos indicados apos o inicio da cultura foram marcadas com iodeto de propidio
(PI). A morte celular foi avaliada por citometria de fluxo. O percentual de conteido sub-GO de DNA esta
indicado na figura (A) e o grafico (B) mostra a média dos percentuais de células com contetido de DNA
sub-GO0 obtidos a partir de trés experimentos independentes. As barras indicam o desvio padrdo entre
0s experimentos. (*) in
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Figura 4.12. A superexpresséao de IRF2BP2 n&o induz morte celular em tempos mais iniciais em
células NIH3T3 transformadas. Analise de morte celular em células NIH3T3-TetR-BP2-H-rasV12 por
marcacao com anexina V e 7-AAD. As células foram cultivadas em garrafas de cultura 75 cm? na
auséncia ou presenca de 1ug/ml de doxiciclina. Depois de 0 (2h de adesé&o), 4 ou 8 horas, a exposi¢ao
de fosfatidilserina foi acompanhada por marcacéo com anexina V e analisadas por citometria de fluxo.
O percentual de células positivas para anexina V e negativas para 7-AAD esta indicado na figura. Os
dados sédo representativos de dois experimentos independentes.
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Figura 4.13. A superexpresséo de IRF2BP2 n&o induz morte celular em tempos mais tardios em
células NIH3T3 transformadas. Andlise de morte celular em células NIH3T3-TetR-BP2-H-rasV12 por
marcagdo com anexina V e 7-AAD. As células foram cultivadas em garrafas de cultura 75 cm? na
auséncia ou presenga de 1lpg/ml de doxiciclina. Depois de 24, 48 ou 72 horas, a exposicdo de
fosfatidilserina foi acompanhada por marcacdo com anexina V e analisadas por citometria de fluxo. O
percentual de células positivas para anexina V e negativas para 7-AAD esté indicado na figura. Os
dados séo representativos de dois experimentos independentes.
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4.6. Avaliacao de fenétipos de transformacéao celular em células com altos niveis
da proteina IRF2P2

Nos experimentos de proliferacdo foi observado que as células NIH3T3
transformadas superexpressando a proteina IRF2BP2 eram capazes de proliferar
menos, sugerindo que essas células poderiam ter os fendtipos de transformacéo
celular sendo reprimedos. Sendo assim, avaliamos se a superexpresséo da IRF2BP2
poderia regular diferentes fenotipos associados a transformacéo celular. Para isso,
analisamos trés caracteristicas de transformacao celular: perda de inibicdo de
crescimento induzido por contato célula-célula, crescimento na auséncia de substrato
sélido e capacidade de formacé&o de tumores in vivo.

Primeiramente, analisamos se as células com superexpressdo de IRF2BP2
eram capazes de superar a inibicdo do crescimento por contato. Para isso, células
NIH3T3-TetR-BP2-H-rasV12 foram co-cultivadas com células NIH3T3 selvagens
(controle WT) em diferentes proporgdes (1:100, 1:250 e 1:500), na auséncia ou
presenca de doxiciclina, e foi observada sua capacidade de inibir a formagé&o de focos
de transformacédo em cultura. Enquanto as células transformadas nao tratadas com
doxiciclina formaram grande numero de focos em cultura, as células tratadas com
doxiciclina também induziram a formacao de focos, mas em menor nimero e menores
(Figura 4.14A). Isto indica que a superexpressao da proteina IRF2BP2 reduz a
formacdo de focos de crescimento mediada por contato em células NIH3T3
transformadas, reduzindo a capacidade de inducdo de transformacao celular em
cultura.

Posteriormente, analisamos se as células NIH3T3 transformadas com altos
niveis de IRF2BP2 eram capazes de crescer na auséncia de substrato sélido para
adesdo. Para isso, células NIH3T3-TetR-BP2-H-rasV12 foram cultivadas em meio
semissolido de agarose, na auséncia ou presenca de doxicilina por 14 dias. A
formacdo de colbnias foi analisada por microscopia de contraste de fase. Células
tratadas com doxiciclina formaram um nimero muito baixo de coldénias de pequeno
volume. Em contrapartida, células ndo tratadas com doxiciclina demostraram
capacidade de formar um grande numero de colbnias com volume bastante
aumentado (Figuras 4.14B e C).

Por fim, o ultimo aspecto de transformacdo celular a ser analisado foi a
capacidade de formacao de tumores in vivo. Para isso, células NIH3T3-TetR-BP2-H-

rasV12 foram inoculadas subcutaneamente no flanco de camundongos BALB/c nude.
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Estes animais foram divididos em dois grupos: o que recebia apenas agua (grupo sem
tetraciclina) e o que recebia agua com tetraciclina dissolvida (grupo com tetraciclina),
afim de superexpressar IRF2BP2. Os animais foram monitorados a cada trés dias para
a formacdo e crescimento de tumores. Os animais que receberam agua com
tetraciclina apresentaram tumores menores e de crescimento mais lento. J4 os
animais que receberam apenas agua apresentaram grandes tumores, com um
crescimento continuo durante tudo o experimento (Figuras 4.15A e B). Esses dados
corroboram as observacdes anteriores, onde a proteina IRF2BP2 é capaz de reduzir
os fendtipos de transformacdo em células NIH3T3.

Em conjunto, estes dados demonstram que a proteina IRF2BP2 néo induz
transformacao celular em células NIH3T3, atuando como uma proteina supressora
tumoral, sendo isto possivel através de uma regulacdo negativa no perfil de ciclo

celular.
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Figura 4.14. A superexpressao IRF2BP2 reduz os fen6tipos de transformagéao in vitro. (A) Ensaio
de formacdo de focos. As células NIH3T3-TetR-BP2-H-rasV12 foram misturadas em diferentes
propor¢des com células NIH3T3 selvagens ndo-transduzidas (WT) e mantidas em cultura por
aproximadamente 2 semanas. ApGs esse tempo os focos de crescimento foram marcados com cristal
violeta. Estes resultados séo representativos de pelo menos 3 experimentos independentes. (B) Ensaio
de formacédo de col6nias em meio semissoélido. As células NIH3T3-TetR-BP2-H-rasV12 (108 células)
foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 0,4% de agarose. As células foram mantidas em
culturas por 14 dias. A quantificacéo foi feita por contagem das coldnias. Média de trés experimentos
independentes. As barras indicam o desvio padrédo entre os experimentos. (*) indica p < 0,05 (C)
Microscopia de contraste de fase de colbnias representativas de pelo menos 3 experimentos
independentes.
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Figura 4.15. A superexpressdo IRF2BP2 reduz os fenétipos de transformagéo in vivo. (A, B)
Formacéo de tumores em camundongos nude. Células NIH3T3-TetR-BP2-H-rasV12 (3 x 105 células)
foram inoculadas subcutaneamente no flanco direito de camundongos atimicos BALB/c nude/nude, que
foram divididos em dois grupos: um grupo que recebeu apenas agua (n=6) e um grupo que recebeu
agua com tetraciclina dissolvida (n=6). O volume tumoral foi medido a cada 3 dias através da férmula:
V=0,52 x comprimento? x largura. As barras indicam o erro padrdo da média dentro de um experimento.
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4.7. Avaliacdo da correlacdo entre a expressao de IRF2BP2 e genes de ciclo

celular em dados de RNA-Seq de amostras de fibroblastos humanos

Nos experimentos de ciclo celular foi observado que células NIH3T3 com altos
niveis da proteina IRF2BP2 apresentam um atraso na saida de Go/Gz1, configurando
uma diminuicdo na taxa de proliferacdo dessas células. Portanto, esses dados s |
erem que a proteina IRF2BP2 pode estar regulando de forma negativa a transcricao
de genes importantes para a transicdo Gi/S do ciclo celular. Com o objetivo de
corroborar os resultados observados em células de fibroblastos embrionarios murinos
NIH3T3, analisamos dados de RNA-seq de 343 amostras de fibroblastos humanos
transformados por imortalizacdo celular, através de protocolos de passagens de
células em cultura, disponiveis no banco de dados GTEx. Essas amostras foram,
inicialmente, divididas por quartis de acordo com seu nivel de expressao de IRF2BP2.
Amostras com valor menor ou igual ao primeiro quartil foram definidas como
IRF2BP2'°¥ (n=86), enquanto as amostras com valor de expressao de IRF2BP2 maior
ou igual ao terceiro quartil foram definidas como IRF2BP2"9" (n=86). Em seguida, foi
comparada a expressao de cerca de 24.000 genes entre os dois grupos a fim de
identificar genes diferencialmente expressos. Estas andalises mostraram que
aproximadamente 12.000 genes apresentaram expressao diferencial entre as
amostras IRF2BP2high e IRF2BP2low, de acordo com o p valor ajustado < 0,001
(Figura 4.16).

Posteriormente, esses genes diferencialmente expressos foram utilizados para
analise de enriquecimento de vias de sinaliza¢do. Dentre as principais vias celulares
gue estavam enriquecidas a partir dos genes diferencialmente expressos destacam-
se as vias de ciclo celular (p < 0,0005), de replicacdo do DNA (p < 0,0005) e de
senescéncia (p < 0,001) (Figura 4.17). Todas essas vias estdo relacionadas com
mecanismos de controle do ciclo celular e regulam de forma importante as taxas de

proliferagcao e viabilidade celular.

Dos 12.000 genes diferencialmente expressos entre os grupos high e low, 102
apresentam um papel na regulacdo da via de ciclo celular (Figura 4.18A). Podemos
observar que nas amostras IRF2BP2high, a maioria dos genes envolvidos nessa via
estdo tendo sua expresséao regulada de forma negativa (Figura 4.18B). A analise de
expressado mostrada pelo grafico de Heatmap indica uma clusterizacdo bem definida

dos genes de ciclo celular com as amostras IRF2BP2"9" onde se observa dois grupos
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distintos: genes que estdo sendo regulados positivamente e os que séo regulados
negativamente, sendo que estes Ultimos constituem a maioria dos genes
diferencialmente expressos (Figura 4.18B). Na figura 4.19A é possivel observar as
proteinas codificadas pelos diferentes genes da via de ciclo celular que estédo
diferencialmente expressos entre os grupos IRF2BP2"9" e IRF2BP2/°Y, Por fim, foram
feitas andlises de correlacdo entre a expressao de IRF2BP2 e a expressao de
diferentes genes envolvidos na via de ciclo celular (Figura 4.19B e ANEXO II). Os
dados mostram que a expressao de IRF2BP2 se correlaciona de forma inversa com a
expressdo de genes que codificam para proteinas importantes na regulacdo positiva
da progresséao do ciclo celular. Dentre estas proteinas podemos destacar as ciclinas,
em especial a Ciclina E (LEW & REED, 1991), e proteinas importantes para a
replicacdo do DNA, como as MCMs (proteinas de manutencdo dos cromossomos)
(BELL & DUTTA, 2002) e ORCs (complexo de reconhecimento da origem)
(STILLMAN, 2005), todos potentes reguladores da transicdo entre as fases G1/S do
ciclo celular. Por outro lado, os niveis de IRF2BP2 se correlacionam de forma direta
com genes que codificam para reguladores negativos do ciclo celular, como por
exemplo a proteina p21°P! (codificada pelo gene CDKN1A), que inibe o complexo
ciclina E/CDK2 e, portanto, a entrada na fase S do ciclo celular. Em conjunto, estes
dados mostram que a expressao de IRF2BP2 esta correlacionada com a expressao
de diversos genes de ciclo celular, sugerindo que a proteina IRF2BP2 pode atuar de
forma negativa no processo de carcinogénese, através do atraso da progressao entre
as fases G1/S do ciclo celular, regulando de forma diferencial a transcrigdo de genes

importantes para regulacéo dessa transicao.
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Figura 4.16. A expresséo diferencial de IRF2BP2 modifica o perfil de expresséo de diferentes
genes em fibroblastos humanos transformados. (A) MA plot. Expressdo génica diferencial entre
fibroblastos expressando altos e baixos niveis de IRF2BP2 (IRF2BP2Ms" e |RF2BP2'ow,
respectivamente). O total de genes com diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p
ajustado < 0,001) estdo indicados no topo do grafico e os genes estdo representados em vermelho
(genes regulados positivamente) ou azul (genes regulados negativamente) significativas. Os 20 genes
com menor valor de p estdo indicados no grafico.
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Figura 4.17. A expresséo de IRF2BP2 correlaciona-se a expressdo de genes envolvidos em
diferentes vias celulares em fibroblastos humanos transformados. Analise de enriquecimento. Os
genes diferencialmente expressos entre amostras de fibroblastos humanos IRF2BP2Nish e IRF2BP2/ow
foram utilizados para andlise de enriqguecimento pela ferramenta KEGG, usando o pacote
ClusterProfiler. As principais vias celulares enriquecidas estdo indicadas no grafico.
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Figura 4.18. A expressao de IRF2BP2 esté correlacionada de forma diferencial a expresséo de
genes envolvidos com a via de ciclo celular em fibroblastos humanos transformados. (A)
Enriquecimento da via de ciclo celular. Gsea plot indicando a expresséo diferencial de genes de ciclo
celular entre amostras de fibroblastos humanos IRF2BP2hish e IRF2BP2'°%, Os 102 genes de ciclo
celular diferencialmente expressos estao indicados no gréafico ordenados em ordem crescente de valor
de fold change. A linha pontilhada indica o score de enriquecimento da via. (B) Heatmap dos genes de
ciclo celular. O gréafico mostra os 102 genes de ciclo celular diferencialmente expressos entre as
amostras de fibroblastos humanos IRF2BP2"dh e IRF2BP2'ow,
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Figura 4.19. A expresséo IRF2BP2 correlaciona-se direta ou inversamente com diferentes genes
envolvidos na progresséo das fases Gi/S do ciclo celular. (A) Via de ciclo celular gerado pelo
pacote Pathview com os genes indicados pela analise de enriquecimento da ferramenta KEGG. As
diferentes proteinas que regulam o ciclo celular sdo indicadas no esquema e a expressao diferencial
de seus genes entre amostras de fibroblastos humanos IRF2BP2nigh € IRF2BP2iow € indicada pelas
cores. A escala de cores indica o log2 do valor de expressdo diferencial. (B) Correlagdo entre a
expressdo de IRF2BP2 e genes de ciclo celular. O grafico mostra a correlagédo entre a expresséo de
IRF2BP2 e a expresséo de diferentes genes envolvidos no ciclo celular nas amostras de fibroblastos
humanos (n = 343). O valor do coeficiente de correlagdo de Spearman € indicado nos graficos.
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4.8. Avaliacao da expresséao de genes envolvidos com a transicdo G1/S do ciclo
celular em células NIH3T3-TetR-BP2

Dado que a superexpressao de IRF2BP2 atrasa a progressdo das células
NIH3T3 para as fases S e G2/M do ciclo celular, avaliamos a expressdo do mRNA de
genes importantes durante Gi e durante a transi¢éo de Gi1/S das células NIH3T3-TetR-
BP2. As células transduzidas foram replaqueadas apos confluéncia e privacéo de soro
e 0 mMRNA total foi extraido apds 0, 3, 6, 8 e 16 horas. A expressdo do mRNA foi
avaliada por PCR em tempo real (Figura 4.20).

Avaliamos os niveis de expressao dos genes das Ciclinas D (D1 e D2), que séo
expressos antes do ponto de restricdo de Gi1. Para a Ciclina D1 observamos um pico
de expressao apos 8h de suplementacao nas células controle e um pico de expressao
em 16h nas células tratadas com doxiciclina. J& para a Ciclina D2, foi possivel
observar um pico de expressdo em 3 e 6h nas culturas controle e um pico de
expressdo em 8h apds suplementacdo nas culturas tratadas com doxiciclina.
Curiosamente, quando comparamos 0s niveis de expressdo dessas ciclinas nas
culturas tratada e ndo tratada com doxiciclina, podemos observar que ha uma
diminuicdo nos niveis de mRNA da Ciclina D1 apenas em 8h apds replaguemaento
na cultura tratada com doxiciclina, porém nesse tempo ndo foram observadas
diferengas significativas nos niveis de expressdo de IRF2BP2 entre as culturas. J4 a
expressao de Ciclina D2 néo foi reprimeda nas células transduzidas com a IRF2BP2
durante todos os tempos indicados (Figura 4.20).

Também foram avaliados os niveis de expressdo dos genes das Ciclinas E (E1
e E2) (Figura 4.20), que sdo importantes reguladores da transicdo Gi/S do ciclo
celular. Para as duas ciclinas foi possivel observar um pico de expressao apos 16h de
suplementacdo, com aumentos de aproximadamente 16x para a E1 e de 150x para a
E2 em ambas as culturas. Nao foram observados niveis de expressao para as duas
ciclinas E no tempo de 3h apds suplementacéo nas culturas tratada e néo tratada com
doxiciclina. Esse resultado esta de acordo com o esperado, uma vez que apos 3h de
replaqueamento, aproximadamente 90% das células ainda se encontram na transi¢ao
Go/G1 do ciclo celular devido a uma sincronizagao prévia (Figura 4.5A), e, portanto,
nao havendo expressdo dos genes de Ciclina E. Ndo encontramos diferencas
estatisticas na expressdo de ambas as Ciclinas E entre as culturas tratada e nao

tratada com doxiciclina em todos os tempos analisados (Figura 4.20).
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Ainda para determinar a re-entrada de células em ciclo celular, foi realizada a
analise dos niveis de fosforilagcdo da proteina retinoblastoma (Rb). Rb é um regulador
central da entrada de células no ciclo celular, levando a ativacédo de genes envolvidos
na transicdo Gi1/S mediante hiperfosforilacdo. Para isso, células NIH3T3-TetR-BP2
foram sincronizadas por confluéncia e privagdo de soro e posteriormente
replagueadas com meio contendo 10% SFB por diferentes tempos (0, 12 e 24h). Nos
tempos indicados, os extratos proteicos foram obtidos e avaliados por Western blot
(Figura 4.21). A partir do estimulo proliferativo por suplementacdo com soro, é
possivel observar um aumento na proporcao de proteinas Rb hiperfosforiladas apés
12 e 24h, ndo havendo diferencas entre as culturas controle e tratada com doxiciclina.
Esses resultados sugerem que, a partir de 12h apds suplementacdo com soro, células
NIH3T3 sincronizadas progrediram pela fase Gi do ciclo celular e comecaram a entrar
em fase S, e que possivelmente essa progressao independe da uma regulacao da
fosforilacdo da proteina Rb pela IRF2BP2, ja que ndo foram observadas diferencas
nos niveis de hiperfosforilacdo entre as culturas.

A regulagdo do ciclo celular é extremamente complexa e envolve diferentes
familias de proteinas além das ciclinas e Rb, como as CDKs e CKls (DUBRAVKA &
SCOTT, 2000). Assim, é necessaria a avaliacdo da expressdo desses outros
reguladores para tentar entender qual mecanismo de acdo da proteina IRF2BP2 no

controle da progresséo do ciclo celular.
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Figura 4.20. A superexpressédo de IRF2BP2 aparentemente ndo regula a expresséo de genes em
importantes para a transi¢cdo Gi/S do ciclo celular em células NIH3T3. Células NIH3T3-TetR-BP2
sincronizadas foram suplementadas com meio contendo soro 10% na presen¢a ou auséncia de
doxiciclina. Extratos de RNA foram preparados utilizando Trizol® nos tempos indicados, e a sintese de
cDNA foi feita por RT-PCR. cDNAs sintetizados foram usados para avaliar a expressao relativa dos
mMRNAs das ciclinas D1, D2, E1 e E2 por PCR em tempo real, usando sondas TagMan®. A quantidade
de RNA foi normalizada a partir dos niveis de mRNA de HPRT, e a expressao relativa foi considerada
1 para o tempo Oh. Todos os reultados séo representativos de quatro experimentos independentes. (*)

indica p < 0,05.
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Figura 4.21. A superexpressao de IRF2BP2 aparentemente nao regula a expresséo da proteina
Rb em células NIH3T3. Células NIH3T3-TetR-BP2 sincronizadas foram suplementadas com meio
contendo soro 10% na presenca ou auséncia de doxiciclina. Os extratos proteicos totais foram
preparados nos tempos indicados, e entdo separados por SDS-PAGE. Western blot foi realizado
utilizando anticorpos especificos contra as proteinas descritas, para analise dos niveis de fosforilagédo

de pRb.

69



5. DISCUSSAO

O céncer é uma patologia originada a partir de defeitos nos mecanismos
regulatorios que controlam a homeostasia celular (HANAHAN & WEINBERG, 2011).
Alguns trabalhos na literatura tém demonstrado a associacéo da proteina IRF2BP2 na
regulacdo de caracteristicas essenciais, que, juntas, ditam o desenvolvimento e
crescimento tumoral (KOEPPEL et al., 2009; TINNIKOV et al., 2009; TENG et al.,
2010; CARNEIRO et al., 2011; YEUNG et al., 2011; SECCA et al., 2016), dentre elas
a autossuficiéncia de sinais proliferativos e a insensibilidade a fatores inibitorios de
crescimento celular que contribuem para o descontrole do ciclo celular (HANAHAN &
WEINBERG, 2011), porém os mecanismos envolvidos nesta regulagdo ainda ndo sao
bem compreendidos. Baseado nesses dados, este trabalho teve por objetivo estudar
o papel da proteina IRF2BP2 na regulacdo da progressao do ciclo celular e na
transformacao celular, avaliando a capacidade dessa proteina de reverter um fenotipo
carcinogénico in vitro e in vivo.

Para melhor estudar o papel da proteina IRF2BP2 no controle do ciclo e na
transformacao celular, optamos por utilizar um modelo de expressao induzivel, onde
0s niveis da proteina sdo modulados através da utilizacdo de doxiciclina/tetraciclina
(Sistema TetOn). Além disso, a utilizacao da linhagem néo transformada NIH3T3, nos
permite uma melhor visualizacdo dos fendétipos de transformacao celular, etapa
importante no processo de carcinogénese.

A sincronizacdo da proliferacdo de células em cultura € um procedimento
amplamente utilizado para estudar os mecanismos que regulam a progressao de
células pelo ciclo celular (SCHORL & SEDIVY, 2007). Células sincronizadas séo
artificialmente induzidas a progredir pelo ciclo celular de maneira homogénea, a partir
do enriquecimento de uma populacao celular em um determinado estagio do ciclo. No
presente trabalho, a linhagem de fibroblasto embrionario murino NIH3T3 foi utilizada
como modelo de estudo, por ser uma linhagem caracteristicamente nao transformada
e apresentar inibicdo de proliferagdo por contato célula-célula (JAINCHILL et al.,
1969). Considerando esses fatos, a sincronizagdo de células da linhagem NIH3T3 foi
realizada por confluéncia e privacdo de soro e era esperado o arresto observado na
fase Go/Gi1 do ciclo celular apds este procedimento. Entretanto, a capacidade de
restabelecer a proliferacdo é uma caracteristica fundamental para a utilizacdo de uma

populacdo homogénea de células geradas por sincronizagdo (SCHORL e SEDIVY,
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2007). Pbdde-se confirmar a sincronizacdo de células NIH3T3 apos observar o
restabelecimento da proliferacdo apds suplementacdo com meio contendo 10% de
soro fetal bovino.

Neste trabalho foi mostrado que a superexpresséao por transducéo retroviral do
cofator de transcricdo IRF2BP2 regula diferencialmente proliferacdo, morte e
transformacao celular. Fibroblastos NIH3T3 controle ou superexpressando a proteina,
apresentaram fendtipos distintos de proliferacao celular, com a IRF2BP2 levando a
uma reducao no acumulo de células em cultura (Figuras 4.3A e 4.10A). Além disso,
um ensaio clonogénico mostrou que a superexpressao da proteina esta associada
com a diminuicdo no numero e tamanho de clones formados em cultura (Figuras 4.3B
e 4.10B).

Primeiramente, nos perguntamos se a reducdo da proliferacdo celular em
cultura poderia ser justificada por uma inducdo de morte celular pela proteina
IRF2BP2. Nossos resultados indicam que a superexpressao de IRF2BP2 nao é capaz
de induzir morte celular por apoptose em fibroblastos NIH3T3 e NIH3T3
transformados, o que foi evidenciada por caracteristicas tais como fragmentacao de
DNA (contetdo de DNA sub-Go) e exposicdo de fosfatidilserina (marcacdo por
anexina) (Figuras 4.4A e B ; 4.11A e B; 4.12; 4.13). Portanto, estes dados sugerem
gue a diminuicdo da proliferacdo celular observada em células NIH3T3 nao seja
devido a uma inducédo de morte pela proteina IRF2BP2 e sim por outro mecanismo.

Diferentes estudos tém demonstrado a importante funcdo da IRF2BP2 em
controlar o ciclo e a proliferacéo celular e os resultados obtidos neste trabalho estédo
condizentes com dados ja publicados, uma vez que a descri¢do na literatura é de que
a IRF2BP2 funcione como um repressor proliferativo em diferentes linhagens celulares
e em modelos in vivo, onde camundongos deficientes para a proteina apresentam um
severo retardo de crescimento e letalidade perinatal (STADHOUDERS et al., 2015).
Koeppel e colaboradores (2009) mostraram que em resposta ao estresse genotoxico,
a superexpressado de IRF2BP2 em células U20S pode induzir mudancas no ciclo
celular de células vivas, principalmente diminuindo a populagéo de células em fase S
apos o tratamento com Act.D, favorecendo, dessa forma, um arresto de ciclo celular
e a sobrevivéncia das células de osteosarcoma. No trabalho desenvolvido por SECCA
e colaboradores (2016), foi observado que a superexpressao ectépica de IRF2BP2
em linfocitos primarios murinos T CD4 ativados leva a uma diminuicédo da proliferacao
e expansao clonal, tanto in vitro quanto in vivo, além de reduzir a expressédo das

moléculas marcadoras de ativacdo CD69 e CD25. Um outro estudo identificou a
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IRF2BP2 como alvo direto da via Hippo, importante na regulagcdo do crescimento
celular (FENG et al., 2020). A superexpressao de IRF2BP2 em duas linhagens de
carcinoma hepatocelular (HCC) regula de forma negativa a atividade do gene YAP
(yes-ssociated protein) e diminui a expressao dos seus genes alvo. Foi mostrado,
através dos ensaios de MTT e formacéo de colbnias, que células superexpressando
IRF2BP2 apresentaram uma inibicdo do crescimento celular e uma diminuicdo no
namero de colonias formadas, respectivamente. Além disso, células HCC
superexpressando IRF2BP2 foram inoculadas no flanco de animais nude, e de forma
interessante, IRF2BP2 foi incapaz de formar tumores quando comparado com o grupo
controle.

Em relacdo a morte celular, a IRF2BP2 é descrita na literatura como sendo um
fator antiapoptético, tanto em células de osteosarcoma (KOEPPEL et al., 2009),
quando em células de cancer de mama (TINNIKQV et al., 2009; YEUNG et al., 2011).
No trabalho desenvolvido por KOEPPEL e colaboradores (2009), a IRF2BP2 foi
identificada como um alvo direto da proteina p53. Sob condi¢cbes de estresse
gendtoxico, induzido pelo tratamento com Actinomicina D, células de osteosarcoma
U20S apresentaram um aumento nos niveis de mRNA de IRF2BP2 dependente da
ativacao por p53. Além disso, através do ensaio reporter de luciferase, foi observado
gue a superexpressao ectopica de IRF2BP2 leva a uma inibicdo de aproximadamente
75% da atividade promotora do gene BAX mediada por p53, impedindo ou diminuindo
a inducdo de morte celular ap6s estimulacdo apoptotica, o que foi observado pela
quantificacdo de células em sub-Go apds marcacédo com iodeto de propidio. J& em
outro trabalho (YEUNG et al., 2011), foi mostrado que IRF2BP2 € um dos membros
de um grande complexo proteico, também formado pelas proteinas EAP1 e IRF2BP1,
capaz de reprimer a transcricdo do fator pro-apoptotico FASTKD2 em células de
cancer de mama. Foi observado, através do ensaio de ChIP, que esse complexo se
liga na regido 5"UTR do primeiro éxon do gene FASKD?2 e reprime sua transcrigéo, e
dessa forma, a inducdo de morte celular e esse efeito pode ser revertido pelo
knockdown de IRF2BP2 usando siRNA. Corroborando com os dados da literatura,
nossos resultados indicam que a IRF2BP2 nao é capaz de induzir morte celular em
células NIH3T3.

Apoés caracterizar a atividade antiapoptética da proteina IRF2BP2, nos
perguntamos se os fendtipos observados de diminuicdo da proliferacdo celular e a
reducdo no numero de clones formados em cultura eram consequéncia de uma

alteracdo na progresséo do ciclo celular. Para investigar a funcdo da IRF2BP2 na
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progressdo do ciclo celular, avaliamos a superexpressdao da proteina em células
NIH3T3 sincronizadas por confluéncia e privacao de soro. Interessantemente, Nn0sSsos
resultados indicaram que altos niveis de IRF2BP2 induzem uma progressao mais
lenta da fase Go/G1 para a fase S do ciclo celular (Figuras 4.5A e B; 4.6A e B). Por
citometria de fluxo foi possivel notar um acumulo de células na fase Go/Gi em
diferentes tempos (16h/18h/20h) apos suplementacdo com soro. No ponto de 18h da
analise, a diferenca no percentual de células em Go/G1 era de, aproximadamente, 9%
(Figura 4.5) e 16% (Figura 4.6) entre as culturas. Essas diferencas de percentuais de
células em Go/G1 se mantiveram até 20 horas apos o replaqueamento (Figura 4.6).
Em relacdo a este resultado, é importante mencionar que células previamente
sincronizadas passam a proliferar de forma néo-sincronizada apés algumas rodadas
de divisdo. Além disso, a andlise realizada impossibilita a distingdo entre células
progredindo pelas fases Gu inicial e G tardio.

Afim de impedir a re-entrada das células em G1 e conseguir observar melhor o
efeito da superexpressdo da IRF2BP2 no esvaziamento dessa populacado, células
NIH3T3 foram sincronizadas em G2/M utilizando o Nocodazol, um potente inibidor da
polimerizacdo dos microtubulos. Corroborando os resultados anteriores, observamos
gue a superexpressao da IRF2BP2 atrasa a saida das células de Go/G1 para a fase S
do ciclo celular em células NIH3T3, tanto em células previamente sincronizadas em
quiescéncia quanto em células ndo sincronizadas (Figura 4.8). Em conjunto, estes
resultados indicam que a superexpressao de IRF2BP2 induz uma progressdo mais
lenta pelo ciclo celular, uma vez que observamos uma reducdo da frequéncia de
células em fase S e um aumento da frequéncia de células em fase Gi1 em fibroblastos
NIH3T3, porém, aparentemente, a IRF2BP2 néo regula saida de quiescéncia, uma
vez que observamos o fenoétipo de atraso de ciclo em células ndo sincronizadas em
Go/G1. Os resultados obtidos com os ensaios de ciclo celular, provavelmente estao
relacionados e explicam em grande parte, a diminui¢cdo da proliferagéo e a formacgao
de menos clones em células NIH3T3 com superexpresséo da proteina IRF2BP2, ja
gue ndo encontramos evidéncias de inducédo de morte celular nessas células. Além
disso, o atraso da proliferacdo celular nas nossas células, corroboram com o0s
resultados descritos na literatura, onde foi visto que em situacbes de estresse
genotoxico, a superexpressao da proteina IRF2BP2 leva a uma reducéo da populacao
de células em fase S e um acumulo de células em Gai, induzindo entdo, mudancgas no
perfil do ciclo celular, provavelmente para permitir o reparo no DNA devido aos danos
causados pelo estresse genotdxico (KOEPPEL et al., 2009).
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Nos perguntamos também, se 0 atraso na saida de G1 para a fase S do ciclo
celular em células com altos niveis de IRF2BP2 poderia estar induzindo um estresse
replicativo, o qual pode ser definido como a progresséo lenta ou a total parada da
forquilha de replicacdo durante a sintese de DNA, levando ao retardo na progressao
por fase S e que pode interferir com a integridade do genoma e contribuir para o
processo de tumorigénese (BARTKOVA et al., 2005; GORGOULIS et al., 2005). Para
isso, comparamos a frequéncia de células que estavam em fase S do ciclo celular,
mas que nao incorporaram BrdU entre as culturas tratada e n&o tratada com
doxiciclina por diferentes tempos (Figura 4.7). Os resultados obtidos indicam que a
frequéncia de células que néo incorporaram BrdU entre as culturas € bastante similar
em todos os tempos avaliados (24h/48h/72h), sugerindo que, possivelmente, a
IRF2BP2 ndo é capaz de induzir estresse replicativo, porém novos experimentos,
como a andlise da interrupcdo da progressado da forquilha de replicacdo através de
ensaios de fibras de DNA, sdo necessarios para confirmar esses achados.

Dentre os estudos presentes na literatura, que relacionam a funcao da proteina
IRF2BP2 com a regulacéo da expressao de genes que participam de diferentes vias
biolégicas, como o ciclo celular e proliferacao celular, a maioria € de cunho descritivo,
e por isso, 0s mecanismos de acao dessa proteina e seus genes alvo ainda sdo pouco
conhecidos.

Atualmente, com o crescimento dos estudos utilizando técnicas de analise de
expressdo génica em larga escala, como RNA-seq, é possivel avaliar quais vias
celulares e quais genes podem estar sendo regulados pela proteina IRF2BP2,
utilizando amostras depositadas em bancos de dados publicos, como o GTEXx. Estas
analises poderiam ajudar a identificar possiveis vias celulares onde a IRF2BP2 tenha
um papel fundamental, ndo so fisiologicamente, mas também para a carcinogénese.
Além disso, analises de transcriptomas permitem a correlagdo da expressao da
IRF2BP2 a outros genes, a fim de investigar possiveis genes que regulem ou sejam
regulados pela proteina. Os resultados descritos neste trabalho apontam para um
notavel papel do cofator de transcricdo IRF2BP2 no controle da homeostasia celular.
Mostramos nesse trabalho, através da andlise de amostras de fibroblastos humanos
transformados por imortalizacdo celular, que a proteina IRF2BP2 pode regular
diferentes vias de sinalizacéo (Figura 4.17), em especial a via de ciclo celular (Figura
4.18), através de uma regulacdo transcricional diferencial de genes envolvidos,
principalmente, na transicdo Go/G1 para a fase S do ciclo, corroborando os dados
observados em fibroblastos NIH3T3 (Figura 4.19 e ANEXO II). Observamos que a
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expressao de IRF2BP2 se correlaciona de forma inversa com diferentes genes que
regulam de forma positiva o ciclo celular. Dentre eles, destacamos 0s genes que
codificam para ciclinas e CDKs, em especial o gene CCNE2, que codifica para a
proteina nuclear Ciclina E2, a qual forma um complexo com CDK2 e participa da
regulacéo da transicdo das fases Gi/S do ciclo celular (GOPINATHAN et al., 2011,
LIM & KALDIS, 2013). Por outro lado, podemos observar que altos niveis de IRF2BP2
se correlaciona de forma direta com genes que atuam como reguladores negativos do
ciclo celular, como por exemplo, o gene CDKN1A, que codifica para a proteina
p21CPYWall - ym importante inibidor dos complexos ciclina-CDK2/CDK4, sendo um
potente regulador da progressédo da fase Gi do ciclo celular (HARPER et al., 1993).
Apesar de nossos dados de transcriptoma indicarem um possivel papel da IRF2BP2
em regular positivamente a expressdo do gene CDKN1A, um trabalho na literatura
mostrou o contrario (KOEPPEL et al., 2009). Nesse estudo, foi observado que a
superexpressdao de IRF2BP2 em células U20S leva a inibicdo da transativacéo
mediada por p53 do gene que codifica para a proteina p21¢P1/Wall Esses dados, em
conjunto com os resultados de ciclo celular encontrados in vitro, sugerem que a
proteina IRF2BP2 poderia controlar a progressdo do ciclo celular através de uma
regulacdo transcricional negativa de genes importantes na transicdo entre as fases
G1/S do ciclo celular e regular de forma positiva a transcricdo de genes que atuam
inibindo essa progressao.

Para confirmar nossos achados e com o objetivo de identificar possiveis genes
alvo de regulacéo pela proteina IRF2BP2, voltamos nossa atencédo para a regulacao
do ciclo celular, analisando os niveis de expressao dos mRNAs de genes importantes
para a transi¢do G1/S do ciclo (Figura 4.20), uma vez que nossos resultados apontam
para um papel notavel da proteina na regulacdo dessa transicao.

Um dos primeiros genes expressos apods estimulagdo mitogénica é o gene da
Ciclina D. As ciclinas do tipo D (D1, D2 e D3) se ligam a CDK4/6 e esse complexo
fosforila a proteina Rb, liberando o fator de transcricAo EF2 para transcrever genes
importantes para a entrada na fase S do ciclo celular, como por exemplo, os genes de
Ciclina E. Em células NIH3T3 sincronizadas por confluéncia e privacdo de soro,
observamos que a superexpressdo de IRF2BP2 nédo foi capaz de reprimer a
expressao das Ciclinas D1 e D2 em nenhum momento até 16h apds a adigao de soro.
Os genes da Ciclina E (E1 e E2) também sdo muito importantes para regulacéo a
transicdo G1/S do ciclo celular, onde proteinas importantes para a regulagédo da fase
de sintese de DNA séo fosforiladas. N6s observamos que células com altos niveis de
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IRF2BP2 n&o sao capazes de reprimer a expressao das Ciclinas E1 e E2 quando
comparado ao controle em todos os tempos analisados. Esses dados indicam que a
proteina IRF2BP2 néo é capaz de regular a transcricdo dos genes das Ciclinas D e E,
porém como a regulacdo da expressdo das ciclinas € muito transiente, além das
culturas apresentarem uma heterogeneidade de populacdes de células, sao
necessarias outras analises para avaliar uma possivel regulacdo direta dos genes das
ciclinas pela IRF2BP2, como ChlIP-Seq e ensaio reporter de luciferase.

Ainda para determinar os mecanismos de a¢do da proteina IRF2BP2 na re-
entrada de células do ciclo celular, foi realizada a andlise dos niveis de fosforilacdo da
proteina retinoblastoma (Rb) por Western blot (Figura 4.21). Rb € um regulador da
entrada de células no ciclo celular, levando a ativacdo de genes envolvidos na
transicdo Gi1/S e sua atividade é modulada por fosforilagdo sequencial pelos
complexos Ciclina/CDKs. Seu estado ativo (inibitério) seria causado por uma
hipofosforilacdo e sua subsequente hiperfosforilacdo levaria entdo a inibicdo de Rb e
progressdo do ciclo celular. Foi observado que células NIH3T3 controle e tratadas
com doxiciclina, apos o estimulo mitogénico por suplementacdo com soro (12h/24h),
apresentaram a maior parte das proteinas Rb hiperfosforiladas, o que estaria
relacionado com a progresséao do ciclo celular. Porém, esse resultado vai de encontro
com os nossos dados de ciclo celular, gue mostram que no tempo de 12h, a maioria
das células (aproximadamente 90%) ainda se encontram em Go/Gi, em ambas as
culturas. A regulacgéo do ciclo celular € extremamente complexa e envolve diferentes
proteinas além das ciclinas e Rb, como as familias de proteinas CDKs e CKls, além
de proteinas envolvidas na formacao dos complexos pré-replicativos. Portanto, é de
grande interesse avaliar quais reguladores do ciclo podem ter seus niveis de
expressao regulados pela IRF2BP2 e dessa forma, entender os mecanismos de agéo
dessa proteina na progressao do ciclo celular.

Em relacdo a transformacéo celular, dados da literatura ja sugeriram um papel
da proteina IRF2BP2 no processo de tumorigénese (NI et al., 2012; NYQUIST et al.,
2012; YIN et al., 2015; JOVANOVIC et al., 2016; SHIMOMURA et al., 2016), porém
nenhum destes investigou como este cofator transcricional poderia estar regulando
este processo. Como citado anteriormente, alguns estudos mostram tumores soélidos
e hematopoiéticos cuja a proteina IRF2BP2 apresenta papel importante em sua
biologia (NI et al., 2012; NYQUIST et al., 2012; YIN et al., 2015; JOVANOVIC et al.,
2016; SHIMOMURA et al., 2016), através de mecanismos de fusdo génica e mutacdes

do tipo missense e nonsense em sequencias codificantes do gene. Fusfes génicas e
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rearranjos cromossomicos sao frequentemente encontrados em diferentes tipos de
cancer, como tumores hematopoiéticos e sarcomas e podem representar importantes
marcadores de diagnostico e prognostico. As funcdes biolégicas das proteinas
hibridas resultantes destas translocacdes génicas e mutacdes pontuais ainda ndo sao
conhecidas, porém estdo envolvidas com um aumento na probabilidade do
desenvolvimento tumoral (RAMALHO-OLIVEIRA et al., 2019).

Células transformadas in vitro adquirem caracteristicas essenciais para a
manutencdo do fendétipo de transformagéo, como: (i) proliferar além da confluéncia,
formando aglomerados celulares com empilhamento sem que haja a inibicdo de
crescimento por contato com as demais células e (ii) crescer na auséncia de
ancoragem a um substrato, sendo capazes de crescer em suspensdo. Portanto,
células transformadas podem ser cultivadas em meios de cultura relativamente
simples, sem adicao de fatores de crescimento.

Com objetivo de investigar o papel da IRF2BP2 na transformacao celular,
realizamos ensaios de transformacao in vitro, através da formacéo de focos em cultura
e formacgé&o de col6nias em meio semissolido, utilizando a linhagem NIH3T3-H-rasV12
e in vivo através de um modelo tumoral xenogréfico. Nossos dados mostram que a
superexpressdo de IRF2BP2 induz fendtipos de transformagdo menos robustos
guando comparados ao controle, apresentando um baixo potencial oncogénico,
conforme observado pela diminuicdo nos numeros de focos (Figura 4.14A) e de
colonias formados em cultura (Figuras 4.14B e C) e na diminuicdo do volume dos
tumores formados in vivo (Figuras 4.15A e B). Uma vez que a proteina IRF2BP2 é
capaz de induzir atraso na progressao do ciclo celular em fibroblastos NIH3T3, isso
poderia explicar, em parte, estas diferentes intensidades de transformacao celular,
estando a regulacdo da via de ciclo celular influenciando negativamente o processo
de transformacgao.

Corroborando nossos dados de transformacdo, um estudo mostrou que a
expressao ectopica de IRF2BP2 é capaz de reprimer caracteristicas associadas com
o desenvolvimento tumoral. A expresséo de IRF2BP2 foi capaz de alterar o perfil do
ciclo celular, levando a um aumento da populagéo de células na fase Gi, gerando um
arresto do ciclo em células de osteosarcoma, dificultando sua expanséo in vitro
(KOEPPEL et al., 2009).

O modelo de formacao de tumores in vivo utilizado no presente trabalho foi
importante, pois nos permitiu ter uma ideia do potencial carcinogénico da proteina

IRF2BP2. Porém, a carcinogénese induzida pelos modelos xenograficos néo
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representa de forma fiel o processo de transformacao celular que acontece in vivo.
Portanto, ha duas desvantagens principais no uso desses modelos: ndo permitem o
estudo do desenvolvimento tumorigénico e o cancer é tratado como uma doenca
celular isolada e ndo como resultado da interacao tumor-hospedeiro (HILLMAN et al.,
2010). Devido a isso, para avaliar melhor o papel da IRF2BP2 no processo de
carcinogénese, é necessario o uso de modelos tumorais mais sofisticados, como o de
desenvolvimento tumoral por inducdo de carcinGgenos, pois representam as
alteracbes genéticas que ocorrem no organismo durante o processo de
transformacao, levando em consideracéo todas as etapas da tumorigénese: iniciagéo,
promocao e progressao.

Os resultados descritos neste trabalho apontam para um notavel papel do
cofator transcricional IRF2BP2 na indugdo de um menor potencial proliferativo,
afetando negativamente a proliferacao celular através de uma regulacao diferencial
do ciclo celular, contribuindo para mudancas na homeostase da célula e indicando um
possivel papel supressor de tumor para esta proteina. Porém, para confirmar esta
hipo6tese, resta ainda elucidar os mecanismos que controlam esse processo. E para
iSso, sd0 necessarios experimentos adicionais onde seja observada a atuacdo da
IRF2BP2 na regulacdo da transcricdo de genes importantes para a prevencdo da
iniciacao tumoral ou na reverséao de fenoétipos de transformacéo celular.

Além disso, estudar a reversao dos fendtipos observados quando ha
superexpressao de IRF2BP2 seria de grande interesse para confirmar nossos
achados, e para isso, a utilizacdo de metodologias de knockout ou knock down,
através do uso do sistema CRISPR ou shRNA para regular negativamente a
expressdo de IRF2BP2, nos forneceria uma ideia mais robusta do real papel dessa
proteina na biologia da célula.

Portanto, o entendimento de mecanismos supressores de tumor do cofator
transcricional IRF2BP2 podera contribuir, no futuro, para o desenvolvimento de novas

estratégias e terapias para o controle de neoplasias.
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. CONCLUSOES

A superexpressao de IRF2BP2 reduz a proliferacdo celular em células NIH3T3

selvagem e transformada;

A IRF2BP2 nao induz morte celular por apoptose em células NIH3T3 selvagem e

transformada;

A superexpressao de IRF2BP2 altera o perfil do ciclo celular em células NIH3T3,

levando a um atraso da progresséo das fases Go/Gi para a fase S do ciclo celular;

A IRF2BP2 nao altera a expresséo das Ciclinas D (D1 e D2) e E (E1 e E2) e ndo
altera os niveis de fosforilacdo da proteina Rb, sugerindo que a diferenca de
expressdo de genes de ciclina e o status de fosforilacdo de Rb ndo sejam os

mecanismos pelos quais a IRF2BP2 atrasa a progresséao do ciclo celular;

A expressdo de IRF2BP2 se correlaciona de forma diferencial & expressao de
genes envolvidos na regulacéo do ciclo celular, especialmente aqueles envolvidos
na progressdo das fases G1/S do ciclo celular em amostras de fibroblastos

imortalizados;

IRF2BP2 atua como uma proteina supressora de tumor, sendo capaz de reverter

fendtipos robustos de transformacéo celular in vitro e in vivo.
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8. ANEXOS

8.1 Anexo | — Protocolo CEUA para utilizagdo dos animais nos experimentos in vivo.

R
(INCA

PARECER DE AVALIAGAO DE PROJETO SUBMETIDO A CEUA - INCA

Protocolo CEUA - INCA n°® 004/13 Parecern® 004/13

Pesquisador: Jodo Paulo de Biaso Viola

Titulo do projeto: Estudo do Papel dos Fatores de Transcricio NFAT na
Regulagao Génica e Estudo da Influéncia do Metabolismo Tumoral na Ativagio e
Fung¢do de Células T CD8+

Data de entrada: 18/02/2013 Data da reunido: 27/02/2013

| Situacao do Projeto: APROVADO
Consideracoes e Parecer:

Ao analisar o projeto de pesquisa "Estudo do Papel dos Fatores de Transcrigo NFAT na
Regulacdo Génica e Estudo da Influéncia do Metabolismo Tumoral na Ativacdc e Fungdo de
Celulas T CD8+", tendo como pesquisador responsavel Jodo Paulo de Biaso Viola, verificou-se
que o mesmo encontra-se em conformidade com o Regimento Interno desta Comissao e os
requisitos éticos na experimenta¢ac ammal. Desta forma, classfico o protocolo como
APROVADO

informo que o solicitante possui 0 prazo de 180 dias a contar da data de hoje para apresentar o
relatério parcial de atividades relacicnadas ao projeto aprovado e, apds o término de validade
do mesmo, o prazo de 30 dias para apresentar o relatério final. ambos em modelo aprovade
pela CEUA-INCA

Rio de Janeiro, 26 de margo de 2013,

Y 4 r
fon A Tas g 21

Renata Batista da Silva Loza Telleria
Coordenadora da CEUA-INCA
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