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RESUMO

TESE

Vanessa Camara Fernandes

A reposta ao dano no DNA (RDD) é crucial para manutenc¢édo da estabilidade genémica. Disfun¢des em
proteinas envolvidas nessas vias podem culminar na tumorigénese. Para compreender as vias de RDD,
nosso grupo elaborou um estudo sistematico para identificar novas proteinas envolvidas na RDD.
Nosso trabalho prévio identificou a cinase dependente de ciclina 9 (CDK9) como um putativo interator
das proteinas BRCAL, BARD1 e PTIP. CDK9 apresenta duas isoformas, a isoforma 42k atua na etapa
de elongamento da transcricdo e na recombina¢@o homologa (através de sua interacdo com BRCAL e
BARD1). No entanto, o papel da isoforma 55k permanece pouco explorado. Nesse trabalho,
investigamos as diferencas funcionais entre CDK9 42k e 55k, explorando um possivel papel da isoforma
55k na via de reparo por recombinacdo ndo homdloga por juncdo de extremidades (NHEJ). Para
examinar um possivel comportamento ciclo dependente, avaliamos os niveis de CDK9 em células das
linhagens hTERT-BJ e MCF7 sincronizadas. Os niveis da isoforma 55k (mRNA e proteina) foram
observados aumentados na fase G1. Assim, avaliamos a dindmica do ciclo celular em células MCF7
proficientes e deficientes para CDK9, superexpressando CDK9 42k ou 55k tratadas com radiagéo
ionizante (IR). Um fendtipo de arresto de ciclo celular na fase G1 foi observado somente nas células
CDK9 55k. Também avaliamos o efeito de quimioterapicos (cisplatina, etoposideo e irinotecano) em
células MCF7 deficientes para CDK9 e reconstituidas com as isoformas 42k ou 55k. As células CDK9
55k apresentaram um aumento significativo na viabilidade celular quando comparadas as células CDK9
42k. A putativa associacdo entre CDK9 e PTIP foi avaliada por de rotinas de GST-pulldown e de
coimunoprecipitacdo. Dados preliminares indicaram uma interacdo seletiva entre CDK9 55k e PTIP.
Esses resultados nos levaram a investigar o papel das isoformas de CDK9 na RDD, seguindo a via de
NHEJ. Apés o tratamento com IR, células CDK9 42k exibiram um padréo de focos induzido por radiacao
ionizante (IRIF) caracteristico, em contraponto as células CDK9 55k que mantiveram uma localizagdo
difusa nuclear. Também investigamos o padrao de IRIF de 53BP1, diferentemente da superexpresséo
de CDK9 42k que ndo teve impacto na formacgéo de focos, a isoforma de 55k mostrou um aumento
significativo. Em conjunto, nossos dados sugerem que o CDK9 55k desempenha um papel no controle

do ciclo celular e na via NHEJ.
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DNA damage response (DDR) is crucial to maintain genomic stability. Dysfunction in proteins involved
in this pathway may lead to carcinogenesis. To better understand this network, our group performed a
systematic study to identify new proteins involved in DDR. Our previous work identified the cyclin-
dependent kinase 9 (CDK9) as a putative interactor of BRCA1, BARD1 and PTIP. CDK9 has two
isoforms, the 42k isoform plays a role in transcription elongation and homologous recombination control
(through interaction with BRCA1 and BARD1). However, CDK9 55k isoform role remains unclear. In this
work, we investigated functional differences between CDK9 42k and 55k, exploring CDK9 55k possible
role in non-homologous end joining (NHEJ) repair pathway. To examine a possible cell cycle dependent
behavior, we evaluated CDK9 levels in hTERT-BJ and MCF7 synchronized cells. CDK9 55k levels
(mRNA and protein) were seen increased in G1 phase. Thus, we evaluated the cell cycle dynamics in
CDKO proficient and deficient MCF7 cells treated with ionizing radiation (IR) and overexpressing CDK9
42k or 55k. A G1 cell cycle arrest phenotype was observed only in CDK9 55k. We also assessed the
effect of chemotherapeutic agents (cisplatin, etoposide and irinotecan) in MCF7 CDK9 deficient cells
reconstituted with CDK9 42k or 55k isoforms. CDK?9 55k cells showed a significant increase in cellular
viability when compared to CDK9 42k cells. The putative association between CDK9 and PTIP was
evaluate by GST-pulldown and co-immunoprecipitation assays. Preliminary data indicated a selective
interaction between CDK9 55k and PTIP. These results prompted us to investigate CDK9 isoforms role
in DDR, following NHEJ pathway. Upon IR treatment, CDK9 42k cells exhibited characteristic ionizing
radiation-induced foci (IRIF) as a counterpoint for CDK9 55k cells that sustained a nuclear diffuse
localization. We also investigated 53BP1 IRIF, unlike the overexpression of CDK9 42k that had no
impact in foci formation, 55k isoform showed a significant increase. Taken together, our data suggest
that CDK9 55k plays a role in cell cycle control and in NHEJ pathway.
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1 Introducéo

1.1 Cancer

Em 2017, a Organizacdo Mundial de Saude estimou que em 20 anos a incidéncia
de cancer deve aumentar em 70%. Em 2018, foram contabilizados 18,1 milhdes de
novos casos e 9,6 milhdes de mortes, no mundo. Esses dados mostram que 1 em
cada 5 homens e 1 em cada 6 mulheres desenvolve a doenca e, desse grupo, 1 em
cada 8 homens e 1 em cada 11 mulheres falece (WHO, 2020).

No Brasil, para 2020, sdo estimados 625 mil novos casos de cancer (INCA,
2020). Além do alto numero de mortes associados ao cancer, ha também custos
diretos e indiretos correlacionados a doenca. Apenas no ano de 2015 foram gastos
3,3 bilhGes de reais com tratamento na rede publica de salde. Um estudo em
economias emergentes (Russia, india, China, Africa do Sul e Brasil), mostrou uma
perda, devido a diminuicdo na produtividade, de 15 bilhdes de reais por ano, somente
no Brasil, 0 que representa 0,21% do produto interno bruto (PEARCE et al., 2018).

O aumento dos casos de cancer no mundo possui multiplos fatores, como
envelhecimento da populacéo e habitos comportamentais. Dessa maneira, além de
politicas de prevencdo que promovam a diminuicdo das taxas de incidéncia, estudos
que proporcionem um maior entendimento sobre o cancer e possibilitem novas
terapias sao fundamentais (INCA, 2020; WHO, 2020).

1.2 Biologia do cancer

O cancer € um conjunto de mais de 100 doencas que tem em comum a
proliferacdo desregulada de células, culminando na invasdo de o6rgédos e tecidos
(INCA, 2017). Esse processo possui multiplas etapas, determinando a aquisi¢cdo de
caracteristicas que facilitam o desenvolvimento do tumor e da malignidade.

Em 2011, Hanahan e Weinberg descreveram as caracteristicas fundamentais
para o desenvolvimento tumoral, sdo elas: (1) replicagéo ilimitada do DNA, (2)
resisténcia a morte, (3) invasao de tecidos adjacentes e a metastase, (4) escape do
sistema imune, (5) promocdo da inflamacédo, (6) inducdo da angiogénese, (7)
desregulacdo do balanco energético celular, (8) manutencdo da sinalizacdo de
proliferacao, (9) evaséo da supresséao da proliferagédo e (10) instabilidade gendémica e
inducdo de mutacées (Figura 1.1A) (HANAHAN & WEINBERG, 2011).
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A maioria das células do corpo humano tem um potencial de duplicagdo limitado
devido ao encurtamento dos telébmeros. Esse mecanismo é essencial para limitar o
namero de divisdes celulares e assim minimizar possiveis alteracées (SOBINOFF &
PICKETT, 2017). Quando a replicagdo do DNA se torna inviavel existem duas
alternativas: a senescéncia ou a morte celular. Para contornar essas barreiras, 85%
dos tumores reconstituem a expressdo do gene Tert, que codifica a subunidade
catalitica da enzima telomerase e que garante o potencial replicativo ilimitado
(HANAHAN & WEINBERG, 2011; AKINCILAR, UNAL & TERGAONKAR, 2016)

A morte celular funciona como uma barreira natural contra o cancer, podendo
ocorrer em resposta aos estresses fisioldgicos ao longo da vida de uma célula, bem
como durante o processo de carcinogénese, como resultado de tratamentos
anticancer (MIYATA, NAKAMOTO & NECKERS, 2012). Nesse sentido, vias como
apoptose, autofagocitose e necrose eliminam células com altera¢cdes que possam ser
prejudiciais ao organismo. Modificacbes nessas vias podem induzir resisténcia a
morte, garantindo a sobrevivéncia das células e permitindo o acumulo de alteracdes
(HANAHAN & WEINBERG, 2011; MATT & HOFMANN, 2016) .

A metéastase, responsavel por aproximadamente 90% das mortes decorrentes
de cancer, € um processo no qual as células do tumor primario migram para um novo
sitio, onde se estabelecem e proliferam. Para isso sdo necessarias multiplas etapas,
que compreendem modificagcdes no microambiente e eventos genéticos e
epigenéticos intratumorais (alteracdes em proteinas do contato célula-célula e célula-
matriz e proteinas envolvidas na citostase e migracdo celular). Essas mudancas
garantem uma coordenacdo espacial e temporal para invasao do tecido adjacente
que, eventualmente, culmina com a metastase (HANAHAN & WEINBERG, 2011,
GUAN, 2015; JIANG et al., 2015).
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Figura 1.1 — Caracteristicas das células tumorais. (A) Principais caracteristicas das células
tumorais que garantem suas vantagens frente as células normais: (1) replicacao ilimitada do DNA, (2)
resisténcia a morte, (3) invasao de tecidos adjacentes e a metastase, (4) escape do sistema imune, (5)
promocéo da inflamacao, (6) indugdo da angiogénese, (7) desregulacédo do balanco energético celular,
(8) manutencdo da sinalizacdo de proliferacdo, (9) evasdo da supressdo da proliferacdo e (10)
instabilidade genbmica e inducdo de muta¢cdes (HANAHAN & WEINBERG, 2011). (B) Quadro
observado em casos de cancer hereditario, onde o individuo possui altera¢ées que favorecem o quadro
de instabilidade genémica, resultando em mutac6es que conferem as vantagens anteriormente
discutidas. (C) Casos de cancer esporadico, onde a desregulacdo de genes proliferativos resultados
no dano ao DNA e eventualmente na instabilidade genémica. Baseado em HANAHAN & WEINBERG
(2011) e NEGRINI, GORGOULIS & HALAZONETIS (2010).



As modificagbes que conferem vantagens as células tumorais decorrem de
alteracbes nas proteinas que, consequentemente, alteram a composicdo dos
peptideos apresentados ao sistema imune (SlI). Assim, as células tumorais sao
reconhecidas e eliminadas (antes de manifestacdes clinicas) ou ocorre um equilibrio
entre eliminacdo e proliferacdo, em uma dindmica denominada vigilancia imune. A
constante proliferacdo dessas células favorece a ocorréncia de mutacdes, resultando
na alteracéo continua do padréo de antigenos apresentados. Assim, os clones menos
imunogénicos ou mais resistentes a lise imunolégica sao selecionados, o que molda
0 padrao antigénico tumoral. A pressao seletiva do Sl sobre o tumor é chamada de
edicdo imune, e permite o escape do Sl e aumento da massa tumoral (DUNN et al.,
2002; HANAHAN & WEINBERG, 2011; MUENST et al., 2016).

Como o Sl atua sobre o tumor, infiltrados de células na massa tumoral séo
comuns. Essas células produzem moléculas bioativas, fatores de crescimento,
enzimas modificadoras de matriz, espécies reativas e oxigénio (ROS) e espécies
reativas de nitrogénio (RNS). Esse ambiente inflamatério, similar a lesbes em tecidos
nao neoplasicos, estimula o crescimento tumoral e angiogénese, propicia a invasao
de tecidos adjacentes e a metastase e, além disso, aumentam as taxas mutacionais
através da acdo do ROS e RNS (HANAHAN & WEINBERG, 2011; RAPOSO et al.,
2015; LAW et al., 2017).

O oxigénio e nutrientes sdo essenciais para a sobrevivéncia e proliferacado das
células, normais ou tumorais, além disso tumores em hipdxia sdo incapazes de
proliferar. A vascularizacdo pode ser estimulada por células do sistema imune (através
da inflamagé&o) ou por células tumorais, apos alteracdes que resultem na liberagéo de
fatores angiogénicos. Essa caracteristica também € fundamental para a invasao e
metastase, pois garante o aporte de nutrientes para um aumento da massa tumoral e
amplia o contato entre as células tumorais e 0s vasos sanguineos, facilitando a
disseminagédo do tumor (metastase) (HANAHAN & WEINBERG, 2011; PRAGER &
ZIELINSKI, 2013; RAJABI & MOUSA, 2017).

Na presenca de oxigénio, células normais obtém energia pela quebra da glicose,
seguida da via de fosforilagao oxidativa. Por outro lado, em situa¢cdes de anaerobiose,
a energia provém exclusivamente da glicélise, com um rendimento 18 vezes menor.
Apesar disso, as células tumorais reprogramam seu metabolismo para que, mesmo
na presenca de oxigénio, a obtencdo de energia ocorra atraves da glicélise. Esse
cenario, conhecido como efeito Warburg, € um mecanismo de adaptacdo para

suportar a proliferacdo ilimitada, pois produz intermediarios de vias relacionadas a
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biossintese (nucleotideos, aminoécidos e lipidios), o que facilita a producdo de
macromoléculas e organelas, e consequentemente, a proliferacdo celular (HEIDEN,
CANTLEY & THOMPSON, 2009; HANAHAN & WEINBERG, 2011; LIBERTI et al.,
2017).

Em tecidos normais, o crescimento e proliferacdo celular sdo rigorosamente
controlados através do microambiente e das vias de sinalizacéo celular. Os fatores de
crescimento, presentes no microambiente, interagem com proteinas da membrana
celular promovendo cascatas de sinalizacdo e culminam com a ativacdo da
proliferacdo. As células tumorais apresentam modificagbes nessas vias, como a
producdo dos proprios fatores de crescimento ou alteracbes em seus receptores
(aumento da quantidade ou mudancas estruturais que promovam a ativacao
constitutiva ou maior sensibilidade aos ligantes) permitindo a proliferacéo desregulada
(HANAHAN & WEINBERG, 2011; MIYATA, NAKAMOTO & NECKERS, 2012).

A regulacdo da proliferacdo pelo microambiente impede o0 aumento
desnecessario do numero de células, assim, mediante estimulo proliferativo, as
células devem produzir uma coépia exata de seu DNA e repartir igualmente seu
conteldo em duas células filhas. Esse processo, denominado ciclo celular, é
rigidamente controlado para garantir a integridade do DNA antes, durante e depois da
replicacdo, além de uma diviséo estrutural igualitaria. De maneira geral, o ciclo celular
é divido em quatro fases e regulado por pontos de checagem que previnem o inicio
de uma nova fase até a finalizacdo bem-sucedida da anterior. Nas células tumorais,
alteracdes em proteinas que compdem esse sistema permitem a continuidade do ciclo
celular sem garantir a preservacdo do DNA ou a divisdo igualitaria (MALUMBRES &
BARBACID, 2001; DESHPANDE, SICINSKI & HINDS, 2005; HANAHAN &
WEINBERG, 2011).

Embora nem todos os genes envolvidos nas vias descritas anteriormente sejam
conhecidos, sabe-se que mutacdes em genes especificos podem culminar com o
desenvolvimento de tumores. Essas mutacdes precursoras sdo chamadas “drivers”,
pois conferem vantagens de crescimento e sobrevivéncia em relagdo as demais
células. Nesse sentido, alteracbes em duas classes de genes sdo cruciais para o
desenvolvimento tumoral: (a) nos genes supressores de tumor — que normalmente
controlam a proliferacéo celular através do monitoramento do ciclo celular, garantindo
a integridade do DNA através de mecanismos de reparo a danos, e estimulando a
apoptose mediante alteracdes irrecuperaveis; e (b) nos proto-oncogenes — que

geralmente promovem proliferacdo celular mediante ativacdo. Falhas nesses
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mecanismos podem levar a alteragcdes que comprometam a estabilidade gendmica. A
instabilidade gendémica é um aspecto fundamental na génese do cancer, pois permite
o acumulo de modificacbes genéticas que resultam no desenvolvimento da doenca
(Figura 1.1B e C) (NEGRINI, GORGOULIS & HALAZONETIS, 2010; HANAHAN &
WEINBERG, 2011; ANDOR, MALEY & JI, 2017; BASU, 2018).

1.3 Estabilidade do DNA: mecanismos de vigilancia e reparo

Constantemente as células estdo expostas a agentes de dano ao DNA, tanto de
processos enddgenos (subprodutos gerados pelo metabolismo celular, como radicais
livres, erros de replicacdo e da transcricdo do DNA) quanto de fontes exdégenas
(radiacdo X e UV, agentes quimicos — como substancias alquilantes e crosslinkers)
(TUBBS & NUSSENZWEIG, 2017). Em células normais, esses danos podem causar
mutacdes, que apesar dos putativos beneficios a longo prazo, como a evolucédo e a
variabilidade genética, a curto prazo podem afetar as fun¢des celulares, ocasionando
a inviabilidade ou transformacgéao celular (PAN et al.,, 2016; GEORGOULIS et al.,
2017).

Para a manutencdo da viabilidade celular, os organismos desenvolveram um
conjunto de vias (com grande conservacao evolutiva) responsaveis pela vigilancia do
DNA (HARPER & ELLEDGE, 2007; PAN et al., 2016). No entanto, mesmo em células
com vias de reparo ao dano de DNA integras, os insultos podem prevalecer sobre a
maquinaria de reparo, o que leva a ativacao de vias que promovem a eliminacdo da
célula (TUBBS & NUSSENZWEIG, 2017). Modificacdes que levem a inativacdo ou
funcionamento inapropriado das vias de resposta ao dano de DNA (RDD), possibilitam
a preservacgao de alteragdes que impactam nas homeostase celular, sendo fonte de
instabilidade genética e, consequentemente, favorecendo a tumorigénese (ANDOR,
MALEY & JI, 2017).

Diferentes tipos de dano sao reconhecidos e ativam cascatas especificas para o
reparo. De maneira geral, o reparo do DNA pode ser categorizado em 5 vias, onde
diferentes conjuntos de proteinas fazem o reconhecimento da leséo, transduzem o
sinal de dano e efetuam o reparo (ATAIAN & KREBS, 2006; HARPER & ELLEDGE,
2007). Sao elas: a excisdo de nucleotideos (nucleotide excision repair — NER), a
excisao de bases (base excision repair — BER), o reparo por emparelhamento erroneo
(mismatch repair — MMR), a recombinacdo homdéloga (homologous recombination —



HR) e a recombinacdo ndo homadloga por juncéo das extremidades (non-homologous
end joining — NHEJ) (ATAIAN & KREBS, 2006; CHATTERJEE & WALKER, 2017).

1.3.1Reparos em danos de simples fita

Estudos inicias demonstraram o funcionamento dessas vias em organismos
mais simples (como bactérias e leveduras), posteriormente, mecanismos similares
foram observados em organismos mais complexos (como células humanas)
(KOWALCZYKOWSKI, 2015). Apesar das semelhancas, as vias descritas adiante
correspondem especificamente a proteinas e funcgdes caracterizadas em células
humanas.

Durante a replicagdo do DNA ocorrem erros por incorporac¢des inadequadas ou
acOes de agentes quimicos ou fisicos sobre os nucleotideos. Quando néo reparados
pelo préprio complexo de replicacdo (incorporacfes errbneas), sao reconhecidos por
proteinas da via de MMR. O reconhecimento da lesdo pelas proteinas MSH/MLH leva
ao recrutamento de EXO | e a degradacédo do sitio de dano. A ressintese € realizada
pela polimerase replicativa e a ligacao fosfodiéster restaurada pela DNA ligase |
(FISHEL, 2015; CHATTERJEE & WALKER, 2017).

As deaminacg0es, o tipo de dano mais comum ao DNA, e as quebras de simples
fita causam pouca distor¢cdo a estrutura do DNA, sendo reconhecidas e reparadas
através da via longa ou da via curta de BER (ATAIAN & KREBS, 2006). Ambas as
vias sao iniciadas por glicosilases que reconhecem as lesdes e excisam a base
danificada. A diferenca entre as duas decorre do niumero de proteinas envolvidas e o
namero de nucleotideos removidos. Na via curta o reparo se resume a excisao da
pentose no sito danificado e a reposi¢cédo do nucleotideo lesionado, enquanto na via
longa ocorre uma excisdo de 2 a 13 nucleotideos e posterior ressintese da sequéncia
(HAKEM, 2008; ABBOTTS & WILSON I, 2017).

Danos que distorgcam a estrutura do DNA, como dimeros de pirimidina ou
moléculas que gerem adutos em regifes transcricionalmente ativas resultam na
parada da forquilha de transcricdo. A via de NER promove a corre¢éao dessas lesoes,
incialmente realizando a remocdo da RNA polimerase do sitio lesionado pela da acao
das proteinas CSA e CSB. Seguida da excisdo de um fragmento de aproximadamente
30 pb, contendo a lesdo, e a ressintese do fragmento (ATAIAN & KREBS, 2006;
CICCIA & ELLEDGE, 2011; CHATTERJEE & WALKER, 2017).



1.3.2Reparos em quebras de dupla fita

As quebras de dupla fita (double strand breaks — DSB) séo o tipo mais toxico de
dano ao DNA, isso porque podem ocasionar a perda do material genético,
translocacbes ou outros rearranjos cromossomicos. Esses danos podem ser
reparados majoritariamente por duas vias, a HR e NHEJ classica - a incapacidade de
reparo pode levar a célula & morte, senescéncia ou instabilidade genbmica
(CHATTERJEE & WALKER, 2017; RAJIB, DAS & FRANCO, 2018). A acéo das vias
de HR e NHEJ classica depende essencialmente de proteinas envolvidas na
regulacéo do ciclo celular e no controle da extensdo da ressecc¢ao no sitio lesionado
(CICCIA & ELLEDGE, 2011; LI & XU, 2016).

Quando ocorre uma DSB, o complexo MRN (MRE11, RAD50 e NBS1) reconhece
e se liga as fitas lesionadas. MRN recruta a proteina ATM, que se autofosforila —
resultando em sua monomerizacdo e ativacdo. ATM ativado fosforila diversas
proteinas que cooperam na cascata de sinalizacdo do dano ao DNA, como a histona
H2A/H2AX (YH2A/yH2AX). Essa sinalizagao é distribuida bidirecionalmente em até 2
megabases de distancia da lesdo, gerando uma amplificacédo de sinal importante para
0 recrutamento e manutencao das proteinas de reparo na regiao de dano (CICCIA &
ELLEDGE, 2011; OH & SYMINGTON, 2018). As yH2A/yH2AX s&o reconhecidas por
MDC1, que também é fosforilado por ATM, promovendo o recrutamento das E3
ubiquitina ligases RNF8 e RNF168, e da E2 ubiquitina ligase UBC13. Esse complexo
ubiquitina as histonas H2A/H2AX na regido flanqueadora do dano, ampliando a
sinalizacgéo original (CICCIA & ELLEDGE, 2011; PANIER & BOULTON, 2013).

A histona H2A/H2AX ubiquitinada pode ser reconhecida pelo complexo BRCA1
A (RAP80, BRCAL, BARD1, ABRAXAS, BRCC36, BRE e NBA1) , que regula a via de
HR, ou pela proteina 53BP1 (que recruta RIF1, PTIP, REV7, o complexo Shieldin e
DYNLL1) e contribui para a via de NHEJ. Tanto BRCAL (que integra o complexo
BRCA1 A) quanto 53BP1 séo fosforiladas por ATM em resposta ao dano e funcionam
como plataformas de coordenacgdo, recrutando elementos para o reparo e regulando
as proteinas efetoras (CICCIA & ELLEDGE, 2011; CAESTECKER & VAN DE WALLE,
2013; LI & XU, 2016).

A via de NHEJ classica faz o religamento das extremidades lesionadas, o que
torna o processo de reparo rapido, porém mutagénico, frequentemente associado a
delecdes (LI & XU, 2016). Para favorecer essa via, 53BP1, RIF1 e PTIP atuam inibindo
a proteina MRE11 (componente do complexo MRN) e, por conseguinte, inibindo a

resseccao da extremidade 5’ da fita lesionada. O heterodimero Ku70/Ku80 se liga as
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fitas lesionadas (Figura 1.2A e B) também favorecendo a inibicdo da resseccgéo
(CICCIA & ELLEDGE, 2011; PANIER & BOULTON, 2013; CHANG et al., 2017).

A maioria das DSB geram duas extremidades de DNA incompativeis, que néo
podem ser diretamente ligadas. Assim, a DNA-PKcs, complexada com Artemis, é
recrutada para sitio de dano e se autofosforila. A DNA-PKcs fosforilada mantem as
extremidades lesionadas préximas, formando uma tétrade, e ativa Artemis mediante
fosforilacdo, que realiza uma curta resseccdo das extremidades lesionadas do DNA
(por volta de 4 nucleotideos). ApGs o processamento, 0 complexo XLF—XRCC4-DNA
ligase 4 religa as duas extremidades (Figura 1.2B). Quando as lesbes n&o precisam
ser processadas, as extremidades séo religadas pelo complexo XLF-XRCC4-DNA
ligase 4, sem demandar a acéo da proteina Artemis (Figura 1.2A) (KAO et al., 2005;
CICCIA & ELLEDGE, 2011; PANIER & BOULTON, 2013; GOODWIN & KNUDSEN,
2014; CHANG et al., 2017; JACHIMOWICZ, GOERGENS & REINHARDT, 2019)
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Figura 1.2 — Via de NHEJ. (A) Apos a DSB, as extremidades livres do DNA s&o reconhecidas
pelo dimero Ku70/80. Devido a natureza da quebra (sem extremidades protundentes ou modificacdes
quimicas), o complexo XRCC4 e DNA ligase IV realizam a unido das fitas, sem necessidade de
processamento. (B) Ap6s o reconhecimento da lesdo pelo dimero Ku70/80, o complexo DNA-
PKcs/Artemis é recrutado para promover a ressecgdo das pontas. A religagéo das fitas pelo complexo
XLF-XRCC4-DNA ligase IV, que pode ocorrer pela jungdo das extremidades cegas ou através de

regides de microhomologia. Adaptado de CHANG et al., 2017.
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Por sua vez, a via de HR utiliza a crométide irma como molde para o reparo,
garantindo a manutencao da fidelidade da sequéncia do DNA reparado. Essa forma
de reparo esta limitada as fases S e G2 do ciclo celular, pois depende do molde
homélogo (crométide irma) (PANNUNZIO, WATANABE & LIEBER, 2018). A viade HR
se inicia com a ativacdo do complexo MRN, que desloca o complexo Ku80/Ku70 e
realiza uma pequena ressecg¢ao da extremidade 5 do sitio de dano, expondo uma
simples fita de DNA (ssDNA), que é recoberta por RPA (OH & SYMINGTON, 2018).
Posteriormente, MRN interage com o complexo CtIP/BRCAL1 (complexo BRCA1 C),
que promove o recrutamento de EXOl1 e DNA2 que aumentam a extensdo da
resseccao (Figura 1.3), e a ssDNA gerada é imediatamente recoberta por RPA. Ao
final da resseccédo, o complexo BRCA1-PALB2-BRCAZ2 realiza a substituicdo da RPA
por RAD51, que medeia a invasdo da crométide irma, formando uma estrutura
chamada de D-loop, e o rastreamento da sequéncia homologa para a sintese da fita
lesionada (CICCIA & ELLEDGE, 2011; PANIER & BOULTON, 2013). Estudos
recentes indicam que essa sintese depende de diversas polimerases (como as
polimerases © e ¢€), devido a diversidade de estruturas encontradas. Por fim, a
estrutura entre as duas fitas € resolvida por um conjunto de proteinas que inclui
helicases (como BLM) e nucleases (como EME1 e TOPO llla), e é religada pela DNA
ligase | (KOWALCZYKOWSKI, 2015; MCVEY et al., 2016).

De maneira geral as vias de reparo possuem proteinas sensoras, mediadoras e
efetoras. As proteinas sensoras monitoram constantemente o DNA a procura de
distor¢cdes estruturais ou quebras, como é o caso do complexo MRN e Ku70/80. A
interacdo das proteinas sensoras com as proteinas mediadoras garante a conducgao
e a amplificacdo do sinal, com desdobramentos na ativacdo de outras vias e
recrutamento das proteinas efetoras. As principais proteinas que permitem a
transducédo do sinal gerado pelas proteinas sensoras séo as cinases ATM/ATR/DNA-
PK gque possuem papel central nas vias de RDD (ZANNINI, DELIA & BUSCEMI, 2014)
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Figura 1.3 - Viade HR. A DSB
€ reconhecida por MRN, que recruta
ATM para o sitio de dano. A interagdo
entre MRN e ATM promove a ativagao
de ATM e, consequentemente, a
fosforilacdo de seus alvos, como a
histona  H2A/H2AX.  yH2A/H2AX
promove o recrutamento de diferentes
proteinas para o sitio de dano, dentre
elas BRCA1l e seus parceiros de
interacdo. O complexo BRCAl C,
composto por BRCA1l e CtIP é
importante para o recrutamento de
proteinas essenciais para a
ressec¢do, como as endonucleases
EXO1 e DNA2. A degradacéo de uma
das fitas resulta em uma ssDNA, que
€ recoberta pela proteina RPA. O
complexo BRCA1/PALB2/BRCA2
realiza a substituicdo de RPA
(presente na ssDNA exposta) por
RAD51 (que interage com BRCA2).
No entanto, a interagdo do complexo
depende de modificacdes poés
traducionais que regulam a HR,
limitando-o ao final da fase S e em G2.
ApoOs a substituicdo, RAD51 conduz a
invasdo da cromatide irma na busca
pela sequéncia homdloga para a
ressintese da regido lesionada.
Adaptado de NEPOMUCENO et al.,
2017.



1.3.3Cinases na resposta ao dano de DNA

Apesar da especificidade de cada via no reparo do DNA, o ponto de analogia é
a sinalizacao inicial realizada por cinases da familia PIKK, sendo elas, ATM, DNA-PK
e ATR — as duas primeiras associadas a lesdo da dupla fita e a ultima principalmente
relacionada a replicacédo, porém também responsiva a diversos insultos ao DNA que
induzem a formagédo de uma simples fita. ATM, DNA-PK e ATR interagem com NBS1,
Ku80 e ATRIP, respectivamente, para serem recrutados para os sitios de dano. Essas
interacbes permitem a identificacdo dos danos e propiciam modificacdes poés-
traducionais para suas ativacdes (principalmente autofosforilagcdes), com
consequente iniciagdo das cascatas de RDD (SIRBU & CORTEZ, 2013; AWASTHI,
FOIANI & KUMAR, 2016; BLACKFORD & JACKSON, 2017).

A DNA-PK promove a NHEJ através de uma atuacdo local, por sua
autofosforilacdo e fosforilacdo de proteinas efetoras do reparo. No entanto, ATM e
ATR possuem centenas de alvos conhecidos, que variam de mediadores a efetores
das vias de reparo, além de proteinas envolvidas em fung¢des inicialmente néo
relacionadas com o reparo, mas que favorecem a correcdo do DNA. Por isso, direta
ou indiretamente, ATM e ATR controlam a RDD, pois atuam na ativacédo de proteinas
das vias de resposta, resultando em alterac6es na cromatina proximal e distal ao sitio
de dano e, de maneira global no contexto celular, através da ativacdo dos mecanismos
de controle do ciclo celular, transcricdo, mobilidade dos cromossomos, disponibilidade
de nucleotideos e eventualmente apoptose (SIRBU & CORTEZ, 2013; BLACKFORD
& JACKSON, 2017). Apesar das semelhangas, ATR é fundamental para a
sobrevivéncia de células proliferativas, pois € ativado mediante estresse replicativo,
enquanto a auséncia de ATM nédo tem impacto sobre células em proliferacdo. No
entanto, ATM é essencial para células expostas a agentes de dano ao DNA, uma vez
gue assegura uma resposta apropriada (LI, PEARLMAN & HSIEH, 2016).

Os papéis desempenhados por ATM e ATR estdo relacionados aos seus
principais alvos, as cinases CHK2 e CHK1 respectivamente. Por sua vez, os alvos de
CHK2 compreendem proteinas das vias de reparo (como BRCAL e BRCA2), proteinas
do remodelamento de cromatina, vias de apoptose e controle do ciclo celular
(ZANNINI, DELIA & BUSCEMI, 2014). Os alvos de CHK1 englobam proteinas
envolvidas no disparo das origens de replicacdo, na estabilidade das forquilhas de
replicacéo e na prevencgéo da progressao do ciclo celular para mitose sem a completa
replicacdo do DNA ou na presenca de DNA danificado (além das classes de proteinas

mencionadas para CHK2) (AWASTHI, FOIANI & KUMAR, 2016). O dialogo promovido
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por CHK2 e CHK1 entre as vias de reparo ao dano de DNA e 0os mecanismos de
controle do ciclo celular sdo fundamentais porque garantem o tempo necessario para
o reparo de uma leséo ao longo de todo ciclo celular, porém principalmente antes de

fases criticas como replicacdo do DNA e mitose.

1.4 Ciclo celular e o dano ao DNA

O ciclo celular abrange uma série de eventos ordenados e altamente
conservados que resultam no crescimento e divisdo celular. Esse processo deve
garantir que a divisdo ocorra em um microambiente favoravel, apds a duplicacédo
apropriada do DNA, o crescimento celular e ordenacdo de todas as estruturas
celulares. Dessa maneira o ciclo celular é dividido em 4 fases, G1 (momento de o
crescimento celular), S (fase de sintese, ou seja, duplicacdo do DNA), G2 (checagem
das estruturas celulares para divisdo) e M (divisdo celular garantindo conteudo
equivalente para as duas ceélulas) (GOLIAS, CHARALABOPOULOS &
CHARALABOPOULOS, 2004; HEUVEL, 2005).

O ciclo celular é primordialmente controlado pelas cinases dependentes de
ciclinas (CDKs), que fosforilam proteinas envolvidas na progresséao do ciclo celular. A
atividade das CDKs depende de suas subunidades regulatérias, as ciclinas, e
somente o dimero CDK/ciclina possui atividade cinase. Os genes codificantes de
CDKs séo, em geral, continuamente expressos, no entanto as ciclinas séo sintetizadas
mediante sinalizac&o, limitando a acdo das CDKs e compondo o primeiro nivel de
controle do ciclo celular. A interagéo entre algumas ciclinas e suas CDKs depende de
fosforilagcdes ou desfosforilagdes reguladas ao longo do ciclo celular, o que compde o
segundo nivel de controle deste processo (GOLIAS, CHARALABOPOULOS &
CHARALABOPOULOS, 2004; DURONIO & XIONG, 2013).

Como a integridade do DNA é fundamental, as proteinas que controlam o ciclo
celular também controlam um sofisticado e intrincado sistema de RDD, que pode ativar
mecanismos de reparo do dano ao DNA, de tolerancia a danos e de morte celular que,
coletivamente, funciona de modo a diminuir as consequéncias deletérias do dano
(CHATTERJEE & WALKER, 2017). Ao longo do ciclo celular, os chamados pontos de
checagem compdem etapas que permitem a avaliacdo da integridade celular,
garantindo a correta replicacdo e segregacédo do DNA (LIM & KALDIS, 2013).

As cinases ATM/ATR sao fundamentais para sinalizagdo nos pontos de

checagem, pois além de ativar as vias de reparo, também estimulam vias decisivas
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de controle do ciclo celular (prevenindo a proliferacéo de células com DNA danificado),
mecanismos de morte celular ou senescéncia na eventual impossibilidade de correcéo
do dano (KAO et al., 2005; CICCIA & ELLEDGE, 2011; ALHMOUD et al., 2020).

O dano ao DNA pode provocar o arresto do ciclo celular em G1, G2 e uma
diminuicdo da velocidade de sintese do DNA. O arresto em G1 objetiva a prevencéo
da replicacdo de genomas danificados; ja a diminuicdo da velocidade de sintese do
DNA facilita o reparo e garante a integridade do DNA em células comprometidas com
a fase S; e o arresto em G2 previne que células com cromossomos lesionados
prossigam na mitose. Em todos os casos o arresto ou diminuicdo da velocidade de
progressao disponibilizam tempo para o reparo e evitam que o dano seja ignorado e
repassado a novas células, levando a uma catastrofe mitética ou a perda definitiva de
parte do material genético (SMITS & GILLESPIE, 2015). Independente da fase do ciclo
celular, a RDD se inicia com o reconhecimento da lesdo, que leva a ativacdo das
proteinas ATR e ATM, que fosforilam seus alvos, particularmente CHK1 e CHK2, e
disparam cascatas de sinalizacdo que alteram o0s processos celulares de modo a
favorecer o reparo do DNA (GEORGOULIS et al., 2017).

Em G1, os danos resultam na ativacdo de CHK1 e/ou CHK2 que fosforilam a
proteina p53, ativando a transcricdo de seus alvos, dentre eles p21 (um inibidor da
acdo de CDKs) que resulta no arresto do ciclo celular na transicdo G1/S
(HOUTGRAAF, VERSMISSEN & VAN DER GIESSEN, 2006; ZANNINI, DELIA &
BUSCEMI, 2014). A fase S € controlada, em grande parte, pela ativacdo de ATR, uma
vez gque essa cinase é responsavel pelo disparo das forquilhas de replicacdo e pela
sinalizacdo da maioria dos danos. Como proteinas nas forquilhas de replicacédo
interagem com cada base durante a replicacdo, essas estruturas sado sensiveis as
lesGes no DNA. Por isso, a ativacdo de ATR, com consequente ativacdo de CHK1,
altera a cinética de replicagdo, pois inibe o disparo das forquilhas de replicacao tardias
e diminui a progressao das forquilhas existentes (HOUTGRAAF, VERSMISSEN &
VAN DER GIESSEN, 2006; LI, & PEARLMAN, 2016; IYER & RHIND, 2017).

Apesar das quebras de dupla fita geradas em S ativarem ATM e CHK2 (discutido
no item 1.3.3), a exposicado de ssDNA, devido a ressecc¢do, e o revestimento da fita
por RPA, também promove a ativacdo de ATR e consequentemente de CHK1. Nesse
sentido, CHK1 e CHK2 atuam em conjunto promovendo a diminuicdo da velocidade
de replicacédo ou a parada do ciclo celular em G2/M (HOUTGRAAF, VERSMISSEN &
VAN DER GIESSEN, 2006).

15



Assim como os mecanismos de reparo do DNA atuam sobre a regulacao do ciclo
celular, o contrario também ¢é observado, principalmente quanto a via de HR.
Proteinas que participam na via de HR n&o se concentram nas regifes de dano em
células em G1, sugerindo a inativacdo da via, no entanto os mecanismos do ciclo
celular que controlam esses eventos sdo pouco compreendidos (HEIJINK,
KRAJEWSKA & VAN VUGT, 2013).

Entre esses mecanismos, observa-se a ubiquitinacdo de PALB2, que impede
sua interagcdo com BRCAL, porém pode ser revertida pela deubiquitinase USP11. No
entanto, apds o dano em G1, USP11 é degradada, o que impede a formacao do
complexo e a acdo da HR. As fases iniciais da HR podem ser controladas através da
regulacao de CtIP, que é fosforilado em multiplos residuos por diferentes CDKs. Essas
fosforilag6es promovem a interacdo de CtIP com BRCAL1 e MRN, além de compor um
sitio de reconhecimento e fosforilacdo para ATM. Em conjunto, esses eventos de
fosforilacdo facilitam o recrutamento de EXO1, favorecendo a ressec¢do e a HR
(WARMERDAM & KANAAR, 2010; ZHAO et al., 2017; SCULLY et al., 2019).

Durante as fases S, G2 e M, as interacdes PALB2/BRCA1 e BRCA2/RAD51 sao
reguladas negativamente por fosforilagbes. PALB2 ¢é fosforilado por CDK1/2
impedindo sua associacdo a BRCAL, assim como BRCAZ2 ¢é fosforilado por CDKs
(ainda ndo determinadas) inibindo sua associacédo a RAD51. Os danos ao DNA ativam
pontos de checagem, que séo caracterizados pela inibicdo das CDKs, resultando na
atenuacao das fosforilagdes de PALB2 e BRCA2, permitindo a interagdo com BRCA1
e RADS5S1, respectivamente. Atualmente diversas outras proteinas fosforiladas por
CDKs sao conhecidas como NBS1, EXO1 e ATRIP, no entanto, o impacto dessas
fosforilagcdes nas vias de RDD ainda sdo desconhecidos (WARMERDAM & KANAAR,
2010; ZHAO et al., 2017).

Os mecanismos de reparo sao suprimidos ao final da fase G2 até a profase,
apesar do recrutamento de MRN para os sitios de dano e da ativagdo de ATM, as
sinalizagdes ficam restritas a fosforilagdo das histonas e recrutamento de MDC1. Os
mecanismos para essa supressao compreendem a acdo da proteina PLK1, que
promove a inibicdo por fosforilacdo de diversas proteinas envolvidas na sinalizacéo e
no reparo do DNA, dentre elas estdo CHK2 (impedindo sua dimerizacdo e
recrutamento), CHK1 (promovendo sua ubiquitinacdo e degradacdo) e 53BP1
(interferindo em seu recrutamento) (SHALTIEL et al., 2015; SCULLY et al., 2019).
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1.5 CDK9

As CDKs foram primeiramente descritas como proteinas reguladoras do ciclo
celular. Atualmente, a familia CDK compreende mais de 20 proteinas que nao se
limitam a atuacdo no controle do ciclo celular, mas participam de diferentes
mecanismos, como o controle transcricional, reparo do dano do DNA, morte celular,
diferenciacéo celular e metabolismo. A maioria das CDKs atua através do controle da
transcricdo de conjuntos de genes, como 0 observado no controle do ciclo celular
(SHALTIEL et al., 2015).

CDK9 possui duas isoformas: CDK9 42k e CDK9 55k (nomeadas de acordo
com seus pesos moleculares), que séo codificadas pelo gene homénimo localizado
no cromossomo 9q34.1 (GRANA et al., 1994; SHORE et al., 2003). As duas isoformas
compartilham os éxons 2 a 7 e promotores independentes (posicionados a 500 pb de
distancia a montante da regido codificante) controlam a transcri¢cdo plena do éxon 1
(na isoforma 55k) ou parcial (na isoforma 42k), resultando na codificacdo de 117
residuos de aminoacidos a mais na regido N-terminal da isoforma 55k. Os transcritos
gue codificam as duas isoformas de CDK9 guardam o mesmo quadro de leitura
(Figura 1.4) (SHORE et al., 2003; SHORE et al., 2005). O promotor da isoforma 55k
€ constituido por uma regido rica em CG localizada entre os nucleotideos -145 a -1
de seu ATG inicial. O promotor da isoforma 42k é formado por repeticdes das
sequencias consenso (CGGGGG)n e (CGG)n, localizadas entre os nucleotideo -351
a -1 de seu ATG inicial. Embora os dois promotores possuam nhaturezas semelhantes,
o promotor da isoforma 42k é mais forte que o da isoforma 55k (LIU & RICE, 2000).

De maneira geral, a expressao de CDK9 é ubiqua, com maiores niveis
proteicos da isoforma 42k. O balango entre as isoformas varia de acordo com as
condicdes celulares e o tecido, por exemplo, mondcitos ndo ativados apresentam
altos niveis proteicos da isoforma 42k, enquanto a isoforma 55k n&o é detectada.
Apos a ativacdo dos mondocitos para diferenciacdo os niveis proteicos entre as duas
isoformas se assemelham (PENG et al., 1998; SHORE et al.,, 2003; LIU &
HERRMANN, 2005). Ambas as isoformas apresentam localizagcdo nuclear, sendo
gue a isoforma 55k pode se apresentar enriquecida nos nucléolos (LIU &
HERRMANN, 2005), ou difusa no nucleo. A isoforma 42k é encontrada dispersa no
nacleo (SHORE et al.,, 2005) e uma pequena fracdo no citoplasma (LIU &
HERRMANN, 2005).

Semelhante a outras CDKs, CDK9 depende de suas subunidades regulatérias,

composta pelas ciclinas da familia T (T1, T2a ou T2b) (GRANA et al., 1994; PENG et
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al., 1998; SHORE et al., 2003) e pela ciclina K (FU et al., 1999; SHORE et al., 2003;
YU & CORTEZ, 2011) para fosforilagdo de seus alvos. A literatura demonstra que
CDK9, mais precisamente a isoforma 42k, e as ciclinas T apresentam niveis proteicos
constantes, que independem do ciclo celular (GARRIGA et al.,, 2003). Somente
Kiernan e colaboradores (2001) divergem no entendimento desse fenoétipo e relatam
um perfil proteico ciclo dependente (KIERNAN et al., 2001).

O complexo formado por CDK9 e suas ciclinas de interacéo € conhecido como
P-TEFb e é importante para a regulacdo global da transcricdo (MANCEBO et al.,
1997; ZHU et al., 1997). P-TEFb fosforila os residuos de Ser2 do heptapetideo
localizado na cauda CTD da RNA polimerase Il, estimulando o elongamento da
transcricdo (PENG et al., 1998), além de atuar sobre os fatores DISF e NELF, que
regulam negativamente a transcricdo (BACON & D’'ORSO, 2018).

Os niveis de CDK9 e a atividade do complexo P-TEFb é regulada pela
interacdo de CDK9 com snRNP 7SK e BRD4, onde sua associacdo com snRNP 7SK
leva a inibicdo do complexo, enquanto a associacdo com BRD4 tem efeito oposto
(PAPARIDIS, DURVALE & CANDURI, 2016). A interagdo com BRD4 parece ser
importante para a transcricdo de genes essenciais na fase G1 e durante a mitose,
pois BRD4 recruta CDK9 para o DNA mesmo com a condensacdo da cromatina
(YANG, HE & ZHOU, 2008).

Diferente da interacdo com as ciclinas T, que determina a participacdo de
CDK9 em processos transcricionais, a interacdo entre CDK9 e a ciclina K parece ser
importante para a resposta ao estresse replicativo, no entanto suas fun¢des ainda
séo pouco conhecidas. A producéo de ciclina K é mediada por p53, em resposta ao
dano de DNA, e o dimero CDK9/ciclina K participa na estabilizacdo das forquilhas de
replicacédo (através de mecanismos ainda nao identificados) e interage com ATR e
ATRIP (YU, David S et al., 2010).

Além do estresse replicativo, CDK9 também tem papel em mecanismos de
reparo do DNA, como sua interacdo com Bora, que regula o recrutamento de MDC1
para sitios de dano (CAIRNS et al.,, 2015a), e sua superexpressdo confere
radioprotecdo a células de carcinoma escamoso de cabeca e pescoco (STORCH &
CORDES, 2016).
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Figura 1.4 — O gene CDKO9 e as isoformas 42k e 55k (A) Esquema representativo do gene CDK9,

os retangulos cinzas indicam os éxons, onde o retangulo em destaque (preto) indica a extensao do

éxon 1 presente na isoforma 55k. A localizagao dos promotores esta indicada pelas setas, P1 referente

a isoforma 55k e P2 a isoforma 42k. (B) Esquema da estrutura da proteina CDK9 42k, os niimeros

indicam os residuos de aminoacidos na proteina, em destaque o dominio cinase. (C) Representagdo

da isoforma 55k, a proteina apresenta a mesma composi¢éo de aminoacidos que a isoforma 42k, entre

0s aminoéacidos 118 e 489, com a adicdo de 117 aminoacidos na porcdo N-terminal da proteina,

destacados em preto.
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Recentemente, nosso grupo que demonstrou que CDK9 participa da via de
HR, pois interage e colocaliza com BRCAL nos sitios de dano ao DNA, e sua auséncia
tem impacto na sobrevivéncia das células mediante exposicdo a agentes
genotoxicos, na dindmica de reparo e na eficiéncia da HR (NEPOMUCENO,
FERNANDES, et al., 2017). Refor¢cando o papel de CDK9 em mecanismos de reparo
do DNA.

Os dados de Nepomuceno e colaboradores (2017) sobre a o papel da CDK9
no reparo do DNA consideraram somente a isoforma 42k. As rotinas de silenciamento
génico conduziram a deplecéo das duas isoformas, porém nos ensaios onde CDK9
foi superexpressa, apenas a isoforma 42k foi considerada (NEPOMUCENO,
FERNANDES, et al., 2017).

As informacdes sobre a isoforma 55k sdo poucas e limitadas, sabe-se que ela
desempenha papel na regeneracdo da musculatura esquelética, como importante
ativador transcricional no complexo P-TEFb (GIACINTI et al., 2008) e foi descrita sua
interacdo com o heterodimero Ku70/80, sugerindo uma possivel participacdo na via
de NHEJ (LIU et al., 2010).

Apesar das duas isoformas interagirem com as mesmas ciclinas, as diferencas
estruturais e de localizacdo, indicam possiveis diferencas funcionais. No entanto, até
0 momento as interacbes CDKO9/ciclinas T ou ciclina K foram estudadas
majoritariamente utilizando a isoforma 42k, portanto as funcdes e interacdes da
isoforma 55k permanecem indefinidas.
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2 Justificativa

Para identificar interagGes proteicas nas vias de RDD, nosso grupo realizou um
mapeamento de interacbes usando um dominio comum em proteinas das vias de
RDD, o dominio tBRCT. Esse dominio € encontrado em diversas proteinas como
BRCA1, 53BP1 e MDC1, e apesar de ndo apresentar qualquer atividade enzimatica
intrinseca, alguns possuem capacidade de reconhecer fosfopeptideos. O estudo de
Woods e colaboradores (2012) identificou através da curadoria da literatura, ensaios
de dois hibridos em levedura (Y2H) e ensaios de purificacéo por afinidade em tandem
seguidos de espectrometria de massas (TAP-MS), putativas interacbes com o0s
tBRCTs de 7 proteinas: DNA LIGASE IV, ECT2, MDC1, TP53BP1, BRCAL, BARD1 e
PTIP. A analise dessas possiveis interacdes pode auxiliar entendimento das vias de
reparo do DNA, bem como estabelecer sua correlagcdo com as demais vias que regem
0 metabolismo celular (WOODS et al., 2012).

A proteina CDK?9 foi observada interagindo com BRCAL1, BARD1 e PTIP, nos
ensaios de Y2H e TAP-MS. O peptideo interator identificado corresponde a regido
presente em ambas isoformas da proteina. Nepomuceno e colaboradores (2017)
confirmaram a interagédo da isoforma 42k com BRCAL1 e BARD1 e demonstraram a
importancia de CDK9 para a HR (NEPOMUCENO, FERNANDES, et al., 2017).

Em conjunto, os dados descritos por Woods e colaboradores (2012), sobre a
interacdo entre CDK9 e PTIP (2012), e os dados obtidos por Liu e colaboradores
(2010), sobre a interagéo entre a isoforma 55k e Ku70/80, sugerem a participacéo de
CDK?9 55k na via de NHEJ, através da interacdo com PTIP e Ku70/80, possivelmente
regulando a acédo de seus mediadores e efetores (LIU et al., 2010; WOODS et al.,
2012).
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral
Compreender as diferencas funcionais entre CDK9 55k e CDK9 42k, explorando
possivel papel da isoforma 55k em mecanismos de NHEJ e sua putativa interacao
com PTIP.

3.2 Objetivos Especificos
e Determinar o perfil de expressao génica e perfil proteico de CDK9 ao
longo do ciclo celular
¢ Avaliar o impacto das isoformas de CDK9 na dinamica do ciclo celular
¢ Avaliar a interacdo entre CDK9 e PTIP
e Caracterizar o comportamento da isoforma 55k mediante dano ao DNA

e Analisar a influéncia das isoformas de CDK9 na via de NHEJ
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4 Métodos

4.1 Cultura de células humanas

As linhagens humanas HEK293FT (Invitrogen, Massachusetts, EUA), hTERT-BJ
(CRL-4001, ATCC®, Virginia, EUA), MCF7 (HTB-22, ATCC®) e MCF7 shCDK9 foram
cultivadas em meio de cultura DMEM (Life Technologies, Califérnia, EUA)
suplementado com 10% v/v de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen) e antibioticos,
penicilina (1000 U/L) e estreptomicina (100 mg/mL) (ambos Life Technologies), a 37°C
em atmosfera contendo 5% v/v de CO2. Os subcultivos foram realizados a cada 48-
72 horas, quando as culturas apresentavam de 60-70% de confluéncia da é&rea
cultivada, através de dissociacdo enzimatica com solucao de tripsina 0,125% p/v e
EDTA 0,01% p/v (ambos Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). As imagens de microscopia
de contraste de fase foram adquiridas no microscopio Obsever.Z1 (Zeiss,

Oberkochen, Alemanha).

4.2 Construcdes plasmidiais

4.2.1CDK9 55k e 42k

A construcao plasmidial pCMV-FLAG encerrando a sequéncia que codifica a
proteina CDK9 55k foi gentilmente cedida pelo Dr. Andrew Price (Baylor College of
Medicine, Houston, Texas, USA; SHORE et al., 2005). A construgcdao pCMV-FLAG
encerrando a sequéncia codificante da proteina CDK9 42k foi previamente gerada por
nosso grupo (NEPOMUCENO et al., 2017), bem como a construgdo pEGFP CDK9
42Kk.

As construcdes pEGFP CDK9 42k e pEGFP CDK9 55k foram geradas por meio
da subclonagem dos cassetes encerrando as sequéncias codificantes de CDK9 42k e
CDK9 55k, originalmente nas constru¢cdes pCMV CDK9 42k e pCMV CDK9 55k, no
vetor pEGFP C1 (Clontech, Califérnia, EUA) resguardando o quadro de leitura do
GFP, atraves dos sitios EcoRI e BamHI (ambos New England Biolabs, Massachusetts,
EUA).

4.2.2tBRCTs de PTIP

As construcdes encerrando a sequéncia codificante para cada um dos trés
dominios tBRCTs de PTIP foram obtidas por meio de duas subclonagens, a partir das
23



construcbes em pNTAP, gentilmente cedidas pelo Dr. Alvaro N. Monteiro (H. Lee
Moffitt Cancer Center & Research Institute; JHURANEY et al., 2016).

Na primeira rotina de subclonagem, para o vetor de expressao em bactérias
pGEX-6P-1 (GE Healthcare, lllinois, EUA), foram utilizadas as enzimas EcoRI e Sall
(ambos, New England Biolabs). Na segunda rotina de subclonagem foram utilizadas
as enzimas BamHI e Notl (ambos, New England Biolabs) e os fragmentos foram
subclonados no vetor de expressdo de células de mamifero pEBG (Addgene,
Massachusetts, EUA), resguardando o quadro de leitura da sequéncia codificante da
proteina GST.

4.3 Sequenciamento

As construcbes geradas foram confirmadas através de rotina de
sequenciamento automatico, utilizando o kit BigDye Terminator v. 3.1 (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EUA), segundo instru¢cdes do fabricante. A analise dos
produtos da rotina de sequenciamento foi conduzida na plataforma ABI 3130xl
(Thermo Fisher Scientific) em colaboracdo com o Programa de Genética do Centro de

Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer.

4.4 Sincronizagao de células hTERT-BJ

A sincronizacgdo das células da linhagem hTERT-BJ foi realizada como descrita
por CHUANG e colaboradores (2009). Resumidamente, as células foram inoculadas
em garrafa de 75cm2 em densidade aproximada de 70-80% de confluéncia. Apos 24
horas, o meio de cultura foi substituido por meio fresco suplementado com SFB, 48
horas depois a monocamada foi lavada trés vezes com PBS (Sigma-Aldrich) e mantida
em meio sem SFB por aproximadamente 40 horas.

Para liberagdo da progresséo no ciclo celular, as células foram tripsinizadas e
reinoculadas em baixa densidade (expansdo de 6 vezes) em meio de cultura
suplementado com SFB. Em diferentes intervalos (indicados especificamente em cada
experimento), as células foram recolhidas e processadas para analises posteriores.
As células ndo sincronizadas (situagdo controle) foram mantidas sob as mesmas
condi¢gbes de cultura descritas no item 4.1 e recolhidas junto a primeira amostra

sincronizada.
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As amostras foram processadas para andlise por citometria de fluxo, PCR em

tempo real e immunoblotting.

4.5 Sincronizacdo de células MCF7

A linhagem MCF7 foi sincronizada mediante pulso Unico de timidina, em
protocolo adaptado de WHITFIELD e colaboradores (2002). Para isso, as células
foram inoculadas em garrafas de 75cm? com densidade aproximada de 30-40% e, 24
horas apds o inéculo, incubadas com timidina (2 mM; Sigma-Aldrich) por 16 horas.
Posteriormente, para liberacdo da progressao no ciclo celular, a monocamada foi
lavada com PBS, incubada com meio fresco e coletada para analises posteriores nos
tempos indicados em cada experimento. As células nao sincronizadas (situacéo
controle) foram mantidas sob as condicbes de cultura descritas no item 4.1 e
recolhidas junto a primeira amostra sincronizada.

As amostras foram processadas para analise por citometria de fluxo e

immunoblotting.

4.6 Transfeccdo de células humanas

Células da linhagem HEK293FT foram inoculadas em placas de 35mm de
diametro (5x10° células) e, apds 24 horas, tratadas com a mistura de transfecgédo: 3ug
DNA, PEI (polietilenimina; Polysciences Inc, Pennsylvania, EUA), na proporgéo de 4
puL de PEI para cada 1 pg de DNA plasmidial (avolumados a 150 pL com DMEM sem
SFB), previamente incubada a temperatura ambiente por 30 minutos. Transcorridas 4
horas da transfecc¢éo, o meio de cultivo foi substituido por meio fresco.

Células da linhagem MCF7 (ou MCF7 shCDK9) foram inoculadas em placa de
35mm de diametro (5x10° células) e, apds 24 horas, tratadas com a mistura de
transfeccdo: 3ug DNA, Fugene® (Promega, Wisconsin, EUA), na propor¢do de 3 L
de Fugene® para cada 1 ug de DNA plasmidial (avolumados a 150 pL com DMEM

sem SFB), previamente incubada a temperatura ambiente por 15 minutos.

4.7 Analise do ciclo celular

As células hTERT-BJ e MCF7 coletadas por tripsinizacao (como descrito no item
4.1), foram lavadas com PBS gelado e fixadas com etanol (Merck, Darmstadt,

Alemanha) 70% v/v gelado (-20°C) por, no minimo, 16 horas.
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Células MCF7 e células MCF7 shCDK?9 foram transfectadas com as construgdes
PEGFP, pEGFP CDK9 42k ou pEGFP CDK9 55k como descrito no item 4.6. Apos 48
horas, sob condi¢Bes de cultivo padrdo (item 4.1), as células foram expandidas na
proporcao de 1:4 e incubadas sob as mesmas condicdes.

Apébs 24 horas, as células foram expostas ou ndo a radiacdo ionizante (10Gy),
coletadas (por tripsinizacdo, como descrito no item 4.1), nos intervalos indicados em
cada ensaio, lavadas com PBS gelado e incubadas com paraformaldeido (Sigma-
Aldrich) 0,25% por 20 minutos a 4°C. Apés a incubacédo, as células foram lavadas
novamente com PBS gelado e permeabilizadas com etanol 70% v/v gelado (-20°C)
por, no minimo, 16 horas. Em todos o0s passos, a centrifugacdo das células foi
realizada por 5 minutos, a 5.000 RPM (Microcentrifuga 5418, Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha).

Apés a fixacdo/permeabilizacdo, as células foram centrifugadas a 5.000 RPM
(Microcentrifuga 5418) por 5 minutos, a temperatura ambiente. O pellet foi
ressuspenso em solucdo de iodeto de propidio (Pl) 30ug/mL (Life Technologies)
suplementada com RNAse A 100 pg/mL (Sigma-Aldrich) e incubado por 2 horas a
temperatura ambiente ou durante 16 horas a 4°C, ambos ao abrigo da luz.
Posteriormente, as amostras foram analisadas no citdbmetro de fluxo BD Accuri C6 ou
no citbmetro FACSCalibur™ (ambos BD Biosciences, Nova Jersey, EUA).

Os resultados foram analisados no software FlowJo (BD Biosciences) e o perfil
populacional de cada amostra determinada por meio do modelo univariado de ciclo

celular, pelo algoritmo Watson Pragmatic.

4.8 Extratos proteicos

4.8.1 Extratos proteicos totais

Para obtencao do extrato proteico total, as células foram tripsinizadas, lavadas
com PBS e ressuspensas em tampao RIPA (NaCl 150 mM, Tris-Cl 10 mM pH 7.4,
EDTA 5 mM pH 8.0, dodecil sulfato de sddio 0.1%, Triton X-100 1%, deoxicolato de
sédio 0.1%; todos Merck) contendo coquetel de inibidores de protease e fosfatase
(ambos Sigma-Aldrich). Exclusivamente para uso nas rotinas de pulldown, o tampéao
foi suplementado com DTT 2,5 mM (Ditiotreitol, Sigma-Aldrich) (RIPA-DTT). Os
lisados foram, entdo, incubados em banho de gelo por 30 minutos e centrifugados por
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5 minutos a 4°C e 14.000 RPM (centrifuga Mikro 200R, Hettich, Georgia, EUA). Os
sobrenadantes foram recuperados e armazenados a -80°C.

A concentracdo total de proteinas presentes nos extratos foi determinada através
do ensaio colorimétrico de Bradford (BRADFORD, 1976).

4.8.2 Extratos proteicos nucleares
Para obtencéo de extratos proteicos nucleares, apoés a tripsinizagdo e lavagem

das células com PBS, os pellets foram ressuspensos no tampéao A (HEPES 50mM
pH7,5, NaCl 150mM, EDTA 1mM e NP40 0,2% v/v; todos Merck) contendo inibidores
de protease e fosfatase (ambos Sigma) e incubados por 5 minutos em banho de gelo.
Apés a incubacéo, os lisados foram centrifugados a 1.000xg por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante (extrato citoplasmético) foi armazenado a -80°C, enquanto os pellets
remanescentes foram ressuspensos em tampao B (Tris 20mM pH7,4, glicerol 20%
v/v, KClI 10mM, NaCl 400mM, EDTA 1mM, B-mercaptoetanol 0,625mM, todos Merck)
e incubados por 30 minutos em banho de gelo. ApGs a incubacéo, os lisados foram
centrifugados a 14.000 rpm (centrifuga Mikro 200R) por 5 minutos a 4°C e, ao final, o
sobrenadante (extrato nuclear) foi armazenado a -80°C.

A concentracéo total de proteinas presentes nos extratos foi determinada através
do ensaio colorimétrico de Bradford (BRADFORD, 1976).

4.9 Immunoblotting

A avaliacéo das proteinas foi conduzida por immunoblotting (BURNETTE, 1981).
Apoés a dosagem das proteinas totais dos extratos (item 4.7), tampé&o de amostra (Tris-
Cl 125mM pH 6,8, glicerol 30% v/v, SDS 4% plv, 1,4-ditiotreitol 10% v/v e azul de
bromofenol 0,004% p/v, todos Merck) foi adicionado aos mesmos e foram incubados
por 5 minutos a 95°C. Posteriormente, as amostras foram resolvidas em rotinas de
SDS-PAGE (SDS-PolyAcrilamide Gel Electrophoresis) 10% p/v e eletrotransferidas
para membranas de difluoreto de polivinilideno (PVDF, GE Healthcare), usando o
sistema Trans-Blot Semidry (BioRad, Califérnia, EUA), segundo recomendac¢des do
fabricante.

Concluida a transferéncia as membranas foram bloqueadas com leite em po6
desnatado 5% p/v em TBS-T (TBS: Tris base 50mM, NaCl 150mM; T: Tween-20 0,1%
vlv, todos Merck), por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo. Posteriormente,
as membranas foram incubadas com os anticorpos monoclonais anti-CDK9 (cat. n°

A303-493A,; Bethyl Laboratories Inc., Texas, EUA), anti-FLAG (cat. n° F1804, Sigma-
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Aldrich), anti-GST (cat. n° sc-138, Santa Cruz Biotechnology, Texas, EUA), anti-PTIP
(cat. n° A300-370A-M, Bethyl Laboratories Inc.), anti-B-Actina (cat. n°sc-47778, Santa
Cruz Biotechnology), todos diluidos em TBS-T suplementado com leite desnatado
0,5% plv, sob agitacdo constante por 16 horas a 4°C. A membrana foi, em seguida,
incubada com os anticorpos policlonais anti-lgG de camundongo ou anti-IgG de coelho
conjugado a peroxidase (ambos produzidos em cabra, sc-2005 e sc-2004,
respectivamente; Santa Cruz Biotechnology), de acordo com o anticorpo primario
utilizado, por 1 hora a temperatura ambiente. A membrana foi revelada utilizando o kit
ECL™ Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare), conforme
recomendacdes do fabricante. A exposicao foi realizada tanto em filme radiografico

Hyperfilm ECL (GE Healthcare), quanto utilizando o sistema ChemiDoc (BioRad).

4.10 Extragdo de RNA total

A extracdo de RNA foi realizada utilizando o reagente comercial TRIZOL® (Life
Technologies), seguindo as recomendacdes do fabricante. Resumidamente, ao pellet
de células foi adicionado o TRIZOL®, seguido de cloroférmio (Merck) e centrifugacéo
por 15 minutos a 4°C e 14.000 RPM. A fase aquosa foi recolhida e adicionado alcool
isopropilico (Merck). ApOs incubagdo a temperatura ambiente, seguido de outra
incubacédo a 4°C, o extrato foi centrifugado a 12.000 RPM por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi, entdo, descartado e o pellet tratado com etanol (Merck) 75% v/v e
centrifugado por 5 minutos a 7.500 RPM a 4°C. Por fim, o sobrenadante foi
descartado, o pellet foi seco a temperatura ambiente, ressuspenso em agua livre de
RNAse, e incubado a 60°C por 10 minutos para completa solubilizacdo e,
posteriormente, estocado a -80°C.

Todas as centrifugacbes foram realizadas em microcentrifuga Mikro 200R
(Hettich).

4.11 Sintese do cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com 2 pg de RNA total, utilizando o kit comercial
High Capacity (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) ou SuperScript Il (Invitrogen),
ambos seguindo as recomendacdes dos fabricantes. Além da diferenca quanto a
transcriptase reversa empregada em cada sistema, o kit High Capacity utiliza

oligonucleotideos iniciadores randémicos (Applied Biosystems), enquanto na rotina
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com a SuperScript Il foi usado Oligo (dT)i2-1s (Invitrogen). As reagbOes foram
conduzidas de acordo com as instru¢bes dos fabricantes, no termociclador Veriti

(Applied Biosystems).

4.12 PCR em tempo real

A analise quantitativa de RNA mensageiro foi realizada pelo método de PCR em
tempo real com detec¢éo por SYBR Green. Os oligonucleotideos iniciadores (primers)
utilizados para amplificacdo dos cDNAs de CDK9 55k (GIACINTI et al., 2008) e CDK9
total (DE FALCO et al., 2005), bem como do controle endogeno, ACTB (B-actina),
estdo descritos na Quadro 4.1.

Em cada reacgéao foi utilizado 5 pL do reagente SYBR Green Master Mix (Life
Technologies), 1 uL de cada primer (10 uM), especifico para o gene alvo, 2uL do cDNA
(gerado como no item 4.11), e agua, perfazendo um volume total de 10uL (adaptado
das recomendacbes do fabricante). As reagbes foram conduzidas em triplicatas,
analisadas na plataforma 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) e a
guantificacdo relativa dos mMRNAs foi baseada na metodologia do Cr comparativo
(LIVAK & SCHMITTGEN, 2001).

Devido a disparidade no percentual de CG dos alvos, foram estabelecidos
parametros distintos para andalise de cada alvo. Para avaliacdo da expressdo de CDK9
total foram empregados cDNAs gerados com SuperScript Il, primer oligo (dT)12-18€ a
temperatura de anelamento de 65°C. Para avaliacdo de CDK9 55k foram utilizados
cDNAs obtidos através do kit High Capacity, primers randémicos e temperatura de
anelamento de 58°C. O controle endégeno, ACTB, foi avaliado paralelamente em

ambas condicoes.

Quadro 4.1 — Sequéncia dos primers usados para anélise de PCR em tempo real

GAGGCCGGAAGTGGCCGTGG

CDK9 55k

GTCTTGCGGTGCCTGGCCTTG

ACGGCCTCTACTACATCCACA
CDKO9 total

GCTGCGGGTCCACATCTCTGC

CCGGCTTCGCGGGCGACGA
ACTB
CGGCCACACGCAGCTCA
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4.13 Silenciamento da expresséo génica de CDK9

A obtencdo de células da linhagem MCF7 estavelmente silenciadas para
expressdo de CDK9 foi realizada como descrita por Nepomuceno e colaboradores
(2017). Resumidamente, para obtencdo das particulas virais, células da linhagem
HEK293FT foram transfectadas, como descrito no item 4.12, com as construcdes
pLP1, pLP2, pLP/VSVG, (Virapower, Invitrogen) e com a constru¢ao pLKO.1 shCDK9
(TRC00000494, Openbiosystems, Louisiana, EUA), que encerra a sequéncia
codificante para RNA do tipo short hairpin para o transcrito de CDK9.

Transcorridas 48 horas da transfec¢édo, o0 meio de cultura contendo as particulas
lentivirais foi removido e filtrado (elemento filtrante de poro 0,45 pm; Millipore,
Darmstadt, Alemanha), suplementado com meio fresco (1:1) e Polybrene® (Sigma-
Aldrich) 6 pg/mL. A suspensado foi adicionada as células da linhagem MCF7,
previamente inoculadas em placas 35mm de diametro (5x10° células), e incubada a
37° por 24 horas.

Posteriormente, o meio de cultura das células MCF7 foi substituido por meio
fresco suplementado com 2 ug/mL de puromicina (Invitrogen) e mantidas sob selecéo
por 5 dias. Os niveis proteicos de CDK9 nas linhagens transduzidas foram avaliadas

através de rotinas de immunoblotting como descrito no item 4.8.

4.14 Ensaio de sensibilidade a quimioterapicos

Células MCF7 shCDK9 foram transfectadas com as constru¢cdes pEGFP, pEGFP
CDK9 42k ou pEGFP CDK9 55k como descrito no item 4.6. Apds 48 horas 5x10%
células foram inoculadas em pocos de 3,85cm? (placa de 6 pocos) e incubadas sob
as condicbes de cultivo descritas no item 4.1. Transcorridas 24 horas apos o
plagueamento, foram adicionados, ou ndo (condi¢cdo controle), os quimioterapicos
Cisplatina (50uM; Laboratério Quimico Farmacéutico Bergamo Ltda, S&o Paulo,
Brasil), Etoposideo (25nM; Blau Farmacéutica, S&o Paulo, Brasil) e Irinotecano (25nM;
Accord Farmacéutica Ltda, S&o Paulo, Brasil) e incubados por 72 horas. Ao final do
periodo de incubacao, as células foram coletadas, lavadas com PBS, ressuspensas
em solucdo de iodeto de propidio 30ug/mL (Life Technologies) suplementado com
RNAse A 100 pg/mL (Sigma-Aldrich), sem permeabilizacdo, e imediatamente

analisadas no citdmetro FACSCalibur™ (BD Biosciences).
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4.15 Ensaios de interagdo proteica

4.15.1 GST-pulldown

Para o ensaio de GST-pulldown foi utilizada a resina Glutatione Sepharose 4B
(GE Healthcare), de acordo com as recomendacdes do fabricante. A resina foi lavada
com tampao RIPA-DTT, descrito no item 4.8.1, depois foi adicionado 1 mg de extrato
proteico de células previamente transfectadas (item 4.6), avolumado a 500uL com
tampao RIPA-DTT e incubado sob agitacéo a 4°C por aproximadamente 16 horas.

Posteriormente, a resina, e 0s complexos proteicos associados a ela, foram
lavados 3 vezes com tampao RIPA-DTT e centrifugacées de 1000xg a 4°C por 1
minuto. Apés as lavagens, a resina foi ressuspensa em tampéao de amostra, incubada

por 5 minutos a 95°C e analisada por immunoblotting (item 4.9).

4.15.2 Coimunoprecipitacao

Extratos proteicos nucleares, descritos no item 4.8.2, foram utilizados em rotinas
de coimunoprecipitacdo. Os extratos foram incubados em tampdo B/RIPA (1:1,
volume final de 500uL) e anticorpos anti-FLAG (cat. n° F1804, Sigma-Aldrich), durante
16 horas a 4°C sob agitacdo. Posteriormente, a resina Protein A/G Plus Agarose
(Santa Cruz Biotechnology) foi adicionada aos extratos e incubada a 4°C por 1 hora
sob agitacdo. A resina, e os complexos proteicos associados a ela, foram lavados 3
vezes com tampao RIPA e centrifuga¢cdes de 1000xg a 4°C por 1 minuto. Por fim, a
amostra foi ressuspensa em tampéo de amostra, incubada por 5 minutos a 95°C e

analisada por immunoblotting (item 4.9).

4.16 Analise da imunofluorescéncia por microscopia

Células MCF7 foram transfectadas com as construgbes pCMV FLAG, pCMV
FLAG CDK9 42k ou pCMV FLAG CDK?9 55k, de acordo com o item 4.6. Transcorridas
24 horas apo6s a transfecgdo, 3x10* células foram inoculadas em laminulas de vidro
em pocos de cultivo de 1,9 cm? de area (placas de 24 pogos) e mantidas por 24 horas
sob as condi¢cdes de cultivo padrdo (descritas no item 4.1). As células foram
submetidas, ou ndo (condicdo controle), a radiacao ionizante (10Gy) e recuperadas
apos 3 horas.

As células foram fixadas com paraformaldeido (Sigma) 4% p/v em PBS. A

permeabilizacéo foi realizada utilizando solugéo de Triton-X100 (Sigma) 0,5% v/v em
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PBS e o bloqueio com solugéo de BSA (Sigma) 5% em PBS, a temperatura ambiente
e sob agitacdo. Apds o bloqueio as laminulas foram marcadas com os anticorpos anti-
53BP1 (cat n° A300-272A, Bethyl Laboratories) e anti-FLAG (cat. n° F1804, Sigma-
Aldrich) em solugdo BSA 1% em PBS por 1 hora, a temperatura ambiente e sob
agitacdo, e posteriormente substituido pelo anticorpo secundario anti-mouse-Alexa
488 (cat n° A-32723, LifeTechnologies) e anti-Rabbit-Alexa 546 (cat. n°® A-11035,
LifeTechnologies), por 1 hora, a temperatura ambiente e sob agitacdo. Todas as
incubacdes foram precedidas de 3 lavagens com PBS por 5 minutos a temperatura
ambiente e agitagao.

A montagem das laminas foi realizada utilizando corante DAPI (Prolong Gold;
Invitrogen) segundo as recomendacfes do fabricante. As laminas foram analisadas
no microscopio Obsever.Z1 (Zeiss, Oberkochen, Alemanha), as imagens foram
processadas e os focos quantificados utilizando o software ImageJ (National Institute
of Health, Maryland EUA).
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5 Resultados

5.1 Avaliacdo de CDK9 ao longo do ciclo celular na linhagem hTERT-BJ

A sincronizacdo da linhagem hTERT-BJ foi conduzida por inibicdo do
crescimento por contato (confluéncia) e privacdo de SFB. O perfil de CDK9 (42k e 55k)
foi avaliado ao longo do ciclo celular, tanto pelos niveis de proteina como de RNA
mensageiro (MRNA). O curso temporal foi estabelecido nos intervalos de 0, 23, 27,
30, 33 e 36 horas apos a sincronizacéo e liberacdo das células para progresséo no
ciclo celular. As células foram marcadas com iodeto de propideo e avaliadas por
citometria de fluxo, os resultados foram analisados por meio do software FlowJo para
discriminacdo da populacdo nas diferentes fases do ciclo celular (percentual de
células em GO/G1, S e G2/M).

A Figura 5.1 apresenta os perfis de distribuicdo da populacéo ao longo do curso
temporal nas fases do ciclo celular. As amostras sincronizadas (Figura 5.1B) foram
comparadas com o perfil da amostra assincrona (controle, Figura 5.1A) - mantida sob
condicBes de cultivo padrdo (descrito no item 4.1).

Imediatamente apds o protocolo de sincronizacao (0 horas) observa-se um
expressivo aumento de células na fase GO/G1 (de 53,3% para 66,8%) e consequente
diminuicdo de células em S e G2/M (24,2% para 14,0% e 19,4% para 14,6%,
respectivamente). Nos intervalos de 23 e 27 horas, destaca-se o aumento de células
em S (28,8% e 38,2%, respectivamente), enquanto nos intervalos de 30 e 33 horas
sobressai 0 aumento de células em G2/M (17,3% e 22,6%, respectivamente). Apos
36 horas as células apresentaram um perfil assincrono, semelhante ao observado na
populacdo controle. Assim, o intervalo de estudo foi limitado entre O e 33 horas.
(Figura 5.1A e B).
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Figura 5.1 — Perfil de distribuicdo de células hTERT-BJ nas fases do ciclo celular. A linhagem
hTERT-BJ foi sincronizada através da privacéo de SFB e inibicdo do crescimento por contato; apos 40
horas de sincronizacdo, as células foram liberadas para progressao no ciclo. (A) A populacédo
assincrona (ASC) e (B) populagdes recuperadas nos intervalos de 0, 23, 27, 30, 33 e 36 horas p0s-
progressdo foram marcadas com iodeto de propideo, avaliadas por citometria de fluxo e analisadas
pelo software FlowJo. Os intervalos do curso temporal estdo indicados em cada grafico. As cores
usadas nos histogramas indicam as popula¢des em GO/GL1 (azul), S (mostarda) e G2/M (verde). A figura

retrata o resultado de um ensaio representativo de um total de trés experimentos independentes.
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O software FlowJo usado na analise de ciclo celular determina a composi¢édo da
amostra identificando, inicialmente, as populacdes em GO/G1 e em G2/M e, depois,
identificando a populacdo em S e o percentual de sobreposicdo entre as populacdes.
Por ultimo, algoritmo mapeia o conjunto de valores apresentados por cada populagéo
que, somados, se aproximam de 100%. Esse processo faz com que a soma dos
percentuais (populacdes GO/G1, S e G2/M) ndo seja exatamente 100%, mas um valor
proximo (FLOWJO V10, 2020).

Para a comparacao direta entre as amostras, os resultados derivados da analise
do software FlowJo foram normalizados para 100% e apresentados na Figura 5.2A.
O grafico destaca o enriquecimento da populacdo em GO/G1 apds a sincronizacao,
seguida do aumento de células em S (no intervalo de 23 a 27 horas) e, por fim, o
aumento da populacdo em G2/M no intervalo de 30 a 33 horas.

Extratos proteicos totais, obtidos paralelamente a andlise de ciclo celular, foram
avaliados por immunoblotting. Os dados mostram que a isoforma 42k de CDK9
apresenta maiores niveis proteicos que a isoforma 55k em populacdes assincronas,
corroborando dados da literatura (BACON & D’ORSO, 2018). Esses resultados
indicam, também, a prevaléncia dos niveis proteicos da isoforma 42k
independentemente da fase ciclo celular (Figura 5.2B).

Além das isoformas de CDK9, o immunoblotting permitiu identificar putativas
modificacdes pos-traducionais em CDK9 (Figura 5.2B, indicadas por t e ), cujo peso
molecular é compativel com cadeias de poli-ubiquitina (aproximadamente 9kDa) ou
cadeias de poli-sumo (aproximadamente 11kDa). Ambas modificacbes estao
descritas na literatura para a isoforma 42k (COJOCARU, et al., 2011; YU, et al., 2018;
MA, et al., 2019) e devido a semelhanca estrutural entre as duas isoformas de CDK9,
nao é possivel determinar se essas modificacdes sdo exclusivas da isoforma 42k.

Os niveis proteicos das diferentes isoformas de CDK9 mostraram alteragfes ao
longo do ciclo celular, como mostra a andlise por densitometria normalizada pelo
controle de carregamento (B-Actina). A Figura 5.3A evidencia essas alteragdes,
mostrando que os niveis da isoforma 42k aumentaram discretamente em G2/M,

enquanto os niveis da isoforma 55k apresentaram flutuagdes expressivas.
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Figura 5.2 — Perfil proteico de CDK9 em células hTERT-BJ ao longo das fases do ciclo celular. A
linhagem hTERT-BJ foi sincronizada através da privacéo de SFB e inibicdo do crescimento por contato.
A populacéo assincrona e as células coletadas ap6s liberacdo para progressédo no ciclo celular nos
intervalos indicados foram avaliadas por citometria de fluxo e immunoblotting. (A) Perfil de distribuicdo
populacional ao longo do ciclo celular, indicadores de enriquecimento nas fases do ciclo estdo
sinalizados na porc¢éo superior do gréafico. (B) Immunoblotting para identificacdo dos niveis proteicos
das isoformas de CDK9 e de f-Actina. As isoformas 42k e 55k estdo indicadas por (*) e (**),
respectivamente; possiveis modificagfes pos-traducionais estdo indicadas por () e (1). Ensaio

representativo de trés experimentos independentes.
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A isoforma 55k foi detectada imediatamente apoés a sincronizacéo (O hora, fase
GO0/G1) e, durante a progressao para a fase S (23 e 27 horas) seus niveis diminuiram.
A progressao da fase S para G2 (27 e 30 horas) foi acompanhada do aumento dos
niveis de CDK9 55k, que tenderam a diminuir ao longo de em G2/M (30 e 33 horas).

Curiosamente, mesmo com a predominancia de células na fase GO/G1l na
populacao assincrona, a isoforma CDK9 55k néo foi detectada; diferente da populacao
sincronizada (0 hora) (Figura 5.2B).

Esse conjunto de dados sugere que a isoforma 55k é regulada ao longo do ciclo
celular e que os niveis proteicos estdo sensivelmente diminuidos na fase S.

As alteracfes dos niveis proteicos podem decorrer tanto da regulacéo da propria
proteina (mediante modificacbes poés traducionais e degradacdo), quanto dos
controles de expressdo génica - em ultima analise revelados pelos niveis de mRNA.
Assim, as fracbes de RNA total de células hTERT-BJ sincronizadas e enriquecidas
nas fases GO/G1, S e G2/M (intervalos de 0, 27 e 33 horas, respectivamente) foram
coletadas paralelamente a analise de ciclo celular. O RNA foi usado para sintese do
cDNA e posterior avaliacdo da expressédo de CDK9 por PCR em tempo real, usando
como controle endb6geno a expressdo do gene ACTB (codificante da B-Actina).

As diferencas entre as sequéncias do mRNA das isoformas 42k e 55k de CDK9
nao permitem a discriminacdo da isoforma 42k na rotina de PCR em tempo real.
Limitando a andlise a expressao da isoforma 55k e de CDKO total.

Além disso, as condi¢des ideais estabelecidas para avaliacdo do mRNA da
isoforma 55k e do MRNA de CDKO9 total ndo foram as mesmas, limitando comparacfes
diretas. A isoforma 55k foi avaliada utilizando um cDNA gerado a partir de
oligonucleotideos randémicos (kit High Capacity, temperatura de anelamento de 58°C,
como descrito no item 4.12), enquanto a avaliagdo do mRNA de CDK?9 total foi
conduzida usando o cDNA gerado a partir de oligonucleotideos (poli)dT (enzima
SuperScript Il, temperatura de anelamento de 65°C, como descrito no item 4.12).

A anadlise dos niveis de mMRNA para CDK9 total, bem como da isoforma 55k
(ambos normalizados por ACTB) sugerem variacdes significativas de expressao
mediante progressdo no ciclo celular. Em ambas avaliagbes, observa-se uma
expressdo elevada imediatamente apds a sincronizacdo (Oh, GO/G1), seguida de
diminuicdo ao longo de S até G2/M (27h e 33h, respectivamente), onde o mRNA atinge
niveis semelhantes ao controle assincrone (Figura 5.3B).

O perfil de mRNA da isoforma 55k nos intervalos de 0 e 27 horas coincide com

o perfil proteico observado em amostras coletadas no mesmo intervalo. Enquanto o
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aumento de proteina observado no intervalo de 33 horas, ndo € acompanhado pelo
aumento da expressao da isoforma 55k. Apesar dos altos niveis proteicos da isoforma
42k em todas as amostras, e do aumento da isoforma 55k em determinadas amostras,
os niveis de mRNA para CDK9 total sugerem uma regulacéo transcricional ciclo
dependente, com perfil semelhante a expresséo da isoforma 55k.

Esse conjunto de dados sugere que CDK9 é regulada ao longo do ciclo celular,
tanto a nivel proteico, quanto a nivel de mMRNA. Os resultados apontam alteracdes de

ambas isoformas, porém esse fenétipo é mais evidente para a isoforma 55k.
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Figura 5.3 — Perfil proteico e de mRNA de CDK9 em células hTERT-BJ sincronizadas. A linhagem
hTERT-BJ foi sincronizada através da privacdo de SFB e inibicdo do crescimento por contato. A
populagdo assincrona e as células coletadas nos intervalos indicados foram avaliadas por citometria
de fluxo, immunoblotting e PCR em tempo real. (A) Correlagao entre os niveis proteicos das isoformas
de CDKO9 e o ciclo celular. Os niveis proteicos das isoformas 42k e 55k foram determinados a partir da
densitometria do immunoblotting (Figura 5.2B) e normalizados pela densitometria das bandas de B-
Actina e, também, pela amostra de maior abundancia no curso temporal. Os circulos e quadrados
indicam os niveis proteicos de CDK9 42k e CDK9 55k, respectivamente; as cores em segundo plano
indicam o enriquecimento nas fases do ciclo celular (GO/G1 em rosa, S em roxo e G2/M em azul). As
curvas interligando os pontos sdo extrapolacdes do comportamento das proteinas. (B) Niveis de
expressdo para CDKO total ou para CDK9 55k em células hTERT-BJ assincronas ou sincronizadas (0,
27 e 33 horas); andlise por PCR em tempo real (método SYBR Green) utilizando como controle
endégeno o gene ACTB (codificante para B-Actina). A variagdo de expressao esta representada em

relagdo ao controle de células assincronas (ASC). Resultados de um experimento preliminar.
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5.2 Caracterizacao do perfil proteico de CDK9 na linhagem MCF7

A analise do perfil proteico das isoformas de CDK9 ao longo do ciclo celular na
linhagem hTERT-BJ sugeriu um comportamento ciclo celular dependente para as
duas isoformas, mas de maneira mais evidente para a isoforma 55k.

A fim de averiguar a correlacdo em outro modelo celular, os perfis proteicos de
CDK9 42k e 55k foram avaliados na linhagem MCF7. Para a sincronizacao, as células
foram submetidas ao tratamento com timidina por 16 horas, marcadas com iodeto de
propideo e analisadas por citometria de fluxo em um curso temporal: Oh
(imediatamente apos o tratamento), 4 e 8 horas. Os resultados da citometria de fluxo
foram analisados por meio do software FlowJo.

A Figura 5.4 representa os perfis de distribuicdo das populacdes celulares ao
longo do curso temporal nas fases do ciclo. Células MCF7 assincronas (ASC)
mostram uma distribuicdo diferente da observada para hTERT-BJ assincronas
(Figura 5.1), onde a populacéo na fase S é predominante (47,4%), seguida pela fase
G1 (31,5%) e de células em G2/M (18,1%).

A sincronizacéo por pulso de timidina promove o acumulo de células nas fases
Gl e S (WHITFIELD, et al, 2002; ADOLPH & PHELPS, 1982). E esse foi o cenario
observado nas células MCF7 imediatamente ap6s o pulso de sincronizagéo (0 hora):
19,0% da populacdo em fase GO/G1 e 73,1% em fase S; a soma das populacdes
representa 92,1% do total de células. Um aumento expressivo quando comparado
com 0 mesmo somatorio nas células assincronas (78,9%). As células coletadas 4
horas apds o tratamento com timidina apresentaram aumento de células em fase S
tardia (61,7%), enquanto as células coletadas no intervalo de 8 horas mostraram o
enriquecimento da populagao em G2/M (50,7%) (Figura 5.4).

A Figura 5.5A resume os resultados derivados da andlise do software FlowJo,
apos normalizacéo para 100%. O gréafico destaca o enriquecimento da populagdo em
G1/S imediatamente ap0s a sincronizacao (0 hora), seguida do aumento de células
em S (no intervalo de 4) e, por fim, o aumento da populacdo em G2/M no intervalo de
8 horas.

A analise dos extratos proteicos totais obtidos paralelamente a analise de ciclo
celular, mostrou niveis detectaveis de CDK9 55k em células assincronas (Figura 5.5
B, ASC), diferente do observado na linhagem hTERT-BJ. Por outro lado, em
concordancia com os aspectos observados no modelo usando a linhagem hTERT-BJ,
a isoforma 42k apresentou maiores niveis proteicos do que a isoforma 55Kk,

independente da fase do ciclo celular.
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Figura 5.4 — Perfil de distribuicdo de células MCF7 nas fases do ciclo celular. (A) Células
da linhagem MCF7 foram sincronizadas por pulso de timidina e coletadas imediatamente apds a
sincronizacdo e nos intervalos de 4 e 8 horas apés a liberacdo para progressao no ciclo celular. As
amostras sincronizadas e assincronas foram marcadas com iodeto de propideo e avaliadas por
citometria de fluxo. Os resultados foram analisados pelo software FlowJo. Os intervalos do curso
temporal estdo indicados em cada grafico. As cores usadas nos histogramas indicam as populacdes
em G1 (azul), S (mostarda) e G2/M (verde). A figura retrata o resultado de um ensaio representativo,

de um total de trés ensaios independentes.
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gréfico. (B) Immunoblotting para identificacdo dos niveis proteicos das isoformas de CDK9 e de B-
Actina; as isoformas 42k e 55k estdo indicadas por (*) e (**), respectivamente, possivel modificagédo
pos-traducional indicada por (1). (C) Correlagéo entre os niveis proteicos das isoformas de CDK9 e o
ciclo celular. Os niveis proteicos foram determinados a partir da densitometria do immunoblotting e
normalizados pela densitometria de -Actina e, também, pela amostra de maior abundancia no curso
temporal. Os circulos e quadrados indicam os niveis proteicos de CDK9 42k e CDK9 55k,
respectivamente; as cores em segundo plano indicam o enriquecimento nas fases do ciclo celular (G1
em rosa, S em roxo e G2/M em azul). As curvas interligando os pontos sdo extrapolacdes do
comportamento das proteinas. A figura retrata o resultado de um ensaio representativo de dois

experimentos independentes.
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Os niveis proteicos das diferentes isoformas de CDK9 mostraram alteragdes ao
longo do ciclo celular, como mostra a andlise por densitometria normalizada pelo
controle de carregamento (B-Actina), Figura 5.5C. Imediatamente apés a
sincronizacao (0 hora, fase G1), as isoformas apresentaram seus maiores niveis. Nos
intervalos de 4 e 8 horas (correspondentes as fases S e G2/M, respectivamente), 0s
niveis proteicos diminuiram progressivamente. No entanto, enquanto a isoforma 42k
apresentou uma diminuicdo de aproximadamente 20% (8 horas), a isoforma 55k exibiu
uma diminuicdo mais expressiva, proxima a 100% (Figura 5.5 C).

Os resultados obtidos nos ensaios de sincronizagao das linhagens hTERT-BJ e
MCF7 indicaram um perfil ciclo dependente para os niveis proteicos de CDK9, sendo
mais perceptivel o aumento da isoforma 55k na fase G1.

Células tumorais ou imortalizadas sob condi¢des 6timas de cultivo apresentam
proliferagao constante, no entanto, sob condi¢des de estresse como a confluéncia da
monocamada e esgotamento do meio de cultura, as células tendem a retardar a
proliferacdo (MLADENOV et al., 2016). Considerando esse cenario, células MCF7
foram cultivadas até confluéncia da monocamada (sem trocas de meio ou subcultivo)
e avaliadas em um curso temporal de 24, 48 e 72 horas ap6és o inéculo.

A Figura 5.6 mostra as culturas em imagem de microscopia de contraste de fase
e sua respectiva analise de distribuicdo de populacdes ao longo do ciclo celular. Apos
24 horas, ainda em baixa densidade celular (Figura 5.6A e B), o perfil populacional
se assemelha a células assincronas (Figura 5.4, ASC), com 41,4% da populacdo em
fase G1, 38,1% em S e 19,6% em G2/M (Figura 5.6C).

No intervalo de 48 horas, com aumento da densidade celular (monocamada pré-
confluente; Figura 5.6D e E), constata-se um discreto aumento da populacédo em fase
G1 (47,9%; Figura 5.6F) e diminuicdo das populacbes em S e G2/M, indicando uma
reducédo da proliferacédo. Apos 72h, observa-se a cultura confluente (Figura 5.6G e H),
e o perfil de ciclo celular mostra um acentuado acumulo da populacdo em fase G1
(67,3%; Figura 5.61).
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Figura 5.6 — Perfil de distribuicdo de células MCF7 nas fases do ciclo celular em funcdo da

densidade populacional. Células MCF7 mantidas em cultura foram avaliadas em um curso temporal

até atingir a confluéncia. Imagens de microscopia de contraste de fase mostram as culturas nos

diferentes intervalos a partir do inéculo original. Escala = 100 um (A e B, 24 horas; D e E, 48 horas; G

e H, 72 horas). Avaliacdo da distribuicdo das populacbes nas diferentes fases do ciclo celular por

citometria de fluxo e andlise pelo software FlowJo (C, 24 horas; F, 48 horas e |, 72 horas). As cores

usadas nos histogramas indicam as popula¢gdes em G1 (azul), S (mostarda) e G2/M (verde). A figura

retrata dados de um ensaio representativo de dois experimentos independentes.
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A Figura 5.7A resume os resultados da analise de distribuicdo das populagfes
no ciclo celular derivados da andlise do software FlowJo, apds normalizacdo para
100%. O grafico destaca o enriquecimento progressivo da populacdo em G1 (e
diminuicdo do ndmero de células em S e G2/M) nos intervalos de 48 e 72 horas apoés
0 in6culo quando comparadas com as ceélulas coletadas em 24 horas.

A avaliacéo de extratos proteicos totais, obtidos paralelamente a analise de ciclo
celular, demonstraram o aumento dos niveis da isoforma 55k nas amostras obtidas
48 e 72 horas apos o inéculo (Figura 5.7B). Por outro lado, ndo foi percebida alteracéo
dos niveis proteicos da isoforma 42k (Figura 5.7B).

Esses resultados reforcam a correlacdo de prevaléncia de CDK9 55k na fase G1
do ciclo celular, semelhante ao observado nos modelos de sincronizacdo nas
linhagens hTERT-BJ e MCF7.
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Actina; as isoformas 42k e 55k estdo indicadas por (*) e (**). Experimento representativo de dois
ensaios independentes.
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5.3 Influéncia da superexpressédo de CDK9 na dinamica do ciclo celular de
células MCF7

Nosso conjunto de dados, sugere uma correlacéo entre o ciclo celular e os niveis
proteicos de CDK®9, sobretudo da isoforma 55k. Para avaliar o impacto das isoformas
de CDK9 na dinamica do ciclo celular, células MCF7 previamente transfectadas com
construcoes codificantes de GFP (controle), GFP-CDK9 42k ou GFP-CDK9 55k foram
irradiadas (10Gy), e o ciclo celular foi avaliado em um curso temporal nos intervalos
de 6, 12, 24 e 48 horas ap06s o dano, por citometria de fluxo.

A Figura 5.8 apresenta os perfis de distribuicdo das populacbes celulares ao
longo do curso temporal nas diferentes fases do ciclo analisados pelo software
FlowJo.

As células MCF7 superexpressando GFP e néo irradiadas apresentaram 59,0%
da populacdo na fase G1, 28,3% de células em S e 10,4% em G2/M. Apds o
tratamento com radiacéo ionizante, o perfil populacional foi alterado e dois eventos se
destacam: (1) o aumento da populacdo na fase G1 no intervalo de 24 horas e (2) o
aumento da populacdo em G2/M, nos intervalos de 12 e 48 horas.

Na superexpressao de CDK9 42k em células MCF7 néo irradiadas, foi observado
perfil de distribuicdo populacional semelhante ao controle (GFP), composto por 61,2%
da populacao na fase G1, 27,3% em S e 7,45% de células em G2/M. No entanto, apés
o tratamento com radiacdo ionizante, a populacdo apresentou uma diminui¢ao
progressiva da fracdo de células em G1, compondo 49,6% da populacdo no intervalo
de 48 horas. Vale ressaltar, que o acumulo de células em G2/M observado nos
intervalos de 12 e 48 horas na condi¢ao controle, também foi observado nas células
com superexpressao da isoforma 42k (Figura 5.8).

J& as células MCF7 superexpressando CDK9 55k nao irradiadas apresentaram
um aumento na populacao na fase G1 (74,6%) quando comparadas ao controle nao
irradiado (59,0%). Esse acumulo de células em G1 se sustentou por até 24 horas apos
a exposicdo a radiacao ionizante, — 70% no intervalo de 6 horas, 71,2% e 69,9% em
12 e 24 horas respectivamente. Somente no intervalo de 48 horas observou-se a
diminuicao da populacdo em G1 (36,2%) e 0 aumento em S (46,1%) e G2/M (13,9%)
(Figura 5.8).
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Figura 5.8 — Anélise da dindmica do ciclo celular na superexpressdo de CDK9 em células MCF7.
Células MCF7 superexpressando GFP, GFP-CDK9 42k ou GFP-CDK9 55k foram irradiadas (ou né&o)
72 horas ap@s a transfec¢do e avaliadas em um curso temporal nos intervalos de 6, 12, 24 e 48 horas
(pés-radiacao). A avaliacdo da distribuicdo das populages nas diferentes fases do ciclo celular foi

conduzida por citometria de fluxo e analisada pelo software FlowJo. As cores usadas nos histogramas

indicam as populacfes em G1 (azul), S (mostarda) e G2/M (verde). A figura retrata o resultado de um

ensaio representativo de dois experimentos independentes.
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A Figura 5.9 resume os resultados derivados da andlise do software FlowJo,
apos normalizacdo para 100%. A dinamica do ciclo celular observada nas células
controle sugere que, quando da superexpressdao de CDK9 (tanto da isoforma 42k
quanto 55k), h4 alteracdes nos mecanismos de controle do ciclo celular pés dano ao
DNA.

Enquanto células superexpressando CDK9 42k apresentaram sucessivas
diminuicdes na populacdo em fase G1, a superexpressdo de CDK9 55k levou ao
acumulo de células em G1. Os resultados observados pela superexpressdo de CDK9
sustentam os dados observados em modelos de sincronizagéo, e sugerem um papel
para CDK9 no controle do ciclo celular, destacando-se a correlacéo entre a isoforma

55k e a fase G1 do ciclo.
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Figura 5.9 — Impacto da superexpressédo de CDK9 na dinamicado ciclo celular em células MCF?7.
Células MCF7 superexpressando GFP, GFP-CDK9 42k ou GFP-CDK9 55k foram irradiadas (ou né&o)
72 horas ap@s a transfec¢do e avaliadas em um curso temporal nos intervalos de 6, 12, 24 e 48 horas
(pés-radiacao). A avaliacdo da distribuicdo das populages nas diferentes fases do ciclo celular foi
conduzida por citometria de fluxo e analisada pelo software FlowJo. As barras indicam a distribuicéo
das populagbes nas fases G1, S e G2/M. A curva destacada em vermelho ressalta a dinAmica da fase

G1 para cada condicdo. Dados representativos de dois experimentos independentes.
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5.4 Influéncia dareconstituicdo das isoformas de CDK9 na dinamica do

ciclo celular em células MCF7

A linhagem MCF7 é proficiente na expressao das isoformas de CDK9, assim
células MCF7 foram manipuladas para inducéo de deficiéncia e utilizadas para avaliar
0 impacto da reconstituicao individual das isoformas 42k e 55k no ciclo celular.

Para isso, células MCF7 foram previamente transduzidas com particulas virais,
com sequéncias codificantes para o ShRNA de interferéncia para expressao génica
de CDK9 (MCF7 shCDK9, Figura 5.10A) (NEPOMUCENO et al., 2017a).

As células MCF7 shCDK9 foram transfectadas com construcdes codificantes de
GFP (controle), GFP-CDK9 42k ou GFP-CDK9 55k e irradiadas (10Gy). A distribuicao
das populacdes ao longo do ciclo celular foi avaliada nos intervalos de 8 e 24 horas
apos o dano, por citometria de fluxo. A condi¢édo controle (GFP) apresentou 78,1% da
populacao na fase G1, 12,6% em S e 8,67% em G2/M. Apés a exposicao a radiacao
ionizante, a distribuicdo da populacéo sofreu pequenas alteragdes, como observado
na fase G1 tanto em 8 horas como em 24 horas (81,5% e 78,3%, respectivamente)
(Figura 5.10B).

A reconstituicdo das células MCF7 shCDK9 com CDK9 42k na condicdo nao
irradiadas apresentou uma distribuicdo de populagdes ao longo do ciclo da seguinte
forma: 69,4% de células na fase G1, 20,7% em S e 5,73% em G2/M. ApGs o dano,
houve uma diminuicdo na populacdo de células em G1 em 8 (57,2%) e 24 horas
(59,3%), acompanhada do aumento da populacdo em fase S (Figura 5.10B). J4 as
células MCF7 shCDK9 reconstituidas com a isoforma CDK9 55k apresentaram um
aumento de células em G1 (88,7%), que se manteve em 8 e 24 horas apos o dano
(82,7% e 85,5%, respectivamente) (Figura 5.10B).

A Figura 5.11A retrata a o perfil de ciclo celular analisado pelo software FlowJo
e normalizado para 100%. No gréfico, é possivel observar que células MCF7 shCDK9
reconstituidas com CDK9 42k apresentam diminuicdo da populacdo na fase G1,
enquanto células MCF7 shCDK9 reconstituidas com a isoforma CDK9 55k exibem
aumento da populagéo de células em G1. Esses resultados estdo em sintonia com o
fendtipo observado nas células MCF7 com superexpressao de CDK9 e sustentam a
hipétese de que CDK9 55k atua nos mecanismos de controle do ciclo celular, mais

precisamente nos mecanismos de monitoramento da fase G1.
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Figura 5.10 — Andlise da dindmica do ciclo celular na reconstituicdo de CDK9 em células MCF7
deficientes. (A) Extratos proteicos totais de células MCF7 selvagens e células MCF7 transduzidas com
a construcao codificante do shCDK9 avaliadas por immunoblotting, utilizando os anticorpos anti-CDK9
e anti-B-Actina. (B) Células MCF7 shCDK9 transfectadas com constru¢bes codificantes para as
proteinas GFP, GFP 42k ou GFP 55k irradiadas (ou ndo) e avaliadas apos 8 e 24 horas. A avaliagao
da distribuic&o das populacdes nas diferentes fases do ciclo celular foi conduzida por citometria de fluxo
e analisada pelo software FlowJo. As cores usadas nos histogramas indicam as popula¢gées em G1

(azul), S (mostarda) e G2/M (verde). Dados de um Unico experimento.
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A fim de investigar o impacto das isoformas de CDK9 frente insultos ao DNA
diferentes da radiacdo ionizante, as células MCF7 shCDK9 reconstituidas com GFP,
GFP 42k ou GFP 55k foram tratadas ou ndo com os quimioterapicos Cisplatina,
Etoposideo e Irinotecano por 72 horas. A populagéo de células GFP positivas (e nao
marcadas com iodeto de propideo) foi determinada por de citometria de fluxo, e a
relacdo entre a condicdo tratada e nao tratada foi usada como referéncia para
determinacao de viabilidade celular.

De maneira geral, os quimioterapicos classicos afetam diretamente o DNA,
impedindo a transcricdo e/ou replicacao, o que pode levar & morte celular. A Cisplatina
interage com as bases nitrogenadas do DNA, criando adutos, que podem ocorrer
interfita ou intrafita, e que bloqueiam tanto a replica¢éo quanto a transcricdo (GHOSH,
2019). O Irinotecano e o Etoposideo séo inibidores das Topoisomerases | e I,
respectivamente. Essa classe de enzimas modula a topologia do DNA, garantindo a
integridade gendémica, sendo fundamentais na diminui¢cdo da tenséo criada pela tor¢éao
da dupla hélice na replicacdo (Topoisomerase |I) e a correta segregacdo dos
cromossomos (Topoisomerase Il), por exemplo (BJORNSTI & KAUFMANN, 2019).
Logo, tanto a Cisplatina, quanto o Irinotecano e o Etoposideo atuam essencialmente
em células proliferativas.

A Figura 5.11B representa o comportamento de células MCF7 shCDK9,
reconstituidas com as diferentes construcdes codificantes das proteinas quiméricas
(GFP) frente ao tratamento com os trés quimioterapicos. Os resultados mostram que
as células reconstituidas com CDK9 55k apresentaram cerca de duas vezes mais
células GFP positivas (frente os 3 quimioterapicos) quando comparadas com a
populacdo controle submetida ao mesmo tratamento. As células MCF7 shCDK9
reconstituidas com a isoforma CDK9 42k apresentaram um aumento menos
expressivo, porém significativo, de células GFP positivas frente aos quimioterapicos
Etoposideo e Irinotecano quando comparadas com o controle submetido ao mesmo
tratamento.

Esse conjunto de dados sugere que CDK9 induz um aumento na resisténcia aos
guimioterapicos. Essa resisténcia pode ser observada nas células reconstituidas com
ambas isoformas de CDK?9, no entanto, em células reconstituidas com a isoforma 55k

ela é mais eficiente.
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Figura 5.11 — Impacto da reconstituicdo de CDK9 no ciclo celular e na resisténcia a
guimioterapicos em células MCF7 deficientes. (A) Células MCF7 shCDK9 transfectadas com
construcBes codificantes para as proteinas GFP, GFP 42k ou GFP 55k irradiadas (ou néo) e avaliadas
apos 8 e 24 horas. A avaliagdo da distribuigdo das populagdes nas diferentes fases do ciclo celular foi
conduzida por citometria de fluxo e analisada pelo software FlowJo. As barras indicam a distribuicéo
das populagbes nas fases G1, S e G2/M. A curva destacada em vermelho ressalta a dindAmica da fase
G1 para cada condi¢do. Dados de um Unico experimento. (B) As células MCF7 shCDK9 reconstitutidas
e tratadas (72h) com Cisplatina, Etoposideo ou Irinotecano foram coletadas, marcadas com iodeto de
propideo (sem permeabilizacao). A populacdo de células viaveis e GFP positivas foi determinada por
citometria de fluxo e normalizada pela frequéncia observada na populacéo néo tratada (100%). A barras
representam a média das triplicatas de cada condigdo e andlise estatistica (Two-way ANOVA) foi
realizada comparando células reconstituidas com CDK9 42k ou 55k com a condicao controle (GFP).
Pdés-teste de Turkey. (****) p<0.0001; (***) p=0.0005; (*) p<0.05. Dados representativos de dois

experimentos independentes.
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5.5 Avaliacao dainteracao entre CDK9 e PTIP

Os mecanismos de controle da estabilidade genomica abrangem vias de RDD
gue sédo reguladas ao longo do ciclo celular. As DSBs que ocorrem na fase G1 do ciclo
sdo majoritariamente reparadas pela via de NHEJ. Em 2010, Liu e colaboradores
demonstraram a interacdo entre a isoforma 55k de CDK9 e o dimero Ku70/80,
envolvido na via de NHEJ. Em 2012, nosso grupo descreveu a putativa interacdo de
CDK9 com o dominio tBRCT C2 da proteina PTIP (Figura 5.12A), também envolvida
na via de NHEJ (WOODS et al., 2012).

Como abordagem para interrogar o papel de CDK9 nas vias de RDD, avaliamos
a interacdo entre as diferentes isoformas de CDK9 e PTIP. Para isso, células
HEK293FT foram cotransfectadas com as construcdes codificantes para as proteinas
FLAG-CDK9 42k ou FLAG-CDK9 55k e as construcdes codificantes para os tBRCTs
de PTIP (N1, C1, C2; Figura 5.12A) ou tBRCT de BRCAL (controle positivo). Os
extratos totais obtidos das células transfectadas foram empregados em rotinas de
GST-pulldown e, ao final avaliados por immunoblotting.

No ensaio de interacdo (Figura 5.12B, painel superior), ambas isoformas de
CDKO9 interagiram com os trés tBRCTs de PTIP quando testados individualmente.
Além disso, como esperado, o tBRCT de BRCA1 (controle) interagiu somente com a
isoforma 42k e ndo interagiu com a isoforma 55k (NEPOMUCENO, 2016;
NEPOMUCENO et al.,, 2017a). Vale ressaltar que todas as proteinas produzidas
apresentaram niveis detectaveis e que, apesar dos menores niveis observados para
0os tBRCTs C1 e C2 de PTIP, a interagcdo com as isoformas de CDK9, no ensaio de
GST-pulldown, ocorreu de forma semelhante ao tBRCT N1 (Figura 5.12B, painel
inferior).

Tendo em vista que o ensaio de GST-pulldown foi realizado mediante
superexpressao dos tBRCTs de PTIP, para melhor compreender a interacdo entre
CDK9 e PTIP, rotinas de coimunoprecipitagdo foram conduzidas utilizando extratos
nucleares de células HEK293FT transfectadas com constru¢cées pCMV-FLAG (vetor
vazio), pCMV FLAG CDK9 42k ou pCMV FLAG CDK?9 55k.

Os resultados da coimunoprecipitacdo, em um ensaio inicial, sugerem que a
proteina PTIP constitutiva interage somente com a isoforma 55k de CDK9 (Figura
5.13, painel superior), diferente do observado nos ensaios de GST-pulldown utilizando
0s tBRCTs de PTIP.
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Figura 5.12 — Avaliacdo da interagcdo entre CDK9 e os tBRCTs de PTIP (pulldown). (A)
Representacdo esquematica da proteina PTIP, em destaque os trés tBRCT presentes ao longo da
proteina (denominados N1, C1 e C2), a localizacdo (em aminoacidos) de cada um e a representacao
esquematica das proteinas quiméricas GST-tBRCT. (B) Células HEK293FT foram cotransfectadas com
construcdes codificantes de CDK9 (55k ou 42k) e GST (vetor vazio ou codificante dos tBRCT de PTIP
ou do tBRCT de BRCAL). Todas proteinas apresentaram niveis detectaveis (painel inferior). CDK9 42k
e CDK9 55k estdo indicados por (*) e (**). A proteina GST, os tBRCTs de PTIP e 0 tBRCT de BRCA1
estdo indicados por ‘', ¥ e “¥” respectivamente. Imagem representativa de dois ensaios

independentes. Dados de um Unico experimento.
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Figura 5.13 — Avaliacdo da interagcado entre as isoformas de CDK9 e PTIP (coimunoprecipitacao).
(A) Extratos nucleares de células HEK293FT transfectadas com pCMV FLAG (vetor vazio), pCMV
FLAG CDK9 42k ou pCMV FLAG CDK?9 55k foram utilizados em rotinas de coimunoprecipitacédo (ColP)
utilizando anticorpos anti-FLAG e, posteriormente, analisados em rotinas de immunoblotting utilizando
anticorpos anti-PTIP e anti-FLAG. (painel superior). O painel inferior indica os niveis proteicos de PTIP

e das proteinas ectodpicas, bem como do controle de carregamento.
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5.6 Perfil proteico de CDK9 mediante dano

Nosso conjunto de resultados sugerem que 0s niveis proteicos de CDK9 sao
responsivos ao ciclo celular e que a proteina CDK9 55k participa dos mecanismos de
controle da fase G1, interagindo com proteinas envolvidas na RDD. Assim, avaliamos
0s niveis proteicos de CDK9 em resposta a radiacéo ionizante, a fim de investigar
eventuais alteracbes mediante danos ao DNA.

Extratos proteicos totais de células MCF7 irradiadas (10Gy), ou ndo, foram
coletados em diferentes intervalos de tempo pos-irradiacao (2, 4 e 6 horas) e avaliados
em rotinas de immunoblotting. Como esperado, as células MCF7 nao irradiadas
apresentaram niveis detectaveis apenas da isoforma 42k de CDK9. Porém, apés a
exposi¢do a radiacdo ionizante, houve um aumento dos niveis de CDK9, tanto da
isoforma 42k quanto da 55k, observados até 6 horas ap0s a exposicdo a radiacéo
ionizante (Figura 5.14).

Esses resultados sugerem que, 0s niveis proteicos de CDK9 também sao
regulados mediante danos ao DNA. E, em conjunto com os dados de interacao

proteica, reforcam um putativo papel para a isoforma 55k em mecanismos de RDD.
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Figura 5.14 — Perfil proteico de CDK9 em células MCF7 expostas a radiacéo ionizante. Extratos
proteicos totais de células MCF7 e irradiadas (10Gy) e nao irradiadas, coletados 2, 4 e 6 horas apés o
tratamento, foram analisados por rotinas de immunoblotting para caracterizagédo dos niveis de CDK9
pés-dano ao DNA. As isoformas 42k e 55k estéo indicadas por (*) e (**) respectivamente. Os niveis
proteicos de CDK9 estao apresentados no painel superior e os niveis de $-Actina no painel inferior.

Imagem representativa de dois experimentos independentes.
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5.7 Impacto de CDK9 42k e CDK9 55k na formacéao de focos de 53BP1

Em geral, proteinas envolvidas no reparo do dano ao DNA formam estruturas
denominadas focos, que sdo uma consequéncia de seu recrutamento e acimulo nas
regides de dano. Nosso grupo demonstrou que, em resposta ao dano de DNA, CDK9
forma focos e estes colocalizam com proteinas envolvidas no reparo do DNA, como
BRCA1 e yH2AX (NEPOMUCENDO et al., 2017a).

A fim de determinar qual das isoformas (ou se ambas) apresenta o fendtipo de
formacédo de focos mediante dano ao DNA, células MCF7 foram transfectadas com
construcbes pCMV FLAG, pCMV FLAG CDK9 42k ou pCMV FLAG CDK9 55Kk,
expostas a radiacdo ionizante (10Gy) e avaliadas ap6s 3 horas.

Corroborando dados da literatura, tanto a proteina FLAG CDK9 42k, quanto a
proteina FLAG CDK9 55k apresentaram marcacao nuclear difusa em células néo
irradiadas (LIU & HERRMANN, 2005; NEPOMUCENO et al., 2017a; SHORE et al.,
2005). No entanto, apds a exposicdo a radiacdo ionizante, apenas a proteina FLAG
CDKO9 42k apresentou o fenétipo de formacéo de focos, diferente de FLAG CDK9 55k,
gue manteve sua localizac&o nuclear difusa (Figura 5.15).

As DSBs sao majoritariamente reparadas por duas vias distintas, a via de HR e
NHEJ. A selecéo da via de reparo depende do recrutamento de proteinas associadas
a cada mecanismo e, incialmente, é regulada pelo recrutamento de BRCAL e 53BP1,
gue favorecem a via de HR e NHEJ, respectivamente.

Para avaliar o impacto de CDK9 na via de NHEJ, investigamos a formacao de
focos de 53BP1.Células MCF7 superexpressando as isoformas de CDK9,
individualmente, foram expostas a radiacao ionizante (10Gy) e a formacao de focos
de 53BP1 foi avaliada ap6s 3 horas (Figura 5.15). Quando comparadas a condi¢ao
controle (vetor vazio), a superexpressao da isoforma 42k de CDK9 nao impactou
guantitativamente nos focos de 53BP1. Por outro lado, a superexpresséo da isoforma
55k apresentou um aumento relevante no numero de focos de 53BP1 quando

comparada a condigéo controle (Figuras 5.15 e 5.16A).
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Figura 5.15 - Localizac8o das isoformas de CDK9 mediante dano e impacto da expresséo
ectopicade CDK9 naformacéo de focos de 53BP1. Células MCF7 transfectadas com as construcdes
pCMV FLAG (vetor vazio), pPCMV FLAG 42k ou pCMV FLAG 55k e expostas a radiacao ionizante (10Gy)
foram avaliadas quanto a localizacao de CDK9 (verde) e formacéo de focos de 53BP1 (vermelho), trés
horas apds o dano. As marcac8es foram realizadas usando anticorpos anti 53BP1, anti-FLAG e DAPI
(azul). NT, células ndo tratadas; IR, células expostas a radiacdo ionizante. Imagem representativa de

dois experimentos independentes
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Além do quantitativo de focos, o tamanho dos focos de 53BP1 também foi
analisado. As células superexpressando CDK9 55k, quando irradiadas, apresentaram
um discreto aumento do tamanho dos focos quando comparadas com a condi¢ao
controle ou com as células que superexpressam CDK9 42k, também irradiadas
(Figura 5.16B).

Os dados dos ensaios de microscopia mostraram focos maiores de 53BP1 em
células néo irradiadas (em todas as condi¢cdes). Esses focos sdo denominados corpos
nucleares e indicam regides de DSBs, que ocorreram durante a mitose e ndo foram
reparados. Nesses casos, as quebras sdo sinalizadas pela proteina TopBpl durante
a mitose, que é substituido por 53BP1, e promove o reparo na fase G1 do ciclo celular
(PEDERSEN et al., 2015). Curiosamente, células superexpressando CDK9 (ambas
isoformas) ndo irradiadas apresentaram aumento, tanto do ndmero quanto no
tamanho dos corpos nucleares de 53BP1 (Figuras 5.16B e C)

Esses resultados sugerem que CDK9 55k atua no controle da formacéo de focos

de 53BP1 nos sitios de DBSs, enquanto a isoforma 42k parece nao influenciar.
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Figura 5.16 — Impacto das isoformas de CDK9 na formagéo de focos de 53BP1. Células MCF7
transfectadas com pCMV FLAG (controle, vetor vazio), pPCMV FLAG 42k ou pCMV FLAG 55k e
expostas a radiacdo ionizante (10Gy) foram avaliadas quanto a formacédo de focos de 53BP1 3 horas
ap6s o dano. As imagens foram analisadas pelo software ImageJ. (A) Quantificacdo dos focos de
53BP1 em células irradiadas. As populagdes foram categorizadas em: células com menos de 15 focos,
células com 15 a 30 focos e células com mais de 30 focos de 53BP1. (B) Mediana do tamanho dos
focos de 53BP1 em células nao irradiadas (NIR) e irradiadas (IR). A analise estatistica foi realizada
pelo teste t de Student. (****) p<0.0001; (***) p<0.0005; (**) p=0.05; (ns) nao significativo. (C)
Quantificacdo do numero de corpos nucleares de 53BP1 em células nado irradiadas. A analise estatistica
foi realizada pelo teste t de student. (****) p<0.0001; (**) p=0.05; (ns) ndo significativo. Dados

representativos de dois experimentos independentes.
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6 Discussao

A estabilidade genémica € fundamental para a homeostase celular, assim as vias
de RDD constituem uma barreira que impede a progresséao de disfuncdes celulares,
como a tumorigénese. Apesar do amplo conhecimento sobre os mecanismos de RDD,
a regulacao das vias de reparo e sua correlagdo com outras vias celulares ainda é
limitada (LORD & ASHWORTH, 2012; JEGGO et al., 2016; BASU, 2018).

A rede de interacdo dos tBRCTs de 7 proteinas envolvidas nas vias de RDD,
descrita pelo nosso grupo em 2012, sugere a participacdo de proteinas ainda nao
diretamente correlacionadas com a manutencdo da estabilidade gendmica e que
podem auxiliar na compreensdo dos mecanismos de RDD (WOODS et al., 2012).

Nesse cenario, a proteina CDK9 foi identificada interagindo com os tBRCTs de
BRCAL, BARD1 e PTIP. A funcdo mais bem descrita de CDK9 é a fosforilacdo da
cauda CTD da holoenzima RNA polimerase Il, que ocorre mediante sua intera¢cdo com
suas subunidades regulatérias e permite o elongamento da transcricdo (BACON &
D’'ORSO, 2018). Porém, estudos mais recentes expbe sua importdncia em
mecanismos de manutencédo da integridade genémica (ZHANG et al., 2013; CAIRNS
et al., 2015; STORCH & CORDES, 2016; NEPOMUCENO et al., 2017a).

De acordo com Garriga e colaboradores (2003), CDK9 apresenta perfil de
expressdo semelhante a outras CDKs, sendo continuamente expressa ao longo do
ciclo celular (GARRIGA et al., 2003). No entanto, como a maioria dos estudos, a
avaliacao do perfil de expressédo de CDK9 considerou somente a isoforma 42k (a mais
abundante). Assim, o perfil da isoforma 55k ao longo do ciclo celular, bem como seu
comportamento mediante dano ao DNA e seu papel no contexto celular permanecem
pouco estudados. Por isso, inicialmente, investigamos a correlacao entre as isoformas
de CDK9 (42k e 55K) e o ciclo celular.

Células das linhagens hTERT-BJ e MCF7 foram empregadas em dois modelos
distintos de sincronizagéo para avaliacdo dos niveis proteicos e de mRNA codificante
de CDKO. A linhagem hTERT-BJ é composta por fibroblastos normais, imortalizados
pela superexpressdo da sequéncia codificante para a unidade catalitica da telomerase
humana, hTERT. Enquanto, a linhagem MCF7 é composta por células transformadas,
derivadas de um tumor de mama metastatico.

A comparacao entre o perfil assincrono das duas linhagens mostra que células
hTERT-BJ assincronas apresentaram uma maior populacdo em G1 (53,3%) e menor
em S, quando comparadas com as células MCF7 assincronas (31,5% em G1 e 47,4%
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em S) (Figura 5.1, ASC e 5.4, ASC). Essa diferenca pode ser explicada pela duracao
da fase G1 do ciclo, passivel de variacdo entre tipos celulares diferentes, e sendo
determinante para o tempo total de duplicacdo das células. Linhagens imortalizadas
ndo neoplésicas (como a hTERT-BJ) apresentam maior duracdo de G1 do que
linhagens tumorais (como a MCF7), que apresentam ativacdo continua das vias de
controle da proliferacdo (OLASHAW & PLEDGER, 2002).

Tendo em vista as caracteristicas de cada linhagem, foram utilizadas
abordagens distintas para suas sincronizagbes. As células hTERT-BJ foram
sincronizadas por privagdo de SFB e confluéncia, o que preconiza o acumulo de
células em GO, e a liberacdo das células para progressado no ciclo celular ocorre
mediante expansao da cultura e suplementacdo com SFB (CHUANG et al., 2009). Ja
as células MCF7 foram sincronizadas por pulso de timidina, que altera o balanco de
nucleotideos e ocasiona o arresto das células no limite entre G1 e S, e a liberacéo
ocorre mediante a retirada da timidina do sistema (WHITFIELD et al., 2002).

Nas células hTERT-BJ, imediatamente apds a sincronizacdo, a populacao
predominante foi discriminada como em GO/G1. Segundo a literatura, o protocolo de
sincronizagcdo promove o acumulo de células em GO, porém a marcagdo exclusiva
com iodeto de propideo ndo permite a diferenciacdo de células em GO ou em G1.
Apesar da utilizagdo do mesmo protocolo de marcacdo para as células MCF7,
somente a fase G1 do ciclo é indicada, isso porque séo esperadas poucas células em
GO0 em razdo da manutencéo da cultura com constantes subcultivos (DOLATABADI et
al., 2017).

A avaliagéo dos niveis proteicos da isoforma 42k apresentou discretas variacfes
a depender do modelo de sincronizagdo. Enquanto foi observado um aumento dos
niveis na populagdo em G2/M nas células hTERT-BJ (Figuras 5.2B e 5.3A), foi
constatada uma diminui¢do nas células MCF7 (Figuras 5.5B e C). J4 a avaliacdo de
células MCF7 que ndo foram submetidas a um protocolo candnico de sincronizagéo,
mas apenas ao enriqguecimento da populacdo na fase G1 por confluéncia e
esgotamento do meio, ndo foi percebida alteracdo nos niveis proteicos da isoforma
42k (Figura 5.7B). A divergéncia observada nos modelos avaliados, considerando,
ainda, os resultados de Garriga e colaboradores (2003), sugere que as variagdes dos
niveis proteicos da isoforma 42k decorrem de questdes intrinsecas aos modelos (tipo
celular e abordagem experimental).

Uma das questdes € que a sincronizacgéo por pulso de timidina promove o arresto

do ciclo celular por estresse replicativo, resultado do desequilibrio do pool de
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nucleotideos. A isoforma 42k, dimerizada com a ciclina K, desempenha um papel na
resposta ao estresse replicativo, interagindo com ATR e ATRIP (YU et al., 2010).
Assim, é possivel que o aumento dos niveis proteicos da isoforma 42k, imediatamente
apos a sincronizacao, ocorra em resposta ao quadro de estresse replicativo, e ndo por
um comportamento ciclo dependente per se.

Para a isoforma 55k, em ambos modelos de sincronizacdo, foi observado um
aumento dos niveis proteicos mediante o enriquecimento de células na fase G1 e uma
diminuicdo com a progressdo do ciclo celular (Figura 5.3A e 5.5C). Nas células
hTERT-BJ, o perfil de expressdo da isoforma 55k (mMRNA) acompanhou os niveis
proteicos, apresentando um aumento em G1 e diminuicdo com a progressao para S
(Figura 5.3B). A correlacdo entre os niveis proteicos da isoforma 55k e o acimulo de
células na fase G1, também foi observado no modelo de células MCF7 confluentes
(Figura 5.7B).

Esse conjunto de dados sugere que os niveis proteicos da isoforma 55k sdo
regulados ao longo do ciclo celular, independentemente da abordagem e do tipo
celular. A regulacdo da expresséo, tanto da isoforma 55k quanto de CDK9 total,
observada em células hTERT-BJ também sugere uma regulacéo ciclo dependente.
Até por isso, a analise do perfil de expressao da isoforma 55k e de CDK9 total em
células MCF7 sincronizadas por pulso de timidina e também de células MCF7
confluentes (enriquecidas na populacdo em fase G1) seria importante para consolidar
a ideia de um perfil de expresséo génica de CDK9, mais especificamente da isoforma
55k, ciclo dependente.

Através da analise do ciclo celular também identificamos putativas modificagfes
pos-traducionais, presentes nos dois modelos (Figura 5.2B e 5.5B), que nao
demonstraram um padréo ciclo dependente. No entanto, a avaliagdo dessas bandas
através de espectrometria de massas seria importante para identificar a putativa
isoforma modificada e a modificagdo pos-traducional, auxiliando na compreenséo dos
mecanismos regulatérios de CDKO.

A variacéo dos niveis proteicos, ao longo do ciclo celular, da isoforma 55k sugere
duas hipoteses: (i) sua atuacdo em mecanismos de controle do ciclo celular, onde a
alteracdo de seus niveis proteicos funciona como mecanismo regulatorio, semelhante
a regulacéo do ciclo celular segundo a expressao de ciclinas (MALUMBRES, 2014);

(i) a isoforma 55k atua em vias reguladas pelo ciclo celular, como as vias de RDD.
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Nesse cenario, investigamos o impacto das isoformas 42k e 55k mediante dano
ao DNA, avaliando a dinamica do ciclo celular ou a sensibilidade das células aos
danos ao DNA.

A radiagéo ionizante promove quebras de dupla fita, que séo reconhecidas pelo
complexo MRN e levam a ativagdo de ATM, que ativa CHK2. Em seguida, CHK2
fosforila CDC25A e/ou CDC25B, promovendo sua degradacao/inibicdo. Em situacdes
normais, CDC25A e B desfosforilam CDK2 e CDK1, respectivamente, permitindo suas
interagcbes com suas ciclinas e, consequentemente, a fosforilagdo de seus alvos,
promovendo a progressao do ciclo celular. Assim, quando da inibicdo de CDC25A e
B por CHK2, ocorre a inibicdo de CDK2 e CDK1 e o arresto do ciclo celular. Portanto,
o arresto mediado por CHK2 promove a parada do ciclo em G1 ou G2, dependendo
da fase do ciclo celular que a célula se encontra (WARMERDAM & KANAAR, 2010;
SMITH et al., 2020;).

A analise da dinamica de ciclo celular de células MCF7 superexpressando GFP
pos-irradiacdo sugere a ativacdo desses pontos de checagem, através do acumulo de
células nas fases G1 e G2/M (Figura 5.8 e 5.9). Apés o dano ao DNA, as células
comprometidas com o ciclo celular prosseguem com a sintese do DNA até G2, quando
ocorre a ativacdo do ponto de checagem e retardo do ciclo celular, resultando no
acumulo de células, observado nos intervalos de 12 horas e 48 horas. No intervalo de
24 horas ocorre um acumulo de células em G1, que é resultado de uma fracdo de
células que concluiu a mitose e progrediu para G1 (nova duplicacao). Devido a
persisténcia do dano, ocorre a ativacdo do ponto de checagem em G1, gerando o
arresto do ciclo celular.

Quando comparadas com a condicdo controle, as células MCF7
superexpressando CDK9 (ambas isoformas) apresentaram alteracées na dinamica do
ciclo celular ap6s dano. Semelhante a condi¢cdo controle, as células com a
superexpressao da isoforma 42k apresentaram acumulo em G2/M nos intervalos de
12 a 48 horas, 0 que sugere a manutencao da integridade do ponto de checagem em
G2. Por outro lado, diferente do observado na condi¢éo controle, ndo houve acumulo
de células em G1 no intervalo de 24 horas, e sim uma diminuigdo constante da fracéo
de células na fase G1, o que sugere alteracdo dos controles do ponto de checagem
em G1 (Figura 5.8 e 5.9).

As células superexpressando a isoforma 55k apresentaram aumento da fracéao

de células em G1, tanto nas células nédo irradiadas, quanto nas células irradiadas até
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24 horas ap0s o dano. Esses resultados sugerem a participacdo da isoforma 55k no
controle do ciclo celular, mais precisamente na fase G1 (Figura 5.8 € 5.9).

Para investigar a extensao do fendtipo observado no ciclo celular manifestado
por cada isoforma, a mesma avaliacdo foi realizada em células MCF7 shCDK9
(deficientes em CDK9, ambas isoformas) e reconstituidas, individualmente, com as
isoformas 42k ou 55k. As células reconstituidas reproduziram os fenotipos observados
nas células proficientes. Apds o dano ao DNA, células reconstituidas com isoforma
42k apresentaram diminuicdo da populacdo em G1, enquanto células reconstituidas
com a isoforma 55k apresentaram aumento da fracdo de células em G1, tanto nas
condi¢cBes ndo irradiada quanto nas irradiadas até o intervalo de 12 horas (Figura 5.10
e 5.11).

As alteracbes na dindmica de ciclo celular mediante a superexpressédo das
isoformas de CDK9, nos dois contextos analisados, sugere que tanto a isoforma 42k
guanto a isoforma 55k atuam em mecanismos de controle do ciclo celular.

O papel mais bem descrito de CDK9 ¢é na regulacdo da transcricdo, no entanto,
alguns trabalhos sugerem o envolvimento de CDK9 em mecanismos de controle do
ciclo celular. Esses trabalhos sugerem que CDK9 possa interagir/fosforilar as
proteinas Rb (GRANA et al., 1994; SIMONE et al., 2002) e p53 (CLAUDIO et al., 2006;
BAGASHEYV et al., 2013). Tanto Rb quanto p53 regulam negativamente o ciclo celular,
no entanto, a fosforilagdo de Rb permite a progressao do ciclo celular, enquanto a
fosforilacdo de p53 promove o arresto.

Curiosamente, a superexpressao das isoformas 42k e 55k sugerem a mesma
contraposicao, a isoforma 42k diminui a eficiéncia do arresto em G1, favorecendo a
transicdo das ceélulas para S, enquanto a isoforma 55k promove um acumulo de
células em G1. Essa hipotese é reforcada pelo trabalho de Bagashey e colaboradores
(2013), que demonstraram que a superexpressao de p53 promove o arresto de células
em G1, e esse arresto pode ser revertido pela superexpressao da isoforma 42k, que
promove a progressao para a fase S (BAGASHEYV et al., 2013).

Uma vez que os trabalhos que descrevem a interacédo entre CDK9 e Rb ou p53
consideraram somente a isoforma 42k, poderiamos especular que o papel das
isoformas de CDK9 no ciclo celular ocorre através da interagcdo com as proteinas Rb
e p53, exercendo um controle dicotdmico do ciclo celular (BAGASHEV et al., 2013;
GRANA et al., 1994; SIMONE et al., 2002). Nesse sentido, a avalia¢éo das interacdes
de Rb e p53 com as duas isoformas de CDK9 pode auxiliar a compreenséo do seu

papel nos mecanismos de controle do ciclo celular. A avaliagdo da dinadmica do ciclo
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celular em células deficientes em p53 (ou Rb) e em CDK9 (em ambas isoformas e
individualmente) submetidas a radiacdo ionizante pode fornecer informacdes que
auxiliem a compreensao dos mecanismos de controle do ciclo mediados por essa
CDK.

Para uma melhor caracterizacdo dos fenoétipos das isoformas de CDKO,
avaliamos a sensibilidade de células MCF7 shCDK9 reconstituidas com as isoformas
42k e 55k frente a quimioterapicos (Cisplatina, Etoposideo e Irinotecano). Os
quimioterapicos classicos atuam diretamente no DNA, promovendo quebras ou
alterando sua estrutura, impedindo a transcricdo ou replicacdo do DNA e levando a
morte, por isso, células com maiores taxas de proliferacdo apresentaram maior
sensibilidade (GHOSH, 2019).

Quando comparadas com a condicao controle (GFP), as células reconstituidas
com a isoforma 42k apresentaram um aumento da resisténcia frente aos
guimioterapicos Etoposideo e Irinotecano (aproximadamente 1,5 vezes). Esses
guimioterapicos promovem DSBs, através da inibicdo de enzimas responsaveis pela
integridade estrutural do DNA nas fases S, G2 e M (BJORNSTI & KAUFMANN, 2019).
Durante essas fases, as DBS sao preferencialmente reparadas pela via de HR, com
a participacao da isoforma 42k (NEPOMUCENO et al., 2017a). Assim, 0 aumento da
resisténcia a esses quimioterapicos pode decorrer do aumento da eficiéncia do reparo.
Essa hipo6tese é reforgcada pelo comportamento dessas células frente a cisplatina. O
mecanismo de acdo da cisplatina consiste na formacdo de adutos, que séao
reconhecidos e processados por vias de reparo que atuam em danos de simples fita
(GHOSH, 2019). Como a isoforma 42k ndo participa dessas vias, sua reconstituicao
nao impacta significativamente sobre a resisténcia dessas ceélulas.

As células reconstituidas com a isoforma 55k mostraram um aumento proximo
de 2 vezes (ou mais de 3 vezes, no caso do Etoposideo) na resisténcia aos
quimioterapicos quando comparadas a condigdo controle (GFP) submetida ao mesmo
tratamento. Em conjunto com os dados anteriores, o perfil de resisténcia dessas
células reforca um putativo papel da isoforma 55k no controle da fase G1, impedindo
a progresséo do ciclo, e resultando na diminuicdo da taxa de proliferacao e,
consequentemente, diminuicdo da citotoxicidade dos quimioterapicos.

Nossos resultados sustentam a hipotese de que CDK9 atua em mecanismos de
controle do ciclo celular, particularmente a isoforma 55k operando na fase G1. No
entanto, a participacdo de CDK9 nesses mecanismos nao exclui uma atuagdo em

outras vias. Nesse sentido, a interagdo entre a isoforma 55k e o dimero Ku 70/80
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(descrita por LIU e colaboradores [2010]) e a putativa interagédo entre a isoforma 55k
e PTIP (WOODS et al., 2012), sugerem um papel em mecanismos de reparo do DNA
através da via de NHEJ.

Para investigar o possivel papel da isoforma 55k na via de NHEJ, avaliamos a
interacéo entre CDK9 e PTIP, tanto por rotinas de GST-pulldown, quanto por rotinas
de coimunoprecipitacdo. Os ensaios de GST-pulldown mostraram que as duas
isoformas interagem de maneira irrestrita com todos os tBRCTs de PTIP (Figura
5.12B). Consideramos a possibilidade de que uma eventual seletividade da interacao
dependesse de outros elementos na cadeia de PTIP.

Como a interacéo entre 53BP1 e PTIP depende dos dois tBRCTs localizados na
regido C-terminal de PTIP (Figura 5.12A, tBRCT C1 e C2) (Munoz et al, 2007),
analisamos a interacdo de proteinas produzidas de forma ectopica CDK9 FLAG 42k
ou CDK9 FLAG 55k e a proteina PTIP constitutiva. Nesse contexto, resultados iniciais
sugerem que interacdo ocorra exclusivamente entre a isoforma 55k e PTIP (Figura
5.13). A auséncia de interacdo entre a isoforma 42k e PTIP corrobora dados da
literatura, que mostram a participacao da isoforma 42k restrita a0 mecanismo de HR,
através de sua interacdo com as proteinas BRCA1 e BARD1 (NEPOMUCENO et al.,
2017a).

Tendo em vista que proteinas envolvidas em vias de RDD podem apresentar
alteracdes mediante dano ao DNA, avaliamos 0s niveis proteicos e a localizagédo
celular das isoformas 42k e 55k em células expostas a radiacdo ionizante. O aumento
dos niveis proteicos de CDK9 mediante danos ao DNA indicam que, assim como as
vias de controle de ciclo celular, os mecanismos de RDD regulam os niveis proteicos
de CDK9 - sendo o aumento dos niveis proteicos da isoforma 55k mais evidente
(Figura 5.14). Em conjunto, os dados de ciclo celular e de interagdo sugerem a
participacéo da isoforma 55k em mecanismos de RDD, possivelmente na via de NHEJ.

Mediante dano ao DNA, somente a isoforma 42k apresenta o fendtipo de
formacéao de focos (corroborando dados da literatura [Nepomuceno et al, 2017]). Apos
dano ao DNA, a isoforma 55k mantém sua localizacéo nuclear difusa; naturalmente,
ISSO ndo exclui sua participagdo em mecanismos de RDD, mas denota um
comportamento em contraponto ao da isoforma 42k (Figura 5.15).

Quando investigamos o impacto das isoformas 42k e 55k na via de NHEJ,
através da avaliacdo dos focos de 53BP1, as analises das microscopias mostraram
gue a isoforma 55k promove um aumento do numero de focos de 53BP1, que nao

ocorre com a isoforma 42k (Figura 5.15 e 5.16A). Curiosamente, tanto a
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superexpressao de CDK9 42k quanto de 55k aumentaram tanto o tamanho como a
quantidade dos corpos nucleares de 53BP1 (Figura 5.16B e C).

Como a proteina 53BP1 é o principal regulador da via de NHEJ, favorecendo o
reparo por essa via e inibindo a via de HR (SCULLY et al., 2019), € razoavel inferir
gue modificagdes no padrao de focos de 53BP1 resultem na alteragdo da eficiéncia
da via de NHEJ em uma extensédo semelhante. Dessa forma, poderiamos especular
gue a isoforma 55k aumenta eficiéncia do reparo por NHEJ, enquanto a isoforma 42k
nao influencia a via de NHEJ (corroborando dados da literatura, Nepomuceno et al
2017). Para tanto, € necessario determinar o efetivo impacto da reconstituicdo das
isoformas 42k e 55k, em células deficientes (MCF7 shCDK?9), na eficiéncia das vias
de NHEJ e HR.

Apesar da consisténcia dos fenétipos observados para as isoformas 42k e 55k,
a superexpressao de CDK9 pode alterar a homeostase celular, amplificando eventos
menores ou gerando artefatos. Por isso, os fenotipos observados na dindmica do ciclo
celular e formacéo de focos de 53BP1, também deveriam ser avaliados em células
seletivamente deficientes para as isoformas de CDK9, por exemplo, em populagdes
genomicamente editadas através de rotinas CRISPR/Cas-9.

A caracterizacdo do papel da isoforma 55k sugere sua participacdo tanto na
regulacdo da fase G1 do ciclo celular quanto em vias de RDD. Investigar se esses
eventos sdo associados ou independentes aumenta a compreensao da correlagao
entre mecanismos de regulacao das vias de reparo ao dano no DNA e o controle do

ciclo celular.
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7 Conclusoes

Neste trabalho, mostramos que, diferente da isoforma CDK9 42k, os niveis
proteicos da CDK9 55k séo regulados ao longo do ciclo celular, prevalecendo na fase
G1. Demonstramos também, que a regulagéo da expressdo de CDK9 55k apresenta
o mesmo perfil ciclo dependente dos niveis proteicos, com aumento na populagdo em
G1 e diminuicdo com a progressao do ciclo celular.

Nossos resultados indicam que CDK9 promove alteracdes nos mecanismos de
controle do ciclo celular. Sugerindo que, em resposta a danos no DNA, a isoforma
CDKO9 42k prejudica o arresto de células em G1, promovendo a progresséao de células
para S, em contraponto a isoforma CDK9 55k, que promove o acumulo de células em
G1.

Demonstramos também que a interagdo entre PTIP e CDK9 é restrita a isoforma
55k. E, mediante dano ao DNA, ocorre o aumento dos niveis proteicos da CDK9,
particularmente de CDK9 55k.

Mostramos que CDK9 55k promove o aumento do numero de focos de 53BP1
apos dano ao DNA, diferente do comportamento da isoforma CDK9 42k. E que,
enquanto CDK9 55k mantém sua localizacdo nuclear difusa, a CDK9 42k apresenta o
fendtipo de formacéo de focos.

Coletivamente, nossos dados sugerem uma relacdo reciproca de regulacdo
entre os niveis da CDK9 55k e o ciclo celular. E que CDK9 55k participa das vias de
RDD influenciando a via de NHEJ.
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