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Resumo

Durante a progressao do cancer colo-retal, alguns eventos sao cruciais para iniciar o
processo metastatico. Estes eventos envolvem a desorganizacdo dos contatos
célula-célula, aumento da motilidade e invasividade celular, os quais fazem parte de
um programa morfogenético conhecido como transicao epitélio-mesenquimal (TEM).
A adesao célula-célula é controlada por um sistema de proteinas de membrana,
conhecido como complexo juncional apical, o qual é formado pelas jungoes tight e
aderentes. A glicoproteina transmembrana E-caderina é a principal proteina das
juncdes aderentes e desempenha um importante papel na regulacdo da organizacéao
e manutencao da adesao célula-célula, e de sinais intracelulares que medeiam a
proliferacdo e motilidade celular. No entanto, os mecanismos celulares e
moleculares que regulam a desorganizacao das juncdes aderentes mediada pela E-
caderina, no cancer colo-retal, ainda nao estdo definidos. No presente estudo
usando uma linhagem celular de cancer de célon humano, Caco-2, foram avaliadas
as vias de sinalizacado envolvidas na perda de adesao célula-célula mediada pela E-
caderina e aumento do potencial migratério causado por TPA e EGF, assim como o
envolvimento da Na*/K*-ATPase na desorganizacdo das jungdes aderentes induzida
pela ouabaina. Nossos resultados mostraram que os tratamentos com 200 nM de
TPA e 100 ng/mL de EGF causaram desorganizacao das juncées aderentes, e este
evento foi modulado de forma diferencial pelas proteinas ERK1/2 e Src. A proteina
ERK1/2 participando da modulacdo nos periodos iniciais dos tratamentos e a
proteina Src atuando em resposta tardia. Além disso, o tratamento com estes
agentes induziu um aumento da motilidade celular, sendo este efeito revertido pelo
tratamento com o inibidor de Src, o PP1. Por outro lado, o tratamento com 10 e 100
uM de ouabaina também causou alterac6es morfoldgicas das juncdes aderentes e
redistribuicdo da E-caderina. Este efeito parece ser modulado pela proteina ERK1/2,
considerando o aumento da atividade desta proteina analisado em paralelo.
Adicionalmente, foi observado que a ouabaina causou redug¢do dos niveis protéicos
da subunidade B1 da Na*/K*-ATPase e um aparente acuUmulo citoplasmatico da B-
mas nao da o-catenina. Em conclusdo, nossos resultados indicam que a
desorganizacdao da adesdo célula-célula mediada pela E-caderina, provocada por
TPA e EGF, pode ser modulada inicialmente por ERK1/2 e posteriormente pela Src,
sendo esta ultima também responsavel pelo aumento da motilidade celular. E, além
disso, 0s experimentos com ouabaina mostraram um papel importante da
subunidade B1 da Na*/K*-ATPase na desorganizagdo das juncdes aderentes e da
proteina ERK1/2 como moduladora deste evento. Nossos resultados podem
contribuir para o entendimento dos mecanismos que medeiam a desorganizacao dos
contatos célula-célula mediado pela E-caderina e, de forma geral, da progressao do
carcinoma colo-retal.

Palavras-chave: Neoplasias Colorretais. Jungcdes Aderentes. Caderinas. ATPase
Trocadora de Sodio-Potassio. Quinases da Familia Src. Quinases Reguladas por
Sinal Extracelular.



Abstract

During tumor development, some events are crucial to trigger the metastatic process.
These events involve the disassembly of cell-cell contacts, increase of cell motility
and invasivity, which are part of a morphogenetic program called epithelial
mesenchymal transition (EMT). The cell-cell adhesion is controlled by a system of
membrane proteins, known as the apical junctional complex, which is constituted for
tight and adherent junctions. The transmembrane glycoprotein E-cadherin is the main
adherens junction protein that plays a critical role in the organization and
maintenance of cell-cell adhesion, and regulates intracellular signals to mediate cell
proliferation and motility. Nevertheless, the cellular and molecular mechanisms that
regulate the disassembly of the E-cadherin-mediated adherens junction in colorectal
cancer, remain to be defined. In present study, using a human colon cancer cell line,
Caco-2, we evaluate cell signaling pathways involved with the disassembly of E-
cadherin-mediated cell-cell adhesion and the migratory potential caused by TPA and
EGF. Furthermore, the roles of Na'/K*-ATPase on the adherens junction disassembly
caused by ouabain, as well as cellular events involved also were analyzed. Our
results show that treatment with 200 nM TPA and 100 ng/mL EGF caused adherens
junction disruption in an event differentially modulated by ERK1/2 and Src proteins.
ERK1/2 protein modulates adherens junction disassembly in early periods of
treatment whereas Src protein in a later response. Besides, treatment with these
agents induced an increase of cell motility, a process modulated by Src. On the
other hand, treatment with 10 and 100 uM ouabain also caused morphological
alterations of adherens junction and E-cadherin redistribution, and these events
seem to be modulated by ERK1/2, considering the increased activity of this protein
analyzed in parallel. Additionally, we observed reduction of protein levels of the
Na*/K*-ATPase B1-subunit and apparent accumulation of B-catenin, but not a-catenin
at the cytoplasm, after treatment with ouabain. In conclusion, our results indicate that
disassembly of E-cadherin-mediated cell-cell adhesion, promoted by TPA and EGF
may be initially modulated by ERK1/2 and subsequently by Src. This later protein
was also responsible by regulate the increase of cell motility induced by these
agents. Furthermore, we showed that ouabain induces adherens junction
disassembly concomitantly to decreasing protein levels of the Na*/K*-ATPase B1-
subunit, and these events may be modulated by ERK1/2. Our findings may contribute
for the understanding of mechanisms that mediate disassembly of E-cadherin-
mediated cell-cell contacts and of a general manner on the progression of colorectal
carcinoma.

Key words: Colorectal Neoplasias. Adherens Junction. Cadherins. kinases of the Src
Family. Sodium-Potassium. Exchange ATPase. Extracellular Signal-Regulated
Kinases.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epitélio entérico

O tecido epitelial é constituido, geralmente, por células justapostas com
pouca substancia extracelular. Estas podem apresentar formas variadas (cilindrica,
cubica ou pavimentosa) e, de acordo com tipo de agregacao, formar camadas
celulares simples, estratificadas ou pseudoestratificadas. O tecido epitelial
desempenha uma importante funcdo no revestimento da superficie externa e
cavidades corporais (Casasco et al, 2007). A camada epitelial externa que reveste o
intestino e separa o interior do meio externo recebe o nome de mucosa. Nos
humanos, o intestino é dividido em duas por¢des: uma porgcdo anterior (intestino
delgado) e uma por¢ao posterior (intestino grosso).

O intestino grosso é subdividido em ceco, co6lon, sigméide, reto e anus.
O célon apresenta uma superficie plana com numerosas criptas, tendo como
principais funcdes a reabsorcao de eletrélitos e agua presentes em seu lumem. A
mucosa colénica necessita de uma renovacao constante devido ao continuo
estresse fisico que é submetida. A substituicdo dessas células é feita através da
diferenciacdo de células-tronco presentes na base das criptas: elas proliferam a
medida que migram para a parte superior da cripta e se diferenciam totalmente
quando atingem a superficie do epitélio (Fig. 1). Essa capacidade regenerativa €
fundamental para manutencdo da homeostase intestinal, prevenindo o desgaste
provocado pelo fluxo do lumen entérico (Sancho et al, 2004; Peifer, 2002). Este
processo é finamente controlado e qualquer desregulagédo pode levar a formagéo de
poélipos intestinais, podendo progredir para o desenvolvimento do cancer intestinal.
Neste contexto, o complexo juncional apical, estrutura responsavel pela manutencéao
da adeséao célula-célula em epitélios, desempenha um papel importante.
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Figura 1: Representacdao esquematica da estrutura do intestino grosso. Células-tronco,
presentes na parte inferior da cripta, ocasionalmente geram células progenitoras que proliferam e
migram para a regido superior da cripta. Assim que estas param de proliferar, se diferenciam,
renovando a mucosa entérica (Adaptada de Sancho et al, 2004).

1.2 O complexo juncional apical

O epitélio apresenta uma forte adesao intercelular, sendo essa caracteristica
tissular mantida pelo complexo juncional. O complexo juncional é constituido por

estruturas de membrana especializadas que regulam a adesao célula-célula, sendo



essencial para morfologia e funcédo epitelial. Essas estruturas protéicas adesivas
(Fig. 2) sdo conhecidas como jungdes ocludentes (ou tight), jungbes aderentes e
desmossomos (Rodriguez-Boulan et al, 2005). Elas se conectam ao citoesqueleto
(jungbes aderentes e tight se conectam a microfilamentos, e desmossomos a

filamentos intermediarios), estabilizando a adesao célula-célula (Braga, 2002).
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Figura 2: Modelo esquematico do complexo juncional. O esquema mostra a localizacdo das
juncdes tight e aderentes e desmossomos, assim como os diferentes componentes moleculares
destas estruturas (modificado de Thiery & Sleeman, 2006).



Conceitos atuais na literatura utilizam o termo “complexo juncional
apical” para denominar a estrutura composta pelas jung¢des tight e aderentes, e
definir este complexo como responsavel pela manutencdo da adesao célula-célula
em epitélios (Hartsock & Nelson, 2008). Este complexo atua na determinacado da
polaridade celular, delimitando dois tipos de dominio de membrana, o apical e o
basolateral, que apresentam composicdes lipidicas e protéicas distintas. A
distribuicao assimétrica das proteinas de membrana no intestino permite regular dois
tipos de transportes, que sao responsaveis pela passagem do contedudo luminal
através da barreira do epitélio: o transporte transcelular e o transporte paracelular
(Fig. 3). O transporte transcelular ocorre por dentro da célula, onde atravessa a
superficie celular, passa pelo citoplasma e alcanca a parte basal da célula. Este tipo
de transporte desempenha um papel importante na absorcdo de nutrientes, como
monossacarideos, devido a presenca de transportadores protéicos no dominio apical
da membrana plasmatica. A via paracelular ocorre entre células adjacentes, sendo
regulada pelas juncdes tight. Este tipo de juncdo pode ter sua estrutura
momentaneamente alterada para aumentar o fluxo paracelular de agua e solutos,
uma funcao importante para a absorcdo de nutrientes presentes no Ilimen entérico
(Miyoshi & Takai, 2008).

Dados recentes na literatura vém mostrando que os componentes do
complexo juncional apical podem ainda atuar como reguladores de vias de
sinalizacdo. Estas vias podem modular varios eventos fisiolégicos, como o
remodelamento do citoesqueleto de actina, aumentando o potencial migratério das
células, ou promover a ativacado da proliferagdo celular (Nelson, 2008; Laprise et al,
2004).
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Figura 3: Vias de transporte paracelular e transcelular. Estas vias controlam a passagem de
fluidos e solutos do lumen para o intersticio. A figura mostra que o fluxo paracelular € menor no
intestino quando comparado com o mesmo fluxo do tdbulo proximal do epitélio renal, especializado
na absorgao de fluidos e eletrdlitos. JT, juncao tight (modificada de Miyoshi & Takai, 2005).

1.2.1 Juncoées ocludentes (ou tight)

A juncao ocludente ou tight esta presente na regiao superior do
complexo juncional apical, no epitélio de vertebrados. Desempenha um papel muito
importante na modulacdo do fluxo paracelular, atuando como uma barreira
semipermeavel que regula a passagem de ions, solutos e agua. Possui também uma
funcdo conhecida como “cerca” que atua na determinacdo da polaridade celular,
discriminando um dominio apical e um dominio basolateral, os quais apresentam
composigao lipidica e protéica distintas, refletindo diferengas de funcionalidade entre
essas regidoes. Em nivel molecular, as proteinas que constituem a juncao tight
participam de diversas vias de sinalizacdo, que atuam na regulacdo dos mais
variados processos celulares, como proliferacao e diferenciacdo (Fig. 4A). Estudos
recentes tém relatado dois tipos de jungao tight. a) a juncao tight bicelular (bJT), que
se apresenta como pontos de anastomose entre membranas plasmaticas de duas
células adjacentes, quando observada por microscopia eletrénica; e b) a juncao tight

tricelular (tJT), que se apresenta como pontos de contato entre trés células, sendo



formada por trés pares de elementos de selagem centrais (Fig. 4B). Estes dois tipos
de juncoes tight (JT) desempenham um importante papel na selagem do espaco
intercelular (Cereijido et al, 2008; Chiba et al, 2008; lkenouchi et al, 2005). As JTs
sao constituidas por proteinas integrais de membrana, como a molécula de adesao
juncional (JAM), ocludina, claudina e tricelulina, e por proteinas scaffold
responsaveis pela associacdo da JT ao citoesqueleto, como as proteinas zonula
occludens (Z0), ZO-1, -2 e -3, e ainda por complexos protéicos citoplasmaticos que
atuam na construcdo e manutencao da polaridade celular, como PAR6/PAR3/aPKC
e CRB/PALS/PATJ (Fig. 4C).

As JAMs sao glicoproteinas que pertencem a superfamilia das
imunoglobulinas. Elas possuem dois dominios extracelulares caracteristicos de
imunoglobulinas, uma regido transmembrana e um dominio C-terminal
citoplasmatico. Sdo proteinas transmembrana de uma passagem e sao subdivididas
em JAM-A, -B, -C, CAR, ESAM e JAM4. Essas proteinas participam da adeséao
celular, interagindo com seus dominios extracelulares de maneira homofilica ou
heterofilica, atuando na adesao célula-célula e célula-matriz, através da ligacao com
as subunidades B1 e B2 da integrina. As JAMs também participam da formacéo da
polaridade apico-basolateral, além de estarem envolvidas na fungédo de barreira da
juncao tight (Chiba et al, 2008; Rehder et al, 2006).

A ocludina é uma proteina que apresenta quatro passagens pela
membrana, dois loops extracelulares e os dominios C- e N-terminal intracelulares.
Foram as primeiras proteinas integrais de membrana a serem identificadas nas JTs
(Feldman et al, 2005). Estudos tém revelado a atuacao da ocludina em diferentes
eventos celulares relacionados a carcinogénese. Por exemplo, Barrios-Rodiles e
colaboradores (2005) relataram que a ocludina interage com o Receptor | de TGF-
(TBR-I), regulando a desorganizacao das juncoes tight induzida por TGF-B, durante
a transicao epitélio-mesenquimal (TEM). Experimentos usando hepatécitos de
camundongos deficientes para ocludina mostraram que essa proteina inibe a
apoptose através da ativagcdo das vias MAPK e Akt (Murata et al, 2005),
demonstrando seu papel na sinalizagéo celular, além da sua atuagdo como molécula

de adesao.
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Figura 4: Estrutura e composicdo molecular das juncdes tight. O esquema mostra as diferentes
funcbes desempenhadas pela juncao tight (A), a estrutura da juncgéo tight tricelular (B), e a arquitetura
molecular da juncéo tight bicelular (C). Adaptado de Chiba et al, 2008 e Ikenouchi et al, 2005.



As claudinas compreendem uma familia de proteinas com cerca de 24
membros em humanos. Possuem quatro passagens pela membrana, dois loops
extracelulares e os dominios C- e N-terminal intracelulares, no entanto sem
nenhuma similaridade com a ocludina. Alteracbes nos niveis de expressao das
claudinas podem causar perturbacées na funcionalidade de barreira paracelular e
promover também o potencial tumorigénico. Estudos feitos por nosso Grupo (Oliveira
et al, 2005), demonstraram que as claudina-1, -3 e -4 estdo superexpressas em
cancer de célon. Tem sido relatado ainda, que em células de cancer de ovario as
claudina-3 e -4 sao fosforiladas pelas proteinas quinases A (PKA) e C (PKC),
respectivamente, levando a um deslocamento destas proteinas da membrana para o
citosol, promovendo um aumento da permeabilidade paracelular (D’Souza et al,
2005). Uma revisao detalhada sobre a expressao diferencial em diferentes tipos de
cancer epitelial e a importancia dessas proteinas como potenciais alvos terapéuticos
no cancer colo-retal foi recentemente discutida por Oliveira & Morgado-Diaz (2007).

As tricelulinas sao proteinas que possuem quatro passagens pela
membrana. Elas se orientam de maneira vertical nas fitas de juncao tight presentes
nos contatos tricelulares. Possuem cerca de 32% de similaridade com o dominio C-
terminal da ocludina. Ikenouchi e colaboradores (2005) tém relatado a atuacao do
repressor transcricional Snail na reducdo da expressado da tricelulina em células
Eph4. Ainda recentemente, foi mostrado que em células MDCKII, a perda da
expressao da ocludina resultava na localizacao da tricelulina na bJT (Ikenouchi et al,
2008).

As proteinas ZOs (ZO-1, -2 e -3) fazem parte da familia de proteinas
guanilato quinase associadas a membrana (MAGUK), possuem dominios PDZ que
permitem a interacdo com as proteinas integrais de membrana da juncéo tight, como
JAM, ocludina e claudina, e atuam na ligacdo destas proteinas ao citoesqueleto
(Gonzalez-Mariscal et al, 2008). Dados experimentais publicados por Saito e
colaboradores (2008), usando células MEF, tém sugerido que ZO-1/-2 atuam como
proteinas scaffold da quinase reguladora do c-terminal da Src (Csk), recrutando-a
para ser inativada, um evento regulado por uma via sinalizacdo mediada pela
proteina Src. A ZO-2 pode participar também da regulacao do ciclo celular, atuando
na repressao transcricional da ciclina D1, como visto em cultura de células MDCK
(Huerta et al, 2007).



Os complexos protéicos citoplasmaticos PAR6/PAR3/aPKC e
CRB/PALS/PATJ séao responsaveis pela formagao da jungao tight e a polarizagao
epitelial. Durante a formacao da adesao célula-célula, a interacao entre as proteinas
E-caderinas de células adjacentes leva a associacido das proteinas citoplasmaticas
PAR6 e aPKC, que posteriormente interagem com PAR3. Quando o complexo
PAR6/PAR3/aPKC esta formado, a proteina CRB3 pode interagir com aPKC ou
PARG6, promovendo a diferenciacdo de um complexo juncional prematuro para um
maduro. A CRB3 se associa com a proteina PATJ através da PALS1, formando o
complexo CRB3/PALS1/PATJ. PATJ interage com proteinas da familia ZO, atuando
dessa forma na estabilizagdo da juncao tight (Assémat et al, 2008). Trabalhos tém
relatado a importancia da sinalizacdo da aPKC, e consequentemente da formacao
do complexo PAR6/PAR3/aPKC, na organizacdo da juncéo tight (Gopalakrishnan et
al, 2007; Standaert et al, 1999) e a participacao do complexo CRB3/PALS1/PATJ na
biogénese da polaridade epitelial (Michel et al, 2005; Shin et al, 2005).

1.2.2 Jung¢oées aderentes

A juncao aderente (JA) esta presente no complexo juncional apical logo
abaixo da juncao tight. Desempenha um papel crucial na formagdo da adesao
célula-célula, além de atuar em diversas vias de sinalizagao intracelular, podendo
regular variados eventos, como o estabelecimento da polaridade apico-basolateral,
migracao e proliferagéo celular. Em nivel molecular, as JAs podem ser subdivididas
em dois tipos de complexos de adesao: o complexo nectina/afadina e o complexo E-
caderina/catenina (Niessen & Gottardi, 2008). Ambos complexos se associam ao
citoesqueleto de actina, estabilizando a juncdo aderente (Fig. 5).

As nectinas fazem parte da familia de imunoglobulinas de moléculas de
adesdo. Estas proteinas compreendem principalmente quatro membros: nectina-1, -
2, -3 e -4. Apresentam um dominio extracelular contendo trés regides caracteristicas
de imunoglobulinas e um dominio C-terminal citoplasmatico que geralmente possui
um motivo de ligagdo PDZ. As nectinas podem se associar lateralmente, formando
homodimeros. A formacao de estruturas adesivas entre células adjacentes pode ser
feita através da interagdo entre nectinas (interagdo homotipica) ou entre nectinas e
receptores similares a nectinas (interacao heterotipica). Na porcao citoplasmatica,
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interage com a proteina afadina (também chamada de AF-6), responsavel pela
ligacdo deste complexo de adesdo ao citoesqueleto de actina (Niessen, 2007). As
nectinas parecem atuar de maneira crucial no recrutamento de proteinas para
formacdo das juncdes tight e aderentes, como relatado por Okamoto e
colaboradores (2005). Estudos tém mostrado que a reducdo da expressdao de
nectina-1a esta associada ao aumento do potencial maligno em queratinécitos
(Matsushima et al, 2003) e que a superexpressao dela esta associada a formacao da

juncao aderente em células de cancer gastrico (Peng et al, 2002).
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Figura 5: Modelo mostrando os constituintes moleculares da juncdo aderente. O esquema
mostra também a associagdo do complexo E-caderina/catenina e nectina/afadina aos filamentos de
actina citoplasméticos. (Modificado de Niessen, 2007).
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As caderinas pertencem a uma superfamilia de moléculas de adesao
dependentes de célcio, sendo dividida em seis subfamilias: caderinas classicas do
tipo | e do tipo Il, caderinas desmossomais, caderinas transmembrana de sete
passagens, grandes caderinas e protocaderinas (Stemmler, 2008). A E-caderina,
integrante da subfamilia de caderinas classicas do tipo |, é a principal proteina
transmembrana presente na juncdo aderente de células epiteliais. A E-caderina
possui cinco dominios extracelulares repetitivos (conhecidos como EC, do inglés
Extracellular Cadherin), um dominio proximo a membrana (conhecido como JMD, do
inglés juxtamembrane domain) e um dominio de ligacao a catenina (conhecido como
CBD, do inglés catenin binding domains), representados na figura 6 (Hartsock &
Nelson, 2008).

E-caderina

N|  Dominios EC 15 CcBD lC

B-catenina A e e e e e e
pl20-catenina  ssckmeemeasamaeasaas

Hakal e e e e T

Figura 6: Esquema da estrutura da E-caderina. Esse esquema mostra os dominios extracelulares
repetitivos (EC), o dominio préximo a membrana (JMD) e o dominio de ligacéo a catenina (CBD). TM
representa a regido de passagem pela membrana. Os asteriscos representam as regides que ja
foram demonstradas por interagir com as respectivas proteinas descritas no lado esquerdo. Adaptado
de Hartsock & Nelson, 2008.

Assim como as nectinas, as E-caderinas também se associam
lateralmente, formando homodimeros. Os dominios EC s&o responsaveis pela
interacdo de E-caderinas de células adjacentes, a qual € dependente de célcio,
atuando na manutencdo da funcdo de adesdo intercelular. Os dominios
intracelulares, JMD e CBD, permitem a interacao da E-caderina com as proteinas da
familia catenina.

As cateninas compreendem uma familia de proteinas composta por
trés membros principais: o-, B- e p120-catenina. A p120-catenina se associa ao
dominio JMD da E-caderina, sendo responsavel pela regulacéo local dos filamentos

de actina e estabilidade do complexo caderina-catenina (Pokutta & Weis, 2007). A B-
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catenina se liga ao dominio CBD de E-caderina, além de interagir com a a-catenina.
Embora tenha sido demonstrado que a-catenina ndo interage simultaneamente com
filamentos de actina e B-catenina (Nelson, 2008), tem sido proposto que monémeros
de a-catenina, ligados a B-catenina, podem interagir com diversas proteinas (como
vinculina, a-actinina, ZO-1 e EPLIN), que estariam atuando no ancoramento do
complexo caderina-catenina ao citoesqueleto de actina (Abe & Takeichi, 2008;
Stemmler, 2008).

A desorganizacdo do complexo E-caderina/catenina tem sido
associada a eventos que desencadeiam o processo tumorigénico. Dessa forma, sua
correta regulacdo atua de maneira crucial para modular processos fisiol6égicos
variados, tais como apoptose, proliferacao e motilidade celular.

1.2.2.1 E-caderina e cancer

A adesado célula-célula desempenha um importante papel na
manutencao da homeostase do tecido epitelial. A ocorréncia de desorganiza¢ao do
complexo juncional apical influencia no desenvolvimento da carcinogénese epitelial.
Durante o processo de formacao de carcinomas, a ocorréncia de desestabilizacao
da juncao aderente é observada, tendo como principal indicio a expressao diminuida
da E-caderina (Gloushankova, 2008) ou sua translocacdo da membrana plasmatica
para o citoplasma.

A diminuicdo da expressado da E-caderina pode amplificar também a
resposta da via candnica Wnt, a qual esta envolvida com a estabilizagdo do pool
citoplasmatico de B-catenina. Desta forma, a B-catenina pode se translocar para o
nacleo, podendo assim ativar fatores transcricionais da familia Tcf, induzindo
diversos eventos relacionados ao processo tumorigénico, tais como aumento da
proliferacao celular, escape da apoptose e aumento do potencial invasivo (Jeanes et
al, 2008; Fuchs et al, 2005).

A desorganizacdo da adesdo célula-célula pode ser mediada por
diversos fatores. Por exemplo, um estudo tem mostrado que a desestabilizacdo da
juncdo aderente pode ser regulada por uma via de sinalizagdo envolvendo

endocitose da E-caderina. Este mecanismo é regulado pela proteina clatrina e pode



13

ser prevenido pela p120-catenina (Yap et al, 2007), mantendo a sua localizacdo na
membrana, onde ela pode desempenhar sua funcédo na juncao aderente.

Na progressdo de alguns carcinomas também pode ser observada a
clivagem do dominio extracelular da E-caderina, resultando na E-caderina soluvel
(sE-cad) e na liberacdo do dominio intracelular para o citoplasma. Algumas
metaloproteases, tais como MMP-3, -7 e -9, tém sido descritas atuando nesse
processo de clivagem. Subsequentemente, a sE-cad pode atuar de maneira
paracrina, se associando ao dominio extracelular da E-caderina de células
adjacentes e levando a uma desorganizacdo da juncdo aderente. J& o dominio
intracelular, pode ser translocado para o nucleo e ativar genes relacionados com o
processo tumorigénico, como ciclina D1, AP-1 e STAT1/STAT2 (Salahshor et al,
2007; Symowicz et al, 2007; li et al, 2006). No céancer colo-retal, a redugdo da
expressdo da E-caderina indica um mal prognéstico, sendo correlacionada com o
aumento da invasividade tumoral, desenvolvimento de sitios metastaticos e uma
menor taxa de sobrevida (Kwak et al, 2007).

Em um estudo usando o modelo classico de deplecido do calcio
extracelular, foi mostrado uma interrelacdo de vias de sinalizacdo celular,
envolvendo PKA e GTPases da familia Rho, para regular de forma
concomitantemente a organizacdo do citoesqueleto de actina e das juncdes
intercelulares, onde a E-caderina cumpre papel importante. Além disso, neste estudo
postulou-se que apds a deplecdo do calcio extracelular, acontece a formacao de
lamelipddios, um evento crucial para a malignizacao celular (Leve et al, 2008).

Eventos epigenéticos também estdo envolvidos na diminuicdo da
expressdo da E-caderina durante a progressao tumoral. A hipermetilacdo de uma
ilha CpG, préxima a regido promotora do gene E-caderina, tem sido associada a
reducdo de sua expressdao em carcinomas de mama, préstata e colo-retal. Agentes
desmetilantes vém sendo usados para confirmar a associacdo desse evento com o
processo de aumento do potencial maligno. Por exemplo, a utilizacdo do 5-aza-2-
deoxicitidina (5AzaC) provocou um aumento da agregacao celular, diminuicao da
motilidade e supressao de metastase em células de cancer de mama (Van Roy &
Berx, 2008). Recentemente, também foi relatado por Liu e colaboradores (2008) que
a deacetilacdo da lisina 9 da histona H3 levava a diminuicdo da expressao da E-

caderina em cancer colo-retal.
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Para modular a estrutura e funcao das proteinas das juncdes aderentes
€ necessario um mecanismo de regulacao finamente controlado, que responda aos
mais variados estimulos celulares. Essa regulacao é desempenhada por proteinas
que formam uma intrincada rede de comunicacgao, através de eventos moleculares,

conhecida como via de sinalizagao.

1.3 Sinalizacao celular e tumorigénese epitelial

Nos organismos multicelulares, a comunicagao intercelular e entre as
células e o meio externo atua de maneira crucial no controle da fisiologia celular.
Através desses mecanismos, uma célula pode induzir o crescimento, morte,
proliferacdo e varios eventos intracelulares. A molécula sinal atua como principal
componente desse processo, possibilitando a modulacdo das mais variadas
proteinas intracelulares e consequentemente modulando as fungdes que estas
desempenham. As moléculas sinal (também conhecidas como sensores) ativam
proteinas presentes nas vias de sinalizacao intracelular (também conhecidas como
aceptores), as quais atuam na transducao de sinal até as proteinas alvo (efetores),
responsaveis pelo controle do comportamento celular (Liberali et al, 2008). Dentre as
moléculas sinal podemos encontrar citocinas, quimiocinas, ions, fatores de
crescimento e hormoénios. As proteinas de sinalizagao intracelular possuem um
importante papel, pois atuam na mediacdo da transducdo de sinal externo até as
proteinas ou genes alvo, atuando numa intrincada rede de sinalizacédo celular, que
leva ao desencadeamento de um fendtipo especifico, como mostrado na figura 7.
Diversas vias de sinalizacdo estao relacionadas com o processo tumorigénico.
Dentre essas, podemos destacar aquelas relacionadas com as proteinas quinases e

com os transportadores ibnicos.
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Figura 7: Rede de sinalizacao celular. O esquema é um exemplo de vias de sinalizagdo mostrando
as principais vias de transdugéo de sinal envolvidas na proliferagédo celular, apoptose e angiogénese.
Alteragbes em componentes dessas vias podem desencadear o processo tumorigénico. Modificado
de Hornberg et al, 2006.

1.3.1 Proteinas quinases

As proteinas quinases sdo enzimas que atuam na modificacdo pos-
traducional de proteinas, catalisando a transferéncia de um radical fosfato do
nucleotideo adenosina trifosfato (ATP) para residuos de aminoacidos especificos,
processo conhecido como fosforilacdo. As principais proteinas quinases sdo aquelas
que fosforilam residuos serina/treonina ou tirosina. Variados tipos de proteinas
pertencentes a estes dois grupos de quinases participam da modulacdo da adesao
célula-célula.

A familia da proteina quinase C (PKC) compreende serina/treonina
quinases que podem ser subdivididas em 3 grupos: as PKCs classicas (cPKC), as
PKCs novas (nPKC) e as PKCs atipicas (aPKC). Dentre elas, a ativacdo de aPKCs
pela proteina Cdc42 tem sido descrita como crucial para formacao das jungdes tight
e da polaridade epitelial. Foi relatado que a interagdo de nectinas com E-caderina
nos contatos célula-célula imaturos ativa a proteina Cdc42, que por sua vez interage
com o complexo PAR6-aPKC, induzindo ativacdo de aPKCs. Uma vez ativada,
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aPKC participa do estabelecimento da adesao célula-célula (Cereijido et al, 2008).
Em cancer gastrico, o fator de crescimento epidermal (EGF) tem sido associado com
a ativagdo de proteinas da familia PKC, levando a organizagdo da jungdes tight
devido a translocacao das proteinas ZO-1 e ocludina do citoplasma para os contatos
célula-célula (Yoshida et al, 2005). Por outro lado, proteinas da familia PKC também
podem estar envolvidas no processo de tumorigénese. Em cancer colo-retal, tem
sido descrita a participacao de proteinas da familia PKC e EGFR na desorganizacao
da adesdo célula-célula dependente de E-caderina (Barbosa et al, 2003). Além
disso, PKC esté envolvida na via PKC/ERK/NFKB, conhecida por induzir a expressao
de fosfolipase D1 (PLD1), levando ao escape da apoptose e aumento do potencial
invasivo em células de cancer de célon (Kang et al, 2008). Recentemente, foi
demonstrado por Tanaka e colaboradores (2008) que proteinas da familia PKC
estdo envolvidas na desorganizagdo do complexo juncional apical causada pela
prostaglandina E2 (PGE,), através de um evento que requer a participacdo dos
receptores EP1 e EP2 e a proteina claudina-1, em células de adenocarcinoma de
c6lon humano.

A familia de receptores ErbB €& constituida por proteinas tirosina
quinase transmembrana que atuam na transmissado de sinais extracelulares para o
citoplasma. Pode ser dividida em quatro subfamilias: EGFR, ErbB2, ErbB3 e ErbB4
(Lafky et al, 2008). A ativacao fisiologica desses receptores é dependente de
dimerizacao, homofilica ou heterofilica, entre os membros da familia, resultando na
fosforilagdo em residuos de tirosina. O EGFR tem sido associado a ativacao da via
de sinalizacdo PI3K-Akt, relacionada com sobrevivéncia celular, e da via Ras-
ERK1/2, que induz proliferacédo celular, ambos processos cruciais para o aumento do
potencial tumorigénico. Além disso, foi relatado que a ativacdo da via EGFR-Ras-
ERK1/2 pode levar ao aumento da motilidade celular em células epiteliais da cornea,
facilitando o processo de cicatrizagdao (Lyu et al, 2006), e pode também atuar no
aumento do potencial invasivo. O EGFR também pode se associar com a proteina E-
caderina presente na membrana plasmatica, prevenindo a dimerizacao do receptor e
a ativacdo das vias de sinalizacdo subsequentes, responsaveis pelo aumento da
migracao, proliferacao e sobrevivéncia celular (Bremm et al, 2008).
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1.3.1.1 Familia MAPK

A familia de proteinas quinases reguladas por mitdgenos (MAPK) sao
serina/treonina quinases que atuam na transducao de variados sinais extracelulares
até o nucleo, regulando processos como apoptose, migracao e proliferagéo celular.
As MAPKs podem ser divididas em 3 principais subgrupos: as c-Jun N-terminal
quinases (JNKs), as p-38 e as quinases reguladas por sinal extracelular, chamadas
de ERKs (Pimienta & Pascual, 2007). As JNKs possuem um papel ainda controverso
no processo tumorigénico. Em modelos de camundongos, por exemplo, foi relatado
que a perda da expressao de JNK1 causa diminuicdo da expressao de ciclina D e do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), levando a diminuicdo da
proliferacao de hepatdcitos e neovascularizagao tumoral, sendo um alvo terapéutico
atrativo para carcinomas hepaticos. Porém, trabalhos também relatam a participacao
da via JNK em processos pré-apoptoticos, em resposta a tratamentos
quimioterapicos. Entdo, a modulagdo da via JNK depende do contexto celular,
exibindo respostas variadas (Johnson & Nakamura, 2007). A p-38 tem sido
relacionada a mecanismos de resisténcia quimioterapica por induzir a expressao do
gene de resisténcia a multidrogas (MDR) em células de cancer gastrico (Guo et al,
2008). Além disso, foi relatada a participacado da via Src/Rac1/p-38 na ativacao da
proteina Akt, induzindo o processo de radioresisténcia em células de carcinoma
cervical (Kim et al, 2008). As proteinas da subfamilia ERK tém sido caracterizadas
como participantes da transducdo de sinais proliferativos. A classica ativacao de
ERK1/2, pela via EGFR/Ras/Raf/MEK, pode induzir a expressao de genes como AP-
1 que, por sua vez, induz a expressao de ciclina D, causando um aumento da
proliferacao celular. A ativagao sustentada de ERK1/2 também tem sido relacionada
ao aumento da motilidade celular e do potencial invasivo, aumentando
consequentemente o potencial metastatico, em variados tipos de carcinomas (Wu et
al, 2008).

1.3.1.2 Familia Src
A familia de tirosina quinase Src (SFK) pertence ao grupo de quinases

nao-receptores e reune oito membros divididos em duas subfamilias: a subfamilia

Src (Src, Yes, Fyn e Fgr) e a subfamilia Lyn (Lyn, Hck, Lck e Blk). Possuem uma
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regiao N-terminal (50 - 70 residuos de aminoacidos) que varia entre os membros da
familia (Fig. 8). Esta regido compreende um sitio de miristoilagdo ou palmitoilagéo,
seguido por um dominio de homologia a Src 3 (SH3), com aproximadamente 50
aminoacidos, que se associa a um motivo consenso rico em prolina (PXXP). Essa
regido esta associada com o dominio de homologia a Src 2 (SH2), constituido por
aproximadamente 100 aminodcidos, que pode interagir com o dominio quinase (ou
SH1), responsavel pela atividade enzimatica, presente na regiao C-terminal (Ingley,
2008).

Atividade basal Quinase ativada

Figura 8: Estrutura geral das quinases da familia Src mostrando suas configuracées inativa e
ativa. Note que na configuracdo de ativagdo basal ou inativa, 0 dominio SH2 interage com o residuo
fosforilado Tyr 530, presente no C-terminal. O dominio quinase (SH1) e o SH3 também interagem,
resultando numa estrutura molecular fechada. Ja na configuracdo ativa, a interacdo intramolecular
entre os dominio SH1 e SH3 é desfeita, resultando numa configuracdo molecular mais aberta, 0
residuo Tyr 530 é desfosforilado e ocorre também a fosforilagdo do residuo Tyr 419, induzindo a
atividade catalitica da enzima. M: Miristoilagdo; P: fosforilagdo. Adaptada de Yeatman, 2004.

As SFKs atuam na modulacdo de diversas vias de sinalizacao,
podendo regular eventos como crescimento celular, migragdo, sobrevivéncia e

invasdo. A desregulacdo da atividade dessas proteinas pode desencadear um
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processo carcinogénico. A proteina Src tem sido associada com a progressao do
cancer de colon devido a sua atuacdo na ativacdo da via PISK-Akt, a qual esta
relacionada com eventos de escape da apoptose e de aumento da proliferacao
celular (Chen, 2008). Além disso, um estudo mostrou que o aumento de expressao
da Src ou diminuicdo da expressao de tirosinas fosfatases, como a fosfatase com
dominio SH2 (SHP-2) e a fosfatase com uma sequéncia rica em prolina, glutamato,
serina e treonina (PTP-PEST), pode induzir a progressao do carcinoma colo-retal
através do aumento da migragao e invasao celular mediada pela proteina vilina, uma
proteina responsavel pela regulagao do citoesqueleto de actina (Mathew et al, 2008).
A formacédo de um complexo protéico envolvendo Src e a proteina quinase de
adesao focal (FAK) também tem sido associada com a formacédo de lamelipédios,
aumento da protedlise de componentes da matriz extracelular e aumento da
expressdao de VEGF, induzindo migracdo, invasao e angiogénese (Mitra &
Schlaepfer, 2006). Diversos estudos relacionaram a atividade de Src com a
desorganizacdo da juncdo aderente e desenvolvimento do cancer colo-retal.
Coluccia e colaboradores (2006), por exemplo, relataram que Src pode atuar na
fosforilagdo da proteina P-catenina, levando a desorganizacdo do complexo E-
caderina/catenina e ativacao da via B-catenina/Tcf4 em células de cancer colo-retal.
Porém, recentes estudos tém mostrado que a proteina Src pode desempenhar um
papel dubio na juncédo aderente, induzindo a sintese ou degradagédo da E-caderina,
dependendo do estimulo celular (Shindo et al, 2008). Mais estudos sao necessarios

para definir a funcao desta quinase no desenvolvimento do cancer colo-retal.

1.3.2 Transportadores i6nicos (Na*/K*-ATPase)

Os transportadores ibnicos fazem parte de uma superfamilia de
proteinas transportadoras com fungao ATPase, sendo subdividida em quatro grupos
principais, designados como tipo P, F, V e ABC. Essas proteinas se localizam em
membranas biologicas, hidrolisam ATP e transportam ao menos uma substancia
através de membranas biolégicas, via hidrélise de ATP.

Os transportadores do tipo P estdo envolvidos com o transporte de
diversos tipos de cations, como calcio, sodio, potassio e cobre, através de
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membranas biolégicas. Um dos membros mais estudados desse grupo é a Na*/K"-
ATPase (Pederson, 2007).

As Na'/K*-ATPases sdo transportadores transmembrana que atuam no
transporte de trés ions sodio para fora e dois ions potassio para dentro da célula,
gerando um gradiente de sodio e de potédssio através da membrana plasmética.
Consistem de heterodimeros protéicos constituidos por uma subunidade o
(responsavel pela atividade catalitica), uma subunidade B e, ocasionalmente, uma
subunidade y (responsaveis pela modulagdo da atividade da Na*/K*-ATPase). Em
mamiferos, tém sido identificadas quatro diferentes isoformas da subunidade o e
trés distintas isoformas da subunidade B (Lefranc & Kiss, 2008; Rajasekaran et al,
2008).

A Na'/K*-ATPase desempenha um importante papel na manutengéo da
homeostase celular. Como transportador idnico, pode atuar como regulador da
comunicagdo neuronal, da contragdo muscular e do volume celular, através da
modulagédo da pressdo osmotica. Pode atuar também na transducao de sinais para
vias de sinalizacao intracelulares, modulando a ativagao de Src, EGFR, NFkB, Ras-
ERK1/2, entre outras proteinas. Além disso, a Na*/K*-ATPase pode ainda regular a
formacao e manutencao da adesao célula-célula (Mijatovic et al, 2007).

Rajasekaran e colaboradores (2008) tém sugerido que a atuagéo da Na*/K™-
ATPase na regulacédo da adesao intercelular depende da interagdo da subunidade
com a E-caderina. Ainda, recentemente, foi relatada que essa interacdo €
estabilizada por N-glicanos (Fig. 9), responsaveis por manter esses transportadores
nos sitios de adesdo célula-célula (Vagin et al, 2007). A associacdo da Na'/K"-
ATPase com a E-caderina pode atuar também na modulacdo da organizacdo do
citoesqueleto de actina mediado pela proteina RhoA, induzindo o recrutamento de
proteinas para formacao da juncao tight e o estabelecimento da polaridade celular
(Mijatovic et al, 2007).

Diversos trabalhos tém relatado a atuacdo da Na'/K*-ATPase no
processo carcinogénico. Foi mostrado que a inibicdo da subunidade a1 pode levar a
reducado da proliferacdo e migracao, em células de glioblastomas (Lefranc & Kiss,
2008). Em cancer de pulmao de células ndo pequenas, a diminuicdo da expressao
da subunidade B1 tem sido associada a desregulacdo do complexo E-

caderina/catenina, causando perda de adesao célula-célula e facilitando o processo
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de invasdo individual. Esse mecanismo parece ser regulado pelo repressor
transcricional Snail, responsavel pela diminuicdo da expressdo de E-caderina e da
subunidade B1 (Mijatovic et al, 2007). Em cancer colo-retal, o papel destas ATPases

ainda néo é conhecido.
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Figura 9: Modelo esquematico mostrando a associacdao da Na*/K*-ATPase com a E-caderina. O
modelo postula que essa interacdo, mediada pela presenca de N-glicanos e lectinas, confere
estabilidade as juncdes aderentes. Adaptado de Vagin et al, 2007.

1.3.3 Esteres de forbol, fatores de crescimento e glicosidios: ferramentas para
estudo de vias de sinalizacao

A utilizacdo de agentes promotores tumorais ou de inibidores protéicos
tem sido empregada amplamente no estudo de vias de sinalizacdo que atuam no

processo tumorigénico. Por exemplo, ésteres de forbol (como o 12-O-
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tetradecanoilforbol-13-acetato, TPA) sdo potentes promotores tumorais, conhecidos
por ativar a via de sinalizacao das proteinas PKCs. Os ésteres de forbol mimetizam
a acao do diacilglicerol (DAG), ativador enddégeno das PKCs classicas e novas
(Kang et al, 2008; Mackay & Twelves, 2007). Os fatores de crescimento (como o
fator de crescimento epidermal, EGF, e o fator de crescimento transformante-a,
TGF-a) atuam na ativagdo de receptores tirosina quinase, como EGFR, c-KIT e c-
MET, presentes na superficie celular, desencadeando cascatas de sinalizacéao
intracelular que regulam proliferacédo e diversos outros processos celulares (Lafky et
al, 2008; Amit et al, 2007). Os glicosidios, como a ouabaina e a oleandrina, séo
substancias inibidoras da Na‘'/K'-ATPase, se ligando com grande afinidade a
subunidade a. Diversos trabalhos tém utilizado os glicosidios, a fim de destrinchar o
papel da Na*'/K*-ATPase nos mais variados processos celulares, usando célula
MDCK (Mijatovic et al, 2007; Contreras et al, 2004).

1.4 Cancer colo-retal: incidéncia e desenvolvimento

O Cancer representa uma das principais causas de morte no mundo.
Em 2004 foi estimado que cerca de 7,4 milhdes de pessoas morreram de cancer e,
continuando com a tendéncia atual, estima-se que cerca de 11,8 milhdes de
pessoas morrerao de cancer no ano de 2030 (World Health Organization, 2008). O
cancer colo-retal (CCR) apresenta-se como o quarto mais incidente na populacéao
brasileira (Tabela 1) e, desconsiderando os tumores de pele ndo melanoma, a sua
incidéncia estimada é de aproximadamente 54 mil novos casos para o biénio
2008/2009 (Instituto Nacional de Cancer & Ministério da Saude, 2007).
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Tabela 1- Estimativas, para o biénio 2008/2009, de numero de casos novos por cancer, em
homens e mulheres, segundo localizagao primaria.

Localizagéo Primaria Estimativa de casos novos
Neoplasia Maligna Masculino Feminino Total
Prostata 49.530 - 49.530
Mama Feminina - 49.400 49.400
Traquéia, Brénquio e Pulmdo 17.810 9.460 27.270
Colon e Reto 12.490 14.500 26.990
Estdmago 14.080 7.720 21.800
Colo do Utero - 18.680 18.680
Cavidade Oral 10.380 3.780 14.160
Esdfago 7.900 2.650 10.550
Leucemias 5.220 4320 9.540
Pele Melanoma 2.950 2.970 5.920
QOutras LocalizagGes 55.610 62.270 117.880
Subtotal 175.970 175.750 351.720
Pele ndo Melanoma 95.890 09.120 115.010
Todas as Neoplasias 231.860 234.870 466.730

Fonte: Instituto Nacional de Cancer & Ministério da Saude, 2007.

Os principais fatores de risco para este tipo de neoplasia sdo a histéria
familiar de cancer de célon e reto, a predisposicao genética ao desenvolvimento de
doencas cronicas do intestino (como as poliposes adenomatosas), assim como uma
dieta rica em gorduras animais, baixa ingestao de frutas, vegetais e cereais, e ainda
0 consumo excessivo de alcool e o tabagismo. Também sao considerados fatores de
risco o sedentarismo, a obesidade e a idade, visto que tanto a incidéncia como a
mortalidade aumenta de maneira proporcional a idade (Instituto Nacional de Cancer
& Ministério da Saude, 2007; Van den Brandt & Goldbohm, 2006).

O desenvolvimento do cancer colo-retal resulta da instabilidade
genética, possibilitando a proliferagdao descontrolada das células normais. O acumulo
de mutacdes que levam a ativacdo de oncogenes e inativagdo de genes supressores
de tumor pode aumentar a proliferacdo celular, acarretando formacao de lesdes
neoplasicas benignas ou malignas. Os principais oncogenes que apresentam
anormalidades genéticas encontrados em cancer de coélon sdo o K-RAS e (3-
catenina, e dentre os genes supressores de tumor encontramos o APC, p53 e
alguns pertencentes a familia de reparo de mal-pareamento (MMR), como o MSH2,
MLH1, MSH6 (Houlston & Tomlinson, 2001).
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Estimativas apontam que aproximadamente 75% dos casos de cancer
colo-retal sdo de origem esporadica, sendo o restante de origem familiar (Kitisin &
Mishra, 2006). O cancer esporadico resulta da acao cumulativa de agentes
carcindbgenos ambientais ou alimentares. Dentre as causas de origem hereditaria
destacamos o cancer colo-retal hereditario ndo poliposo (HNPCC), que representa
uma incidéncia 2 % a 5 % dos casos herdaveis, e a polipose adenomatosa familiar
(FAP), com incidéncia aproximada de 1 % dos canceres colo-retais hereditarios
(Rowley, 2005). Esta dultima é resultado de uma mutagdo do gene APC
(Adenomatous poliposis coli), responsavel por desempenhar importantes funcées na
adesao célula-célula, regulacao do ciclo celular e apoptose (Fearnhead et al, 2001).

Em CCR, dois tipos de instabilidade genética tém sido identificados: a)
aquelas referentes a instabilidade de microssatélite (MIN) e b) as referentes a
instabilidade cromossémica (CIN). A MIN tem sido associada a inativacao somatica
de genes MMR, responsaveis pela manutencao da fidelidade de replicacao do DNA,
principalmente por silenciamento epigenético. A CIN é caracterizada pela perda de
alelos e aneuploidia. Dentre os casos esporadicos de CCR, cerca de 85 %
apresentam CIN e o restante dos casos se enquadram na MIN. Nos casos
herdaveis, a FAP se enquadra como bom exemplo de CIN, apresentando um
cariétipo aneupléide, desencadeando mutagcdes em genes supressores tumorais e
oncogenes, como APC, p-53 e K-RAS (Fig. 10). A HNPCC se enquadra como
modelo para MIN, podendo apresentar mutacdes nos mais variados tipos de genes
MMR, sendo os mais frequentes os genes MLH1 e MSH2 (Michor et al, 2005;
Sancho et al, 2004).
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Figura 10: Histopatologia e principais mutacées durante o desenvolvimento do céancer colo-
retal. Durante o processo carcinogénico, o tecido colénico passa por diversas alteracdes
morfoldgicas, resultantes das mutagdes em oncogenes (K-RAS) e genes supressores tumorais (APC,
SMAD2/4, TP53). Em particular, a perda de funcdo do gene APC parece dar inicio a cascata de
eventos que eventualmente culminam na transformagédo maligna do epitélio colénico. Modificado de
Fodde et al, 2001.

Alteracdes na via Wnt sdo as mais frequentes em cancer colo-retal,
onde sdo encontradas mutacées no gene APC em cerca de 80 % dos casos
(Shitashige et al, 2008). A via Wnt/B-catenina (também conhecida como via Wnt
canbnica) desempenha um importante papel na renovacao tecidual, motilidade e
sobrevivéncia celular. Nesta via, proteinas soluveis Wnt sdo secretadas pelas
células e se associam aos receptores Frizzled (Fz) e LRP5/6. Essa associacao
desencadeia uma cascata de sinalizacdo que impede que o complexo formado pelas
proteinas APC/Axina/CK1o/GSKS3p direcione a proteina B-catenina para degradacao
dependente de proteassoma (Fig. 11). Dessa forma, a B-catenina pode acumular no
citoplasma e se translocar para o nucleo, associando-se aos fatores transcricionais
Tcf/Lef e induzindo a expressédo de diversos genes relacionados com proliferacdo
celular, escape da apoptose e invasividade celular. Quando mutagdes no gene APC
induzem a perda da sua fungao, como acontece na FAP, a via Wnt candnica passa a
desempenhar uma ativacao crénica, levando a expansdo de adenomas benignos,
que na maioria das vezes progridem para um carcinoma de célon invasivo (Barker &
Clevers, 2006; Fuchs et al, 2005).



26

Outra via frequentemente envolvida com o CCR é aquela relacionada
com a proteina K-Ras, ativa em aproximadamente 50 % dos casos. Mutacdes, que
desencadeiam a ativagdo constitutiva de K-Ras, atuam de maneira crucial na
progressao do cancer colo-retal e levam a ativacao da via MAPK, relacionada com
aumento do potencial metastatico, proliferacao e motilidade celular (Wu et al, 2008;
Sancho et al, 2004).
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Figura 11: Esquema mostrando a via de sinalizacdo Wnt/B-catenina. A) Na auséncia de Wnt, o
complexo APC/Axina/CK1o/GSK3p é formado e as proteinas CK1a e GSK3p fosforilam B-catenina,
levando-a para degradacao via proteassoma. B) Quando Wnt se liga aos receptores Frizzled (FZ) e
LRP5/6 desencadeia uma cascata de sinalizagdo que inibe a formagdo do complexo
APC/Axina/CK1a/GSK3B, permitindo a acumulagdo citoplasmatica da [-catenina e posterior
translocagdo para o nicleo, onde se associa a fatores transcricionais para induzir a expressao de
genes alvos Wnt. Modificado de Takahashi-Yanaga & Sasaguri, 2008.
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1.5 Transicao epitélio-mesenquimal e cancer epitelial

O tecido epitelial se organiza em camadas celulares, onde as células
se encontram fortemente aderidas umas as outras, através do complexo juncional
apical. Em condi¢des normais, o estabelecimento dessa adeséao intercelular interfere
no movimento das células, dificultando sua motilidade. Por outro lado, células
mesenquimais se associam entre si somente nos contatos focais e ndo formam uma
camada celular organizada, o que permite uma maior motilidade celular. No
processo morfogenético conhecido como transicao epitélio-mesenquimal (TEM), as
células perdem suas caracteristicas epiteliais e passam a apresentar um fendtipo
similar aquele das células mesenquimais (Berx et al, 2007).

A TEM desempenha um papel crucial durante a organogénese, na
manutencao da integridade epitelial e no processo de progressado tumoral. Durante a
TEM, as células epiteliais desregulam seu sistema de adesao célula-célula, perdem
sua polaridade, e adquirem um fenétipo mesenquimal com reduzida relacao
intercelular e com a capacidade migratéria aumentada. A TEM contribui de maneira
significativa na plasticidade da célula tumoral e no aumento do seu potencial
invasivo. Em nivel molecular, durante a progressdo de um carcinoma, as células
podem ativar o programa de TEM, caracterizado pela perda ou redistribuicao
subcelular de marcadores epiteliais (como E-caderina e B-catenina) e expressao de
marcadores mesenquimais, como vimentina e N-caderina (Fig. 12). A ativagdo do
programa de TEM nas células tumorais denota um aumento do seu potencial
maligno, visto que a TEM esta relacionada a processos de invasdo tecidual,
metastase e resisténcia a drogas (Sabbah et al, 2008).
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Figura 12: Esquema mostrando alteracées celulares ocorridas durante a transicao epitélio-
mesenquimal (TEM). Num enterécito, ocorre a perda das microvilosidades, desagregacao da adesao
intercelular e destacamento da matriz extracelular (MEC). Essas células adquirem um fenétipo
maligno que pode progredir para um completo programa de TEM, onde marcadores epiteliais sao
perdidos ou redistribuidos para lugares diferentes da sua localizagdo (exemplo: E-caderina, B-
catenina) e passam a expressar marcadores mesenquimais (exemplo: vimentina, fibronectina e N-
caderina). o-SMA: Alfa actina de musculo esquelético, Muc-1: Mucina-1, CK: Citoqueratina, Dsp:
Desmoplaquina, ER-a: Receptor de estrogénio-a. Adaptado de Sabbah et al, 2008.

Durante a TEM, a perda de adesdo célula-célula & principalmente
dirigida pela E-caderina, que frequentemente se encontra menos expressa ou
realocada em células derivadas de carcinomas. A subsequente desorganizacdo do
complexo juncional apical atua de maneira primordial no processo de migracéao e
invasdo de células individuais, aumentando o potencial metastatico (Baum et al,
2008; Wells et al, 2008). A E-caderina atua como a principal molécula reguladora da
TEM, sendo modulada por diversas vias de sinalizacdo, como aquelas
desencadeadas pelos receptores de TGF-B (TBR), a via Wnt e a via Src.

O fator de crescimento transformante-B (TGF-B) é um potente indutor
de TEM. Ele pode se associar ao TPR-I ou TBR-Il e desencadear uma cascata de
sinalizagdo dependente de Smad, para ativar fatores transcricionais, como Lef-1/Tcf,
conhecidos por atuar em processos como escape da apoptose e degradacao da
matriz extracelular. TGF-f também pode atuar numa cascata de sinalizagdo
independente de Smad, mimetizando um sinal desencadeado por um receptor
tirosina quinase e ativar vias de sinalizagdo, como a Ras/MAPK, PI3K, Rho e Rac. A
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ativacdo da via Ras/MAPK por TGF-$ é conhecida por acentuar a expressao de
Snail, um repressor transcricional da E-caderina (Medici et al, 2006).

Uma vez que a sinalizacdo Wnt pode induzir a expressao de Slug,
conhecido por atuar na repressao transcricional da E-caderina, a sinalizagao Wnt/j3-
catenina representa uma das principais vias relacionadas com o processo da TEM
(Baum et al, 2008). Por ultimo, a via Src também tem sido mostrada participar do
processo de TEM. Recentes estudos vém mostrando que a proteina Src pode atuar
na fosforilagdo da proteina B-catenina, causando desorganizagdo do complexo E-
caderina/catenina, perda da adesao célula-célula e liberando a B-catenina para o
citoplasma, podendo assim atuar na via de sinalizagdo Wnt. Além disso, a proteina
Src atua também na fosforilagdo de diversas proteinas associadas ao citoesqueleto,
como a vinculina, paxilina e cortactina, sugerindo sua participacdo na migracéo e
invasao celular, eventos que requerem a reorganizacao do citoesqueleto de actina
(Baum et al, 2008; Guarino et al, 2007).

1.6 Justificativa do estudo

Dados recentes na literatura vém apontando que a TEM € um evento
de elevada frequéncia durante a aquisicao de um fenotipo maligno em cancer colo-
retal (Natalwala et al, 2008; Vincan & Barker, 2008). Como antes mencionado, um
dos reguladores chave desse processo € a E-caderina, proteina responsavel por
atuar no estabelecimento e manutencao da adesao célula-célula. Porém, ainda nao
estdo bem esclarecidos 0os mecanismos celulares e moleculares que modulam a
perda da adesado célula-célula mediada pela E-caderina e sua contribuicdo no
desenvolvimento da TEM. Visto que: a) foi demonstrado que PKC e EGFR estao
envolvidas na desorganizacdo da adesdo célula-célula mediada pela E-caderina,
faltando elucidar a participacdo das proteinas Src e ERK1/2 nesse processo, em
células de cancer colo-retal (Barbosa et al, 2003), e b) que a desregulacdo na
expressdo da subunidade 1 da Na'/K'-ATPase tem sido associada a
desestruturacao do complexo E-caderina/catenina, em células MDCK (Mijatovic et al,
2007), faz-se necessario avaliar os mecanismos moleculares que estariam

modulando estes processos. O esclarecimento da regulacdo do processo de perda
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de adesado célula-célula mediada pela E-caderina, contribuira no entendimento do
desenvolvimento da TEM e consequentemente da progressao do cancer colo-retal.
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2 OBJETIVOS

Parte |

2.1 Geral

Avaliar o envolvimento das proteinas Src e MAPK na desorganizacdo das juncdes
aderentes e aumento do potencial migratério causado por TPA e EGF, usando como
modelo uma linhagem celular de adenocarcinoma de célon humano, Caco-2.

2.1.1 Objetivos especificos
2.1.1.1 Analisar os efeitos dos tratamentos com TPA e EGF sobre a organizacao das
juncdes aderentes, dando énfase a expressao e localizacdo subcelular da proteina

E-caderina;

2.1.1.2 Determinar a participagédo das proteinas ERK1/2 e Src na perda da adesao
célula-célula mediada pela E-caderina, induzida pelo tratamento com TPA e EGF;

2.1.1.3 Caracterizar o efeito da perda de adesdo célula-célula mediada pela E-

caderina na capacidade migratoria das células em estudo.
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Parte Il

2.2 Geral
Caracterizar o envolvimento da Na'/K*™-ATPase na perda de adesdo célula-célula

mediada pela E-caderina, em células Caco-2.

2.2.1 Objetivos especificos

2.2.1.1 Analisar o efeito do tratamento com diferentes concentracbes de ouabaina

na organizacao das juncdes aderentes e distribuicdo da proteina E-caderina;

2.2.1.2 Avaliar o envolvimento das subunidades alfa e beta da Na*/K*-ATPase na

organizacao das juncdes aderentes, sob o tratamento com ouabaina;

2.2.1.3 Determinar a participagdo da proteina ERK1/2 na transdugdo de sinal
induzida por ouabaina na organizagédo do processo de adesao célula-célula mediada

pela E-caderina.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Anticorpos e reagentes

Os seguintes anticorpos primarios foram usados: monoclonais
produzido em camundongo, anti-E-caderina, clone 36 (BD Biosciences, San Diego,
CA, EUA) e anti-B1 Na'/K*-ATPase, clone M17-P5-F11, e o produzido em coelho,
anti-p-Src, ambos obtidos da Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, EUA); policlonais
produzidos em coelho, anti-p-ERK1/2 (Biomol Research Laboratories Inc, PA, EUA),
anti-MAPK (EMD Chemicals Inc, Gibbstown, NJ, EUA) e anti-a- e B-catenina, ambos
obtidos da Sigma Chemical Co., e 0o produzido em camundongo anti-v-Src (EMD
Chemicals Inc). Para detecgédo destas proteinas por quimiluminescéncia, utilizou-se
os anticorpos secundarios conjugados a peroxidase anti-camundongo IgG e anti-
coelho IgG (Sigma Chemical Co.). Ja para deteccdo da E-caderina por
imunofluorescéncia, foi utilizado o anticorpo secundario anti-camundongo IgG

conjugado a Alexa fluor 488 (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA).

O éster de forbol 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) e o inibidor
da subunidade a1 da Na*,K*-ATPase (ouabaina) foram obtidos da Sigma Chemical
Co., o fator de crescimento epidermal (EGF) obtido da Invitrogen Co. e o inibidor da
proteina Src, o 4-amino-1-tert-butil-3-(1’-naftilmetil) pirazolo [3,4-d] pirimidina (PP1),
obtido da EMD Chemicals Inc. Solugbées estoque de TPA (1,6 mM), ouabaina (10
mM), EGF (100 ug/mL) e PP1 (1,7 mM) foram preparadas e estocadas a —20° C.

3.2 Cultura de células

Células Caco-2, uma linhagem derivada de adenocarcinoma de célon
humano, foram obtidas da ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA,
EUA; n° HTB-37). As células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium), suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB), 60 mg/L de
estreptomicina, 100 mg/L de penicilina G (todos adquiridos da Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, EUA), e mantidas a 372 C em uma atmosfera de 5 %

CO.. Para expansao da cultura, células em confluéncia foram lavadas com solucao
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salina (PBS) e soltas da garrafa incubando-se com uma solugdo de 0,25% de
tripsina (Invitrogen Co.) em PBS, por 5 - 7 minutos a 37° C. Posteriormente, as
células foram transferidas para garrafas de 25 cm? para ensaios bioquimicos, ou
placas de 6 pocos para ensaios de migracao celular, ou sobre laminulas de vidro em
placas de 24 pocos para imunofluorescéncia, ou de 96 pocos para o ensaio de
proliferacdo, todas obtidas da TPP (Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Suica). Para microscopia eletrdnica, as células foram crescidas sobre membranas
de policarbonato Transwell, com 6,5 mm de didmetro e poros de 0,4 um (Corning
Incorporated, NY, EUA). Todos os experimentos foram realizados quando as células

atingiram confluéncia.

3.3 Tratamentos com TPA e EGF

Visando induzir desorganizacdo do sistema de adesao célula-célula
mediada pela E-caderina, monocamadas de células Caco-2 crescidas em diferentes
substratos, como acima mencionado, foram submetidas ao tratamento com 200 nM
de TPA ou 100 ng/mL de EGF por 24 h. Em paralelo, para verificar o papel da
proteina Src na modulacao deste processo, células foram pré-incubadas com 10 uM
do inibidor da proteina Src, PP1, por 1 h a 37°C, antes dos respectivos tratamentos.
As células foram cultivadas por 12 h em meio DMEM sem SFB antes dos diferentes

tratamentos.

3.4 Tratamento com ouabaina

Com a finalidade de avaliar o papel da Na'/K*-ATPase na adesao
célula-célula mediada pela E-caderina, células Caco-2, ap6s atingirem a confluéncia,
foram tratadas com ouabaina nos seguintes tempos e concentra¢des: 100 nM por 15
mine 6 h, e 10 e 100 uM por 5 e 15 min, ou por 6 e 8 h. Para verificar se os efeitos
causados pela ouabaina nao foram resultantes de um desbalango ibnico,
monocamadas de células foram tratadas com 250 mM de NaCl, por 1,5 h. Apés os
respectivos tratamentos, as células foram lavadas e submetidas as diferentes

andlises.
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3.5 Obtencao de lisados totais e fracoes soluveis e insoluveis em Triton X-100

Apébs os respectivos tratamentos, e com a finalidade de determinar a
localizagdo subcelular das proteinas em estudo, monocamadas de células foram
lavadas trés vezes com PBS e homogeneizadas em tampao CSK (NaCl 50 mM, Tris-
HCI 10 mM, pH 6,8, MgCl> 3 mM, Triton X-100 0,5 %, sacarose 300 mM), contendo
ortovanatado de sodio 1 mM, fluoreto de s6dio 20 mM, e um coquetel de inibidores
de proteases (1:100), obtido da Sigma Chemical Co., por 20 minutos a 4° C. Apos
centrifugacdo por 10 min (10000 g) a 4° C, o sobrenadante correspondente a fragéo
solavel em Triton X-100 (proteinas citoplasmaticas) foi cuidadosamente removido e
guardado. O pellet resultante foi homogeneizado em tampao SDS (Tris-HCI 20 mM,
pH 7,5; EDTA 5 mM e SDS 1 %), fervido a 100° C por 10 min e apds centrifugacio a
10000 g por 10 min , o sobrenadante correspondente a fracao insoltvel em Triton X-
100 (proteinas ligadas ao citoesqueleto) foi cuidadosamente removido e estocado.

Para analise dos niveis totais e das formas ativas (fosforiladas) das
proteinas em estudo, monocamadas de células foram lavadas trés vezes com PBS e
homogeneizadas em tampéao de extragao (Triton X-100 1 %; deoxicolato de sodio
0,5 %; SDS 0,2 %; NaCl 150 mM; Hepes 10 mM, pH 7,3; EDTA 2 mM), contendo
ortovanadato de sédio 2 mM, fluoreto de sédio 20 mM e um coquetel de inibidores
de proteases (1:100), obtido da Sigma Chemical Co., por 30 min a 4° C. O
homogeneizado foi centrifugado a 10000 g por 10 min e o sobrenadante coletado

para analise posterior.

3.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo sédio dodecil sulfato (SDS-
PAGE), imunoblotting e analise densitométrica

Os extratos protéicos totais (60 ug) e as fracées sollveis e insollveis
em Triton X-100 (30 ug) foram separados por SDS-PAGE em géis de 7,5; 10 € 12 %
(Laemmli, 1970). Apdés a eletroforese, as proteinas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose utilizando-se o aparelho de transferéncia semi-seco
(Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, EUA) a 10 V por 60 min, como descrito por
Towbin e colaboradores (1979). As membranas foram incubadas em tampao de
bloqueio TBS-T: Tris-HCI 20 mM, pH 7,6; NaCl 137 mM e Tween 20 0,1 %,
contendo leite desnatado 5 %, durante 60 min. Logo apés, foram incubadas por 3 h



36

ou overnight com os anticorpos primarios: anti-E-caderina, diluicdo 1:5000; anti-
MAPK, diluicdo de 1:1000; anti-p-ERK1/2, diluigdo 1:5000; anti-v-Src, concentragédo
de 2,5 pug/mL; anti-p-Src, diluicdo 1:250; anti-a-catenina, diluicdo 1:3000; anti-p-
catenina, diluicdo 1:4000; e anti-a1 Na*/K*-ATPase, diluicdo 1:450. Ap6s sucessivas
lavagens com TBS-T, as membranas foram incubadas com os anticorpos
secundarios correspondentes, anti-camundongo ou anti-coelho conjugados a
peroxidase, diluicdo de 1:50000, por 60 min. As membranas passaram por varias
lavagens com TBS-T e a deteccdo da imunomarcacéo foi realizada através de
reacdo de quimiluminescéncia utilizando um kit ECL (Amersham Biosciences GE
Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido).

A quantificagao dos niveis protéicos foi realizada por analise densitométrica usando
software LabWorks 4.6 (BIO RAD, Upland, CA, EUA).

3.7 Imunofluorescéncia

ApoOs os respectivos tratamentos, células cultivadas sobre laminulas de
vidro foram lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeido 4 % durante 10 min a
37° C. Depois foram lavadas com PBS/CM (PBS contendo CaCl, 100 mM e MgCl,
100 mM, pH 8,0), incubadas com NH4Cl 10 mM (preparado em PBS) por 10 min e
permeabilizadas com Triton X-100 0,5 % em PBS (pH 8,0) por 5 min a temperatura
ambiente e posteriormente em solucao de bloqueio (BSA 0,2% em PBS) por 60 min.
Logo apoés, foram incubadas por 2 h com o anticorpo primario monoclonal anti-E-
caderina (diluicdo 1:500), e por mais 1 h com o anticorpo secundario conjugado a
Alexa fluor 488 (diluicdo 1:500). Posteriormente, as células foram lavadas 5 vezes
com PBS e montadas em solugdo contendo N-propril-galacto, e analisadas usando
um microscoépio invertido AXIOVERT S100 (Carl Zeiss Inc, Alemanha). As imagens
foram digitalizadas utilizando uma camera CCD (VarioCam, PCO Computer Optics,
Alemanha) acoplada ao programa de processamento de imagens KS 300 (Carl Zeiss
Inc).
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3.8 Microscopia eletronica de transmissao

Monocamadas de células cultivadas em membranas Transwell, apds
serem submetidas aos diversos tratamentos, foram fixadas em tampéao de Karnovsky
(glutaraldeido 2,5 %, paraformaldeido 1 %, sacarose 8 % e CaCl, 2 mM em tampé&o
cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2) por 1 hora. Logo apds, foram lavadas em tampao
cacodilato 0,1 M por 3 vezes, durante 10 min cada, e pds-fixadas por 45 min em uma
solucao contendo tetr6xido de 6smio 1 %, ferrocianeto de potassio 0,8 % € 5 mM de
CaCl, em tampéao cacodilato 0,1 M. As membranas foram entéo lavadas em tampao
cacodilato 0,1 M por 3 vezes, durante 10 min cada , desidratadas em concentracdes
crescentes de acetona (50%, 70%, 90%, 2 vezes em 100% e outras 2 vezes em
super seca) por 10 min cada, sendo incluidas posteriormente em resina Epoxi.
Cortes ultrafinos, entre 60 — 70 nm, foram obtidos usando um Ultramicrétomo (Leica
Microsystem, Wetzlar, Alemanha), contrastados com acetato de uranila 5 % (45 min)
e citrato de chumbo (5 min) e analisados usando um microscépio eletrbnico de
transmissao Zeiss 900 (Carl Zeiss Inc).

3.9 Ensaio de migracao celular (Wound healing assay)

Antes dos respectivos tratamentos, uma regiao da monocamada celular
foi raspada com uma ponteira estéril de 10 uL. Apds os tratamentos, a migracao das
células a partir da regiao raspada foi acompanhada, usando o microscopio invertido
AXIOVERT S100. As imagens foram capturadas usando a camara CCD VarioCam
acoplada ao programa de processamento de imagens KS 300. A distancia de
migracao foi feita a partir de trés experimentos independentes e foi medida
utilizando o programa Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Systems Inc, CA, EUA). As
medidas foram referentes a média obtida entre as distancias percorridas pelas
células nas bordas e no meio da regido raspada.

3.10 Ensaio de proliferacao celular
Com a finalidade de analisar o efeito dos tratamentos na proliferacéo

celular, 2 X 10* células foram semeadas em placas de 96 pocos. Apés o periodo de
aderéncia (aproximadamente 4 horas), as células foram tratadas ou ndo com TPA e
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EGF por 0, 24 e 48 h. Posteriormente a estes periodos de tratamento, foram lavadas
com PBS e fixadas em etanol 100 % por 10 min e incubadas, subsequentemente,
com solugéo contendo cristal violeta (cristal violeta 0,05 % em etanol 20 %) por 10
min. Apds lavagem com agua destilada e com metanol por 5 min, a quantificacéo da
proliferacdo celular foi realizada por colorimetria usando um leitor de Elisa Spectra
Max 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA), a um comprimento de onda de
595 nm.

3.11 Ensaio de ligacdo da *H-ouabaina as células Caco-2

Monocamadas de células Caco-2 foram incubadas em meio DMEM
suplementado com 10 uM (6 h) ou 100 uM (6 e 8 h) de ouabaina ndo marcada.
Posteriormente, as células foram incubadas por 1 h com novo meio DMEM,
contendo 500 uM de *H-ouabaina (650000 cpms), para permitir a ligacdo do
glicosidio. Ao final do tratamento as células foram raspadas e homogeneizadas,
sendo centrifugadas posteriormente a 4000 g. Os valores foram obtidos a partir de
trés experimentos independentes e sdo correspondentes a diferengca entre a
quantidade total de °H-ouabaina utilizada no tratamento e a °H-ouabaina
quantificada no sobrenadante celular. Controles negativos foram obtidos apds
lavagens das células tratadas com ouabaina n&o marcada, mostrando a

especificidade da ®H-ouabaina, assim como auséncia de dano celular.
3.12 Analise estatistica

Andlise estatistica de trés experimentos independentes foi realizada
com o programa GrafPad Prism 4 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA),
utiizando 1-way ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni ou Dunnetti. Os dados
sdo expressos como meédia + desvio padrdao. Diferencas foram consideradas

significativas quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

PARTE |

4.1 Vias de sinalizacao envolvidas com a desorganizacao da juncao aderente e
aumento do potencial migratorio causado por TPA e EGF

4.1.1 Src esta envolvida na desorganizacao da juncao aderente causada por
TPA e EGF

Num trabalho prévio usando células Caco-2, nosso Grupo mostrou que
ambos, TPA e EGF, causavam desorganizacao das juncdes aderentes através de
um evento que requer a participacdo das proteinas PKC e EGFR. No entanto, a
participagcdo da proteina Src, modulando essa transdugcao de sinal, ficou por ser
caracterizada (Barbosa et al, 2003). Para determinar se a proteina Src estaria
participando da modulacao deste evento, inicialmente células Caco-2 em confluéncia
foram pré-tratadas com o inibidor da proteina Src, PP1, e a estrutura das juncdes
aderentes foi analisada por microscopia eletrénica de transmissdao. Como observado
na figura 13, a monocamada epitelial apresenta um complexo juncional apical bem
definido, evidenciado pela presenca de juncdes tight e aderentes, e inUmeras
microvilosidades, caracteristicas comuns encontradas nos epitélios intestinais (Fig.
13A). Porém, as células tratadas com TPA e EGF (Fig. 13B e 13D, respectivamente)
mostraram grandes espacos na regido das juncdes aderentes e microvilosidades
com morfologia e distribuicdo alteradas. Aparentemente, nenhuma mudanca foi
observada na regidao de juncao tight. Quando as células foram pré-incubadas com
PP1, antes dos tratamentos com TPA e EGF, observou-se uma prevencao desses
efeitos (Fig. 13C e 13E, respectivamente), sendo notado um complexo juncional
apical bem definido, semelhante ao das células nao tratadas. Esse resultado sugere
que a proteina Src estaria envolvida na transdugédo de sinal, induzida por TPA e
EGF, para modular a organizacao das juncdes aderentes em células Caco-2.
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Figura 13: AlteracGes estruturais nas juncoes aderentes de células Caco-2 causadas por TPA e
EGF sao prevenidas pelo inibidor de Src, PP1. Monocamadas de células foram cultivadas em
membranas microporosas (Transwell), tratadas ou ndo com TPA (B) ou EGF (D) por 24 h e
processadas para microscopia eletronica de transmissao. Note que tanto as células tratadas com TPA
como EGF apresentam grandes espagos na regido da jungao aderente (asteriscos) e distribuicao
alterada de microvilosidades (setas), as quais se apresentam em menor nimero. O pré-tratamento
com o inibidor da proteina Src, PP1, preveniu os efeitos causados por TPA (C) e EGF (E). Barra = 1
um. JT: Jungdo Tight; JA: Juncdo Aderente.
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4.1.2 Src participa da redistribuicao da E-caderina causada por TPA e EGF

A E-caderina é a principal proteina da juncado aderente, atuando na
organizacao e manutencdo da adesdo célula-célula, além de regular diversos
eventos intracelulares, como apoptose, proliferacdo e motilidade celular (Laprise et
al, 2004b). Ainda nao esta bem esclarecido o mecanismo molecular pelo qual a E-
caderina é regulada no processo de perda da adesao célula-célula, causada por
sinais externos. Para determinar se a proteina Src estaria envolvida na perda de
adesdo célula-célula mediada pela E-caderina, células Caco-2 foram pré-incubadas
com PP1 (inibidor de Src) e tratadas com TPA e EGF, e a distribuicdo da E-caderina
foi analisada por microscopia de imunofluorescéncia. A figura 14A mostra o perfil
normal de marcacdo da E-caderina em células ndo tratadas, onde pode ser
observado que a marcacdo € majoritariamente restrita aos contatos célula-célula.
Os tratamentos com TPA e EGF causaram uma redistribuicdo dessa proteina. Foi
possivel observar regides pontuais mais intensas de marcacao nos contatos célula-
célula e diminuicdo da marcacao nas regides intercelulares em células tratadas com
TPA (Fig. 14B), assim como a presenca de uma marcacdo descontinua, com
projecoes citoplasmaticas, nos contatos célula-célula sob o tratamento com EGF
(Fig. 14D). Estes efeitos foram prevenidos quando as células foram pré-incubadas
com PP1 (Fig. 14C e 14E), antes dos respectivos tratamentos, observando-se uma
distribuicao da E-caderina semelhante a encontrada nas células sem tratamento.



42

Figura 14: Src participa da redistribuicdo da E-caderina induzida por TPA e EGF. Monocamadas
de células Caco-2 foram crescidas em laminulas e tratadas com TPA ou EGF por 24 h.
Posteriormente, as células foram processadas para imunofluorescéncia usando o anticorpo anti-E-
caderina. Observe a distribuicdo normal da E-caderina nos contatos intercelulares em células sem
tratamento (A) e sua redistribuicdo apés o tratamento com TPA (B), sendo notado um acumulo
pontual (cabe¢a de seta), e EGF (D), sendo verificado uma marcagdo pontual e com projecdes
citoplasmaticas (setas), além de um aumento da marcagao citoplasmatica. A redistribuicao da E-
caderina foi prevenida com a utilizagcao do inibidor da proteina Src, PP1, antes dos tratamentos com
TPA (C) e EGF (E). Barra = 10 ym.

Considerando os dados observados por imunofluorescéncia, foi
realizada também uma andlise por imunoblotting da distribuicdo da E-caderina
usando fragdes soluveis e insoluveis, obtidas através de extracao diferencial com o
detergente ndo ibnico Triton X-100. A figura 15 mostra o perfil de distribui¢cdo da E-

caderina apés os respectivos tratamentos. Foi possivel observar que em células nao
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tratadas a E-caderina é distribuida aparentemente em niveis iguais na fracao
insolavel (correspondente a fracdo associada ao citoesqueleto) e na fracdo soluvel
(correspondente a fracao protéica citoplasmatica) em Triton X-100. Os tratamentos
com TPA e EGF sozinhos, ou concomitantes com PP1, ndo causaram alteracdes
significativas na distribuicdo da E-caderina, em relagdo aos niveis protéicos

encontrados nas células nao tratadas.
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Figura 15: Anadlise da distribuicdo subcelular da E-caderina. Monocamadas de células Caco-2
foram crescidas e tratadas ou ndo com TPA ou EGF por 24 h. Quando indicado, as células foram
pré-incubadas com PP1 (inibidor da proteina Src) por 1 h antes dos tratamentos. Fragbes soluveis
(S) e insoluveis () em Triton X-100 foram obtidas para analise da localizagcdo subcelular da E-
caderina por imunoblotting. Os tratamentos com TPA e EGF nado alteraram significativamente a
distribuicdo desta proteina, quando comparados com as células nao tratadas (Cont). As colunas do
grafico representam a média da analise densitométrica de trés experimentos independentes, com os
respectivos desvios padrdo. Os valores densitométricos da relagdo Sol:Ins sao arbitrarios, calculados
usando a seguinte equacao: relagdo Sol:Ins = quantidade de proteina na fragdo analisada / soma da
quantidade de proteina nas duas fragcoes. A barra representa o desvio padrdo. Anadlise estatistica:
ANOVA com pés-teste de Bonferroni. Sol: soluvel, Ins: insoltvel.
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Tendo em vista a alteracdo na distribuicdo da E-caderina, sob o
tratamento com TPA e EGF observado por imunofluorescéncia, foi realizada uma
andlise por imunoblotting para verificar se os niveis da expressao da E-caderina
haviam sido alterados por estes tratamentos. Como pode ser observado na figura
16, os tratamentos com TPA e EGF, e mesmo o pré-tratamento com PP1, ndo
alteraram significativamente os niveis protéicos da E-caderina, indicando que os
tratamentos com TPA e EGF causam somente redistribuicdo da E-caderina. Juntos,
esses resultados indicam que a proteina Src esta envolvida na redistribuicdo da E-
caderina provocada por TPA e EGF, corroborando os resultados da analise

ultraestrutural e imunofluorescéncia.
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Figura 16: O Nivel protéico da E-caderina ndo é modificado pelos tratamentos com TPA e EGF.
Monocamadas de células Caco-2 foram tratadas ou ndo com TPA ou EGF por 24 h. Quando indicado,
as células foram pré-incubadas com PP1 (inibidor da proteina Src) por 1 h antes dos tratamentos.
Lisados totais foram obtidos e analisados por imunoblotting para determinar a expressao da E-
caderina. A analise densitométrica mostra que tanto TPA quanto EGF ndo alteram os niveis de
expressdo da E-caderina. As colunas do grafico representam a média de trés experimentos
independentes com os respectivos desvios padrdo. Os valores foram calculados usando a seguinte
equacao: quantidade de proteina no tratamento analisado / quantidade de proteina nas células ndo
tratadas. Os valores para células nao tratadas (Cont) foram normalizados a 1. Analise estatistica:
ANOVA com pos-teste de Dunnett.
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4.1.3 Src é ativada em resposta tardia ao tratamento com TPA

O aumento da atividade da proteina Src tem sido relacionado com a
desestabilizacdo da adesdo célula-célula, atuando de maneira crucial na
desestabilizacdo do complexo E-caderina/catenina (Coluccia et al, 2006).
Considerando os dados obtidos anteriormente, onde foi visto o envolvimento da Src
na modulacdo do sinal desencadeado por TPA que provoca a perda da adesao
célula-célula mediada pela E-caderina, foi realizada uma analise por imunoblotting
para verificar a atividade da Src sob o tratamento mencionado. A figura 17 mostra
que o TPA aparentemente nao alterou a atividade da Src em etapas iniciais do
tratamento (até 2 h), sendo observado um aumento da atividade dessa proteina
somente apds 6 h de tratamento. Dessa forma, este resultado indica que a Src
estaria sendo ativada em resposta tardia ao tratamento com TPA, para induzir perda
de adesdo célula-célula mediada pela E-caderina e justifica os resultados

anteriormente observados.
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Figura 17: Tratamento com TPA aumenta a atividade de Src. Monocamadas de células Caco-2
foram tratadas ou ndo com TPA nos tempos indicados. Lisados totais foram obtidos e analisados para
determinar a atividade (p-Src) e expressao (Src) da proteina Src por imunoblotting. Observe que apés
6 h de tratamento com TPA ha um aumento da atividade da Src, efeito ndo observado durante os
periodos iniciais (5 min — 2 h). As colunas do grafico representam os valores densitométricos da
atividade da proteina Src, de um Unico experimento, sendo calculada de acordo com a seguinte
equagao: Atividade Src = quantidade de proteina fosforilada (p-Src) / quantidade de proteina total
(Src) . Os valores para células nao tratadas (Cont) foram normalizados a 1.
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4.1.4 ERK1/2 é ativada em etapas iniciais do tratamento com TPA e EGF

A ativacado da proteina ERK1/2 esta bastante relacionada ao cancer
colo-retal, podendo atuar na regulacéo de diversas respostas celulares, inclusive na
desorganizacao das juncdes aderentes (Medici et al, 2006; Fang & Richardson,
2005). Dessa forma, verificamos também o envolvimento dessa proteina na perda
de adesado célula-célula causada pelos tratamentos com TPA e EGF. A figura 18
mostra um aumento na atividade da proteina ERK1/2 durante os periodos iniciais de
tratamento com TPA ou EGF, alcangando um nivel maximo em aproximadamente 2
h de tratamento. A atividade dessa proteina diminui apés 6 h de tratamento com
ambos indutores tumorais. Esses resultados indicam que a proteina ERK1/2 esta
envolvida na transducdo de sinal induzida por TPA e EGF, durante os periodos
iniciais de tratamento, e pode contribuir também na desorganizacao das juncdes

aderentes nestas etapas.
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Figura 18: O tratamento com TPA aumenta a atividade da proteina ERK1/2. Monocamadas de
células Caco-2 foram tratadas ou ndo com TPA (A) ou EGF (B) nos tempos indicados. Lisados totais
foram obtidos apds os tratamentos e analisados para determinar a atividade (p-ERK1/2) da proteina
ERK1/2 por imunoblotting. Note o aumento da atividade da proteina ERK1/2 durante os periodos
iniciais de ambos tratamentos (5 min — 2 h), alcangando uma atividade maxima em aproximadamente
2 h. As colunas do grafico A representam os valores densitométricos da atividade da proteina
ERK1/2 de um Unico experimento, e as do gréafico B representam a média da andlise densitométrica
de dois experimentos independentes. Os valores densitométricos da atividade ERK1/2 foram
calculados usando a seguinte equagédo: Atividade ERK1/2 = quantidade de proteina fosforilada (p-
ERK1/2) / quantidade de proteina total (ERK1/2). Os valores para células n&o tratadas (Cont) foram
normalizados a 1. *, p<0,05; **, p<0,01. Andlise estatistica: ANOVA com pos-teste de Dunnett.
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4.1.5 TPA e EGF induzem aumento da motilidade celular e este evento é
modulado pela Src

A migracéao celular desempenha um papel crucial no desencadeamento
do processo invasivo e metastatico em carcinomas. Apos as observagées mostrando
o envolvimento da Src na cascata de sinalizacao que resulta na desorganizagao das
juncoes aderentes provocada por TPA e EGF, verificamos se estes tratamentos
também causam aumento da motilidade das células Caco-2 e se Src esta envolvida
neste evento. A andlise do ensaio de migracao celular foi feita usando a técnica de
wound healing, e mostra que no tempo de 24 h ficou evidenciado que as células
tratadas com TPA ou EGF apresentaram um aumento significativo da motilidade,
quando comparadas com células nao tratadas, e o pré-tratamento com o inibidor da
proteina Src (PP1) preveniu esses efeitos (Fig. 19).
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Figura 19: Envolvimento da Src no aumento da motilidade celular induzida por TPA e EGF.
Monocamadas de células Caco-2 foram submetidas a técnica de wound healing, e apds os
tratamentos com TPA e EGF nos tempos indicados, a migracao celular foi acompanhada pela
distancia percorrida pelas células em cada tratamento, como indicado na se¢do de material e
métodos. Quando indicado, as células foram pré-incubadas com PP1 (inibidor da proteina Src) por 1
h antes dos tratamentos. Observe que ambos tratamentos, com TPA ou EGF, provocaram um
aumento significativo na motilidade celular (24 h), quando comparado com as células ndo tratadas
(Cont), e o pré-tratamento com PP1 preveniu estes efeitos. Barra = 100 pm. As colunas do grafico
representam a média da distancia de migracao de trés experimentos independentes. *, p<0,05; **,
p<0,001. Analise estatistica: ANOVA com pos-teste de Bonferroni.
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Para confirmar que os efeitos observados foram realmente devido a um
aumento da migracdo e ndo a um aumento da proliferacao celular, foi realizado um
ensaio de proliferagdo usando a técnica do cristal violeta. Como mostrado na figura
20, ndo houve diferenga significativa na proliferacdo celular no tempo de 24 h,
quando comparadas células tratadas com TPA ou EGF e células nao tratadas,
confirmando que o efeito observado anteriormente era decorrente de um aumento
na motilidade das células submetidas ao tratamento. Juntos, esses resultados
indicam que a Src esta envolvida no aumento da migracao celular induzida por TPA

e EGF, em nosso modelo de estudo.
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Figura 20: Ensaio de proliferacao celular. Células Caco-2 foram plagueadas em placas de 96
pocos e tratadas ou ndo com TPA ou EGF nos tempos indicados. Posteriormente, a proliferacao
celular foi quantificada usando a técnica do cristal violeta, como descrito em material e métodos. Note
que ambos os tratamentos ndo causaram diferencas significativas sobre a proliferagdo quando
comparados com as células ndo tratadas (Cont) até 24 h, somente sendo notado um aumento
significativo da proliferacédo celular apds 48 h de tratamento com EGF. O gréafico representa a média
da quantificagdo colorimétrica de trés experimentos independentes. *, p<0,05. Andlise estatistica:
ANOVA com pos-teste de Dunnett.
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4.2 Envolvimento da Na*/K*-ATPase na perda da adesao célula-célula mediada
pela E-caderina

4.2.1 Tratamento com Ouabaina causa alterac6es morfolégicas no complexo
juncional apical de células Caco-2

Inicialmente, para determinar se o tratamento com a ouabaina causaria
alguma alteracdo morfoldégica no complexo juncional apical de células Caco-2,
monocamadas foram tratadas com este agente nas concentracées de 10 e 100 uM,
por 8 h, e a estrutura do complexo juncional foi analisada a nivel ultraestrutural
usando microscopia eletrénica de transmissdo. Como observado na figura 21,
células ndo tratadas mostraram um complexo juncional bem definido, apresentando
juncdes tight e aderentes caracteristicas de um tecido epitelial (Fig. 21A). Ja as
células tratadas com ouabaina nas duas concentracdes (Fig. 21B e 21C) mostraram
amplos espagos intercelulares na regido da juncédo aderente e abaixo dela, sendo
este efeito mais evidente na concentracao de 100 uM. De forma interessante, nota-
se que nao houve aparente desorganizacdo na regido das juncdes tight apds os
tratamentos. Este resultado mostra que a ouabaina provoca desestabilizacdo no

complexo juncional apical, principalmente na regido da juncao aderente.
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Figura 21: Ouabaina causa desorganizacao do complexo juncional apical de células Caco-2.
Monocamadas de células foram cultivadas em membranas microporosas (Transwell), ndo tratadas (A)
ou tratadas com 10 uM (B) ou 100 uM (C) de ouabaina por 8 h e processadas para microscopia
eletrénica de transmissdo. Note que as células tratadas com ouabaina apresentam amplos espagos
na regido da jungdo aderente (JA), indicada com asteriscos, e este efeito foi maior em células
tratadas com 100 uM. No entanto, a regido das jungdes tight (seta) aparentemente permanece
inalterada. Barra = 1 ym.

4.2.2 Tratamento com Ouabaina causa redistribuicao da E-caderina

Estudos utilizando outra linhagem celular, MDCK (derivada de epitélio
de rim canino), tém mostrado que a Na'/K*-ATPase desempenha um papel
importante no estabelecimento do complexo juncional apical quando associada a E-
caderina, a principal proteina constituinte da juncdo aderente (Vagin et al, 2007;
Rajasekaran et al, 2005). Considerando os resultados obtidos pela microscopia
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eletrénica de transmissédo, foi avaliado o papel da ouabaina na localizagcao da E-
caderina por ensaios de imunofluorescéncia. A figura 22A mostra o perfil de
marcacao da E-caderina em células nado tratadas, podendo-se observar que a
proteina esta presente nos contatos célula-célula. Por outro lado, quando as células
foram tratadas com concentracées de 10 e 100 uM de ouabaina, por 6 € 8 horas,
observou-se um arredondamento celular e uma marcacdo da E-caderina difusa,
predominantemente citoplasmatica (Fig. 22B - 22E). O mesmo efeito néo foi
observado em baixa concentragdo (100 nM) de ouabaina (Fig. 22F). Para confirmar
que os efeitos observados na jungdo aderente ocorreram realmente devido ao
tratamento com a ouabaina e ndo como resultado de um desbalanco idnico, células
Caco-2 incubadas em meio contendo alta concentragdo de cloreto de sédio (250
mM), foram também processadas para imunofluorescéncia. A figura 22G mostra que
este tratamento aparentemente néo alterou a distribuicdo da E-caderina. Esses
resultados sugerem que a ouabaina pode atuar numa cascata de sinalizacdo que
desencadeia a desorganizacao da adesao célula-célula mediada pela E-caderina e
corrobora os resultados observados na analise por microscopia eletrbnica de

transmissao, que mostram amplos espacos na regiao destas jungdes.
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Figura 22: Tratamento com ouabaina induz a redistribuicdo da E-caderina. Monocamadas de
células Caco-2 foram crescidas sobre laminulas e nao tratadas (A) ou tratadas com ouabaina nas
concentracoes de 10 uM por 6 h (B) ou 8 h (C), 100 uM por 6 h (D) ou 8 h (E) e com 100 nM por 6 h
(F) ou com 250 mM de cloreto de sédio (G) por 1,5 h. Posteriormente, as células foram processadas
para imunofluorescéncia usando o anticorpo anti-E-caderina. Observe a redistribuicdo da E-caderina
sob os tratamentos com concentracdo de 10 uM, e 100 uM de ouabaina. Estes efeitos ndo foram
observados em baixa concentracdo de ouabaina (100 nM), e sob o tratamento com cloreto de sddio.
Barra =10 ym.
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Tendo em vista os resultados anteriores mostrando que a ouabaina
induziu redistribuicdo da E-caderina foi realizado também uma analise por
imunoblotting utilizando fragcdes sollveis e insoluveis em Triton X-100 (Fig. 23). Nas
células nao tratadas foi possivel observar que a E-caderina foi distribuida
aparentemente em niveis iguais na fracdo insoluvel (correspondente ao
citoesqueleto) e na fracdo soluvel (correspondente a fracao protéica citoplasmatica)
em Triton X-100. Os tratamentos com diferentes concentragdes de ouabaina nao
causaram alteracdes significativas na distribuicdo da E-caderina, em relacdo aos

niveis protéicos encontrados nas células ndo tratadas.
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Figura 23: Analise da distribuicao subcelular da E-caderina apos tratamento com ouabaina.
Monocamadas de células Caco-2 foram tratadas ou ndo com 100 nM, 10 uM ou 100 uM de ouabaina
por 6h. Fragbes sollveis (S) e insoluveis (I) em Triton X-100 foram obtidas para andlise da
localizagéo subcelular da E-caderina por imunoblotting. Os tratamentos com ouabaina nao alteraram
significativamente a distribuicao desta proteina, quando comparados com as células nao tratadas
(Cont). As colunas do grafico representam valores arbitrarios da média da andlise densitométrica de
trés experimentos independentes. Os valores densitométricos da relagdo Sol:Ins foram calculados
usando a seguinte equacao: relagéo Sol:Ins = quantidade de proteina na fragdo analisada / soma da
quantidade de proteina nas duas fragcdes. A barra representa o desvio padrdo. Anadlise estatistica:
ANOVA com pés-teste de Bonferroni. Sol: soluvel, Ins: insoltvel.



56

4.2.3 O tratamento com Ouabaina reduz os niveis protéicos da subunidade 1
da Na*/K*-ATPase

Sabendo-se que a subunidade B1 da Na'/K*-ATPase desempenha um
papel importante na interacdo entre a Na*/K*-ATPase e a E-caderina para conferir
estabilidade as juncdes aderentes (Vagin et al, 2007; Rajasekaran et al, 2005), foi
realizada uma andlise por imunoblotting para verificar se os niveis da subunidade 31
seriam alterados pelo tratamento com a ouabaina. Na figura 24 observa-se que 0s
niveis protéicos da subunidade B1 diminuiram significativamente apdés 6 e 8 h de
tratamento com 10 uM de ouabaina. Ja o tratamento com 100 uM causou diminuicao
desta subunidade em tempos menores, 5 e 15 min, e apds 6 e 8 h. Este mesmo
resultado foi observado apds o tratamento com 100 nM de ouabaina por 15 min.
Esses resultados indicam que o tratamento com ouabaina causa uma reducdo nos
niveis da subunidade B1 da Na'/K*-ATPase, de forma concomitante com a
desestabilizacdo da adesao célula-célula mediada pela E-caderina.
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Figura 24: Ouabaina reduz os niveis protéicos da subunidade B1 da Na'/K*-ATPase.
Monocamadas de células Caco-2 foram tratadas ou ndo com 100 nM, 10 uM ou 100 uM de ouabaina
nos tempos indicados. Lisados totais foram obtidos apds os tratamentos e analisados para determinar
a expresséo da subunidade 1 da Na*/K*-ATPase por imunoblotting. Note que os tratamentos com 10
uM (6h e 8h), 100 uM ou 100 nM de ouabaina causaram uma redugdo significativa nos niveis da
subunidade B1, quando comparadas com as células néo tratadas (Cont), sendo observada uma maior
reducdo apdés 6h de tratamento com 10 uM e 100 uM de ouabaina. As colunas do grafico
representam a média da analise densitométrica de trés experimentos independentes. Os valores
foram calculados usando a seguinte equacado: quantidade de proteina no tratamento analisado /
qguantidade de proteina nas células nao tratadas. Os valores para células controle foram normalizados
al.”* p<0,05; **, p<0,01. Andlise estatistica: ANOVA com pds-teste de Dunnett.

Considerando esses resultados, fizemos um teste de ligagdo da °H-
ouabaina em células Caco-2 ap6s o tratamento com ouabaina fria, para verificar a
especificidade de ligacdo desse glicosidio e sua atuacado na expressao da Na*/K'-
ATPase presente na superficie celular. Como observado na figura 25, a ligacdo da
3H-ouabaina foi diminuida apés o pré-tratamento com 100 uM de ouabaina fria (6 e
8 h), sendo notada uma inibicao de aproximadamente 61% da ligacdo da ouabaina
radiomarcada. O mesmo efeito foi observado apods o pré-tratamento com 10 uM de
ouabaina fria, sendo possivel notar uma inibicdo da radiomarcacdo de cerca de
36%. Torna-se importante observar que esses experimentos foram realizados com

excesso molar de ®H-ouabaina em relagéo ao glicosidio ndo marcado, indicando que
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os niveis da Na'/K*-ATPase presente na superficie celular parecem reduzir apés o
tratamento com ouabaina, corroborando os efeitos observados anteriormente sobre

a subunidade B1.
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Figura 25: Tratamento com ouabaina reduz a expressdo da Na'/K'-ATPase presente na
superficie celular. Monocamadas de células Caco-2 foram pré-tratadas ou ndo com 10 uM ou 100
UM de ouabaina fria nos tempos indicados. Posteriormente, as células foram incubadas com 500 uM
de °H-ouabaina (650000 cpms) por 1h. Apods centrifugagdo, a detecgdo da radiomarcacédo foi
realizada por cintilagéo liquida utilizando o sobrenadante celular. Note que o pré-tratamento com 10
uM ou 100 pM de ouabaina reduziu significantemente a ligacdo da *H-ouabaina, quando comparada
com células que nao sofreram o pré-tratamento (Cont). As colunas do grafico representam a média de
trés experimentos independentes. Os valores da ligacdo de *H-ouabaina foram calculados usando a
seguinte equagéo: ligacdo de ®H-ouabaina = *H-ouabaina total - ®*H-ouabaina obtida do sobrenadante
apés centrifugacao. *, p<0,01. Andlise estatistica: ANOVA com pés-teste de Dunnett.

4.2.4 ERK1/2 parece modular os efeitos da ouabaina sobre a desorganizacao

da adesao intercelular mediada pela E-caderina

Prévios estudos relataram que a ligacdo da ouabaina na Na'/K'-
ATPase induz a ativacdo da cascata de sinalizacdo Ras/MAPK (Rajasekaran et al,
2005). Por outro lado, recentemente foi mostrado que a redugdo da expressao da
subunidade B1 desta ATPase esta correlacionada com o aumento da ativagdo da
proteina ERK1/2, em células MDCK (Inge et al, 2008). Tendo em vista essas
consideragoes, foi avaliado o efeito do tratamento com a ouabaina sobre a atividade
da proteina ERK1/2 em nosso modelo de estudo. A figura 26 mostra que o
tratamento com 10 uM de ouabaina resultou num aumento significativo de atividade

da proteina ERK1/2, apds 6 e 8 h de tratamento. Este mesmo efeito foi observado
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apos 6 h de tratamento com 100 uM de ouabaina. Estes resultados sugerem que a
diminuicdo dos niveis protéicos da subunidade B1 da Na'/K™-ATPase, apds 6h de
tratamento com 10 uM e 100 uM de ouabaina observado por imunoblotting (Fig. 24),
pode ser mediada pela proteina ERK1/2 em células Caco-2. O tratamento com 100
nM de ouabaina ndo causou nenhum efeito significativo sobre a proteina ERK1/2
(Fig. 26).
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Figura 26: Ouabaina induz a ativa¢dao de ERK1/2. Monocamadas de células Caco-2 foram tratadas
ou ndo com 100 nM, 10 uM ou 100 uM de ouabaina nos tempos indicados. Lisados totais foram
obtidos apés os tratamentos e analisados para determinar a atividade (p-ERK1/2) das proteinas
ERK1/2 por imunoblotting. Observe que os tratamentos com 10 uM (6 e 8 h) e 100 uM (6 h) de
ouabaina causaram um aumento significativo da atividade das ERK1/2, quando comparadas com as
células nao tratadas (Cont). As colunas do grafico representam a média da andlise densitométrica de
trés experimentos independentes. Os valores densitométricos da atividade ERK1/2 foram calculados
usando a seguinte equacgdo: atividade ERK1/2 = quantidade de proteina fosforilada (p-ERK1/2) /
quantidade de proteina total (ERK1/2). Os valores para células ndo tratadas (Cont) foram
normalizados a 1. *, p<0,05; **, p<0,01. Andlise estatistica: ANOVA com pos-teste de Dunnett.
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4.2.5 Ouabaina induz uma aparente redistribuicao da p- mas nao da a-catenina

Tendo em vista que o tratamento com ouabaina causou
desorganizacao na adesao célula-célula mediada pela E-caderina, foi realizada uma
andlise por imunoblotting da distribuicdo das proteinas B- e a-catenina, ap6s o
tratamento com esse glicosidio. Verificamos um maior nivel protéico de B-catenina
na fracao associada ao citoesqueleto (insolivel em Triton X-100) que na fracéao
citoplasmatica (soluvel em Triton X-100) nas células ndo tratadas. J& em células
tratadas com 10 uM de ouabaina, foi observado um aumento nos niveis
citoplasméticos (Fig. 27A). Observamos também que a o-catenina apresentava
praticamente os mesmos niveis protéicos quando comparadas as fracoes solluveis e
insoliveis em Triton X-100 (Fig. 27B). O tratamento com ouabaina nao causou
alteracao nos niveis desta proteina em ambas fra¢des. Juntos, esses dados indicam
que a ouabaina pode induzir a desorganizacao das juncdes aderentes através da
redistribuicao da E-caderina, como mostrado anteriormente, em paralelo a

redistribuicdo da pB-catenina.
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Figura 27: Tratamento com ouabaina altera distribuicdo da B- mas nao da a-catenina.
Monocamadas de células Caco-2 foram tratadas ou ndo com 10 pM ou 100 uM de ouabaina por 6h.
Fragbes soluveis (S) e insoluveis (I) em Triton X-100 foram obtidas para andlise da localizagéo
subcelular das proteinas B- e a-catenina por imunoblotting. Observe que o tratamento com 10 uM de
ouabaina causou um aumento substancial dos niveis protéicos da B-catenina (A) na fragdo
citoplasmatica (S). Nenhum efeito evidente foi notado na a-catenina (B). Em A, as colunas do grafico
representam os valores densitométricos de um Unico experimento e, em B, as colunas do gréfico
representam a média da andlise densitométrica de dois experimentos independentes. Os valores
foram calculados usando a seguinte equacdo: quantidade de proteina no tratamento analisado /
qguantidade de proteina nas células nao tratadas. Os valores para células nao tratadas (Cont) foram
normalizados a 1. Analise estatistica: ANOVA com pés-teste de Bonferroni.
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5 DISCUSSAO

As juncdes aderentes, componentes importantes do complexo juncional
apical (CJA), atuam de uma forma crucial na formacdo e manutengcao da adesao
intercelular, participando ainda do estabelecimento da polaridade apico-basolateral e
de importantes vias de sinalizacédo celular (Niessen & Gottardi, 2008). A perda da
adesdo célula-célula mediada pela E-caderina, principal proteina das juncdes
aderentes, vem sendo relacionada a aquisicao de um fenétipo maligno e ao aumento
do potencial metastatico durante a progressao do carcinoma. A desestabilizacdo da
adesao intercelular pode favorecer o desenvolvimento do tumor, facilitando o acesso
de nutrientes e fatores de crescimento a seus receptores, e consequentemente
induzir o aumento da proliferagdao e do potencial migratério e invasivo das células.
Atualmente, todos esses eventos sdo caracteristicos de um processo patolégico
conhecido como transicéao epitélio-mesenquimal (TEM), um programa morfogenético
que pode dirigir a progressao tumoral em carcinomas colo-retais (Wells et al, 2008;
Perrais et al, 2007). Uma série de estudos vém mostrando que essas caracteristicas
estdo relacionadas com o aumento do potencial metastatico, no entanto os
mecanismos moleculares que medeiam estes eventos no cancer colo-retal ainda nao
estdo definidos. Nesse sentido, avaliar o papel das proteinas Src, ERK1/2 e da
Na’/K*-ATPase na desorganizagdo da adesdo célula-célula mediada pela E-
caderina é importante para um melhor entendimento da progressao tumoral neste

tipo de cancer.

5.1 Vias de sinalizacao envolvidas com a desorganizacao das juncoes
aderentes e aumento do potencial migratério causado por TPA e EGF

Nesse estudo, utilizando tratamento de células Caco-2 com TPA e
EGF, e pré-tratamento com um inibidor especifico de Src, o PP1, verificamos que: a)
Src participa da modulacao do processo da desorganizacao da adesao célula-célula
mediada pela E-caderina, como mostrado por MET e imunofluorescéncia, b) Os
niveis protéicos da E-caderina ndo sao alterados, c) a perda de adesao célula-célula

pode ser regulada de maneira diferencial pelas proteinas ERK1/2 e Src: ERK1/2



63

modulando esse processo nos periodos iniciais e a proteina Src atuando em
resposta tardia ao tratamento com TPA, como observado por imunoblotting, e d) Src
pode regular o aumento do potencial migratério induzido por TPA e EGF, como
visualizado pela técnica de wound healing.

As andlises por MET e imunofluorescéncia (Fig. 13 e 14,
respectivamente) mostraram que os tratamentos com TPA e EGF causavam
desagregacao dos contatos intercelulares, como evidenciado pela presenca de
aberturas do CJA na regiao das juncdes aderentes e redistribuicado da proteina E-
caderina nos contatos célula-célula. Interessantemente, uma aparente internalizacao
para o citoplasma foi observada sob o tratamento com EGF. Todas essas alteracdes
foram prevenidas quando as células foram pré-tratadas com PP1, um inibidor
especifico da proteina Src. Juntos, estes resultados sugerem o envolvimento desta
proteina na regulacdo da organizacdo das juncdes aderentes, e particularmente na
redistribuicdo da E-caderina. Porém, ndo foi possivel evidenciar alteragdes na
distribuicdo da E-caderina, através da extracao diferencial em Triton X-100 (Fig. 15).
Estudos tém mostrado que a internalizagdo dessa proteina pode acontecer através
de vesiculas endociticas (lvanov et al, 2004), o que pode explicar o resultado
mostrando que o tratamento com TPA e EGF néo alterou seu nivel protéico na
fracdo soluvel (proteinas citoplasmaticas) em Triton X-100. A técnica de extragéo
diferencial, que utiliza uma concentracdo de 0,5% de Triton X-100 por 20 min, néao
possibilita a solubilizacdo de proteinas presentes em membranas intracelulares.
Dessa forma, n&do seria possivel detectar a E-caderina internalizada em vesiculas
endociticas. Alguns estudos tém relatado ainda que a endocitose da E-caderina
pode ser regulada tanto pela proteina Src como pela PKC, em células MDCK (Fuijita
et al, 2002; Le et al, 2002).

Também observamos que a perda da adesao célula-célula provocada
pelo tratamento com TPA pode ser modulada de maneira diferencial pelas proteinas
ERK1/2 e Src. Enquanto ERK1/2 atua nos periodos iniciais de tratamento (Fig. 18), a
Src regula esse processo em resposta tardia ao tratamento (Fig. 17). Existem
poucos dados na literatura mostrando o envolvimento da proteina Src na
desagregacdo da adesao célula-célula mediada pela E-caderina. Em trabalho
publicado por Coluccia e colaboradores (2006) foi relatado que a utilizacdo do
inibidor de Src, o SKI-606, causava um aumento dos niveis protéicos da -catenina

na membrana, resultando na estabilizacdo da E-caderina nos sitios de contato
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célula-célula, em cancer colo-retal. Além disso, tem sido descrito o papel de Src na
inducao da ubiquitinizagao da E-caderina e B-catenina, dirigindo a endocitose dessas
proteinas, em células MDCK (Fujita et al, 2002). Recentemente, Shen e
colaboradores (2008) relataram que a ubiquitinizacdo da E-caderina induzia sua
degradacgao por lisossomas e que esse evento era regulado pela via de sinalizacao
EGFR/Src, em células de cancer de mama. Os resultados aqui apresentados
corroboram o envolvimento da proteina Src na organizacao das jungdes aderentes e
mostram que ela regula a perda da adesao célula-célula mediada pela E-caderina,
em nosso modelo de estudo.

Em relagcdo a proteina ERK1/2, alguns estudos tém mostrado sua
participacdo na desorganizacao das juncdes aderentes. Foi relatado que a ativacao
da proteina ERK1/2 esta bastante relacionada ao cancer colo-retal, podendo atuar
na regulacao de diversas respostas celulares, inclusive na desorganizagdo das
juncdes aderentes (Medici et al, 2006; Fang & Richardson, 2005). Recentemente, Li
& Mattingly (2008) relataram que a via de sinalizacdo Ras-MAPK pode regular a
redistribuicdo da E-caderina da superficie celular para o interior da célula, em cancer
de mama. No presente trabalho mostramos um aumento na atividade da proteina
ERK1/2, durante os periodos iniciais de tratamento com TPA ou EGF (2 h), e essa
ativacao diminui apés 6 h (Fig. 18), indicando que esta proteina esta envolvida na
transducdo de sinal induzida por TPA e EGF, durante os periodos iniciais de
tratamento, e pode contribuir na desorganizacdo das juncdes aderentes. Nao foi
observada diminuicdo dos niveis protéicos da E-caderina, apds os tratamentos com
TPA e EGF (Fig.16). No entanto, a alteragdo na redistribuicdo desta proteina foi
suficiente para causar desestabilizacdo das juncbes aderentes, em um evento que
seria modulado por ERK1/2.

Esteres de forbol, como o TPA, tém sido descritos por atuar tanto na
ativagdo de PKC quanto de EGFR, e induzir perda da adesao célula-célula mediada
pela E-caderina, em células de adenocarcinoma de célon humano, Caco-2 (Barbosa
et al, 2003). Ainda, outros estudos tém mostrado que a Src pode ser ativada pelo
tratamento com o éster de forbol 12-miristato-13-acetato-forbol (PMA), indicando a
participacdo da via PKC/Src em eventos associados ao processo tumorigénico.
Estes eventos incluiam desorganizacdo das juncdes aderentes, acentuada
degradacdo de componentes da matriz extracelular, formagdo de podossomas e
aumento da motilidade celular (Kang et al, 2008; Nomura et al, 2007; Tatin et al,
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2006). Foi mostrado também que a ativacdo de EGFR também pode atuar na
desestabilizacdo da juncao aderente em células epiteliais, levando a diminuicdo da
afinidade entre a E-caderina e B-catenina (Nelson, 2008). Além disso, estudos tém
relatado a participacdo de EGFR na ativacdo da proteina Src, evento que pode
desencadear o aumento da proliferagdo e invasao em células de glioblastoma e de
cancer de ovario (Paugh et al, 2008; e Aponte et al, 2008; respectivamente).
Trabalhos recentes de nosso Grupo vém mostrando os intrincados mecanismos de
sinalizacao celular que regulam a perda da adesao célula-célula em cancer de célon.
Tanaka e colaboradores (2008), relataram o envolvimento de uma via de sinalizacao
que medeia a perda da adesao célula-célula em células tratadas com PGE.. Esta via
envolvia a participagdo de receptores EP1 e EP2 e a proteina PKC como
moduladores da proteina de juncao tight, claudina-1. Em outro estudo (Leve et al,
2008), foi mostrado que a perda da organizacdo do complexo juncional apical, em
paralelo a desorganizacao do citoesqueleto de actina, era mediado por uma via de
sinalizagdo que envolve a proteina PKA e GTPases da familia Rho (Rho e Rac). Os
resultados do presente estudo mostram o envolvimento do EGFR na regulagcédo da
adesdo célula-célula mediada pela E-caderina, e contribui na compreensao dos
intricados mecanismos moleculares que regulam a perda de adesao célula-célula,
em cancer colo-retal.

No presente trabalho, através do ensaio de migracdo -celular,
constatamos que o tratamento com TPA e EGF induziu também o aumento da
motilidade celular, e que este evento era mediado pela proteina Src (Fig. 19).
Alguns estudos tém associado a ativacdo da proteina Src, através da cascata de
sinalizacdo desencadeada por PKC, com a regulacdo da migracdo e da
invasividade, em células de glioblastomas (Nomura et al, 2007) e de cancer de cdélon
(Kang et al, 2008). Além disso, Lee e colaboradores (2005) relataram ainda que o
tratamento com EGF induzia o aumento da proliferagdo e da migragéo celular, em
queratindcitos.

Em conjunto, nossos resultados indicam que, em células Caco-2, a
desestabilizacdo da adesado intercelular mediada pela E-caderina, através do
tratamento com TPA e EGF anteriormente relatado por Barbosa e colaboradores
(2003), envolve a proteina Src e ERK1/2, além de PKC e EGFR. Além disso,

sugerem que este efeito € modulado inicialmente pela proteina ERK1/2 e
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posteriormente pela Src. Este mecanismo pode induzir alteracées na dinamica do
citoesqueleto de actina, contribuindo assim com o aumento da motilidade celular.

Ja é bem conhecido que a perda da adesao célula-célula e o0 aumento
da migracao celular sdo eventos fundamentais que ocorrem durante a TEM. A
inducéo desses eventos permite a célula cancerigena se destacar de seu tecido de
origem, e potencialmente migrar, aumentando sua malignidade (Guarino et al, 2007).
Nossos resultados mostraram uma cascata de sinalizagdo envolvendo as proteinas
PKC, EGFR, Src e ERK1/2 na perda da adesao célula-célula mediada pela E-
caderina e o aumento da motilidade, no entanto mais estudos sado necessarios para
demonstrar que os eventos aqui relatados podem contribuir no desenvolvimento da

TEM, em cancer colo-retal.

5.2 Envolvimento da Na*/K*-ATPase na perda da adesao célula-célula mediada
pela E-caderina

Neste estudo, também mostramos a participacado da subunidade B1 da
Na*/K*-ATPase na manutencdo da adesdo célula-célula mediada pela E-caderina,
em Células Caco-2, através do tratamento com o inibidor especifico da Na*/K*-
ATPase, ouabaina. Nossos resultados mostraram que o tratamento com a ouabaina
causou: a) desorganizacdo das juncdes aderentes e redistribuicdo da E-caderina,
como observado por MET e imunofluorescéncia, b) reducao dos niveis protéicos da
subunidade B1 da Na*/K*-ATPase, como visualizado por imunoblotting, ¢) diminuigcdo
da expressdo da Na'/K*-ATPase, presente na superficie celular, como observado
pelo ensaio de ligacdo da ®H-ouabaina a células Caco-2, d) aumento da atividade da
proteina ERK1/2, como visualizado por imunoblotting, e e) redistribuicdo da B- mas
ndo da a-catenina, como evidenciado por imunoblotting, apds extracao diferencial
com Triton X-100.

A presenca da Na'/K*-ATPase nos sitios de adesao célula-célula tem
sido correlacionada com o aumento da estabilidade das jungdes aderentes (Vagin et
al, 2007). No presente estudo, usando ouabaina como inibidor desta ATPase,
evidenciamos que a desagregacao dos contatos intercelulares na regido da juncao
aderente (Fig. 21 e 22) pode envolver as subunidades da Na*/K*-ATPase. De forma
similar ao tratamento com TPA e EGF, também n&o foi possivel evidenciar



67

alteragdes significativas na redistribuicdo da E-caderina, usando fragcées soluveis e
insolaveis em Triton X-100 (Fig. 23). Como discutido anteriormente, é provavel que a
internalizacdo da E-caderina possa acontecer através de um mecanismo de
endocitose, onde o detergente ndo consegue solubilizar a proteina.

E conhecido que a subunidade B atua no recrutamento da subunidade
o da Na*/K*-ATPase para a membrana plasmatica, desempenhando ainda um papel
importante como reguladora da atividade da subunidade o, a qual atua como
subunidade catalitica (Lefranc & Kiss, 2008; Espineda et al, 2004). No presente
estudo, observamos que o tratamento com ouabaina reduziu os niveis protéicos da
subunidade B1 da Na'/K*-ATPase (Fig. 24), de forma concomitante com a
desorganizacdo dos contatos célula-célula mediado pela E-caderina. Estes
resultados foram confirmados por ensaios de ligagdo da ®H-ouabaina, mostrando
uma reducdo dos niveis protéicos da Na'/K™-ATPase presente na superficie de
célula Caco-2 (Fig. 25). Alguns estudos tém mostrado que a interagdo da Na*/K'-
ATPase com a E-caderina é feita através da subunidade B1, no entanto esses
achados foram feitos em células MDCK (Vagin et al, 2007-2008; Rajasekaran et al,
2005). Em modelos de adenocarcinoma de c6lon humano n&o existem dados a este
respeito, € os resultados aqui apresentados mostram pela primeira vez que a
subunidade (1 pode estar participando da estabilidade das juncdes aderentes,
através da sua ligacdo com a E-caderina.

A ligacdo de glicosidios na Na'/K'-ATPase tem sido associada a
formacdo de uma estrutura conhecida como “sinalossoma”. A formacao desta
estrutura acontece quando os glicosidios induzem o direcionamento da Na*/K'-
ATPase para cavéolas, onde ela pode interagir com diversas outras proteinas,
atuando na ativagédo de varias vias de sinalizagao intracelular (Lefranc & Kiss, 2008;
Mijatovic et al, 2007). Em nosso trabalho, observamos que os tratamentos com 10 e
100 uM de ouabaina resultaram num aumento da atividade da proteina ERK1/2 (Fig.
26), correlacionando com a diminui¢cdo dos niveis protéicos da subunidade B1 da
Na*/K*-ATPase. Esses dados estdo de acordo com aqueles recentemente relatados
por Inge e colaboradores (2008), onde foi encontrado uma correlacao inversa entre a
atividade da proteina ERK1/2 e os niveis da subunidade B1 da Na*/K*-ATPase, em
células MDCK. Além disso, em nosso estudo confirmamos que o efeito da ouabaina
sobre as juncdes aderentes foi devido a um disparo de uma cascata de sinalizacao,
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e ndo a um desbalanco i6nico, posto que o tratamento com alta concentracdo de
cloreto de sédio nao alterou a distribuicdo da E-caderina, como visto em ensaios de
imunofluorescéncia (Fig. 22).

Por andlise de imunoblotting, observamos que o tratamento com
ouabaina causou um aumento da B-catenina no citoplasma, como evidenciado pelo
aumento dos niveis protéicos desta proteina nas fragées soluveis em Triton-X 100
(Fig. 27). No entanto, ndo foi observado nenhum efeito aparente na distribuicdo da
a-catenina. Contreras e colaboradores (2004), relataram também que o tratamento
com ouabaina em células MDCK desencadeava um aumento de marcagao nuclear
da B-catenina. Este evento foi associado a uma ativagao da via de sinalizagdo Wnt,
a qual também é caracterizada pela estabilizagdo citoplasmatica da B-catenina.
Nossos resultados mostrando o aumento da atividade da ERK1/2, causado pelo
tratamento com a ouabaina, assim como o aumento da f-catenina no citoplasma,
podem sugerir uma inibicdo da proteina GSK-3B, uma quinase importante da via
canbnica Wnt, amplamente conhecida por regular os niveis desta proteina em
cancer colo-retal, além de regular negativamente a via MAPK (Wang et al, 2006).
Juntos, esses resultados sugerem que a inibicdo da subunidade o da Na*/K*-
ATPase (inibida pelo tratamento com a ouabaina) pode induzir a desorganizacao da
adesdo célula-célula mediada pela E-caderina, de forma concomitante a redugao
dos niveis protéicos da subunidade B1, através de uma cascata de sinalizagao
celular envolvendo a ativacdo da proteina ERK1/2.

Dados recentes tém mostrado que a formacédo do “sinalossoma” esta
associada a transativagcédo da via EGFR/Ras/MAPK através da proteina Src, sendo a
subunidade a1 da Na'/K*™-ATPase responsavel pelo disparo desse sinal (Lefranc &
Kiss, 2008). Por outro lado, a via de sinalizacdo ERK1/2 pode atuar na desregulagcao
das juncdes aderentes, através do deslocamento da E-caderina da membrana para
o citoplasma, ou ainda através da diminuicao da sua expressao, sendo esse Ultimo
efeito regulado pelo aumento da expressao de Snail e Slug, conhecidos repressores
transcricionais da E-caderina (Li & Mattingly, 2008; Christiansen & Rajasekaran,
2006). Ainda, tem sido relatada a atuacao de Snail na repressao transcricional da
subunidade 1 da Na*/K*-ATPase de maneira concomitante a redugéo da expressao
de E-caderina, levando a indugdo da TEM, em carcinomas (Espineda et al, 2004).

Nesse contexto, é possivel sugerir que a inibicdo da subunidade o pode levar a
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reducdo da expressdo da subunidade B1 da Na'/K*-ATPase e causar
desorganizacdo da adesdo célula-célula mediada pela E-caderina, através da via
ERK1/2. No entanto, mais experimentos sdo necessarias para confirmar se este
mecanismo de sinalizagdo pode induzir o programa de TEM, em carcinomas colo-

retais.

5.3 Consideracoes finais

Em nosso estudo, mostramos que TPA e EGF induzem a
desorganizacao da adesao célula-célula mediada pela E-caderina, evento modulado
pelas vias de sinalizacao das proteinas ERK1/2 e Src, sendo esta ultima responsavel
também por dirigir o aumento da motilidade celular. Apesar de ndo avaliar o
envolvimento direto de PKC e EGFR, sugerimos que TPA esteja ativando ambas
proteinas, como mostrado por Barbosa e colaboradores (2003). Subsequente ao
tratamento com TPA, a ativacdo dessas proteinas poderia desencadear uma cascata
de sinalizacao que culminaria na ativacao das proteinas ERK1/2 e Src para mediar
0os eventos de desorganizacdao da adesao célula-célula mediada pela E-caderina,
concomitantemente ao aumento da motilidade celular. Tendo em vistas estas
observacdes, podemos sugerir que estes mecanismos podem contribuir com o
aumento da malignidade celular do cancer colo-retal, devido ao fato desses eventos
serem caracteristicos do programa de TEM.

Observamos também que a inibicdo da subunidade o da Na'/K*-
ATPase, pelo tratamento com a ouabaina, induziu a desorganizacdo da adesao
célula-célula mediada pela E-caderina e diminuicdo da expressao da subunidade 1
da Na'/K*-ATPase. Observamos ainda que a ocorréncia desses eventos envolveu a
ativacdo da proteina ERK1/2. Considerando que a desorganizacdo da adesao
célula-célula mediada pela E-caderina é uma das caracteristicas evidenciadas
durante a TEM, podemos especular que os eventos observados no presente estudo
também poderiam contribuir para a progressao do cancer colo-retal.

Finalmente, como ambos os tratamentos, TPA e a ouabaina,
resultaram na desorganizacdo das juncbes aderentes, € possivel sugerir que a
proteina Src desempenha um papel crucial no controle da organizacdo da adesao
célula-célula mediada pela E-caderina. TPA ativaria tanto PKC quanto EGFR, que
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por sua vez atuariam na ativagdo de Src e ERK1/2 (Fig. 28). Por outro lado, Src
poderia ser também ativada pela subunidade o da Na'/K*-ATPase, contida no
“sinalossoma”. Esses eventos teriam como resposta final a desorganizacdo da
adeséo célula-célula mediada pela E-caderina e a diminuigdo dos niveis protéicos da
subunidade B1 da Na*/K*-ATPase, que levariam a um aumento subsequente da
motilidade celular. Contudo, experimentos adicionais sdo necessarios para confirmar

essa hipotese.

ERK1/2 Resposta inicial
/ TPA\
N
PKC EGFR -
Adeséo
\ / célua-célula
Src Resposta tardia
Metilidade
celular

Figura 28: Modelo proposto para a regulacdo da desorganizacdao da adesao célula-célula
mediada pela E-caderina e aumento da motilidade celular em células Caco-2. TPA ativaria tanto
PKC quanto EGFR (Barbosa et al, 2003) e, subsequentemente, induziria de maneira diferencial
ERK1/2 e Src. Num estagio inicial, a ativacdo de ERK1/2 causaria desorganizagao da adesao célula-
célula mediada pela E-caderina, e em resposta tardia ativaria Src, para contribuir com este evento e
ainda induzir aumento da motilidade celular.
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6 CONCLUSOES

6.1 Parte |

- Src esta envolvida na desorganizacado da juncao aderente causada por
TPA e EGF;

- Src e ERK1/2 podem regular de maneira diferencial a desorganizacao
da juncédo aderente provocada por TPA e EGF, com ERK1/2 atuando nos periodos

iniciais e Src em resposta tardia aos tratamentos;

- TPA e EGF induzem aumento da motilidade celular, evento modulado

pela Src.

6.2 Parte Il

- Ouabaina causa alteracdes morfolégicas no complexo juncional apical

e redistribuicao da E-caderina, em células Caco-2;

- Quabaina reduz os niveis protéicos da subunidade B1 da Na'/K*-
ATPase;

- ERK1/2 parece mediar os efeitos da ouabaina sobre a desorganizacao
das juncdes intercelulares, mediada pela E-caderina;

- Ouabaina induz um aparente acumulo citoplasmatico da - mas nao da

a-catenina.
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