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RESUMO

MIRANDA, Natalia Fortunato. Influéncia da superexpressao da claudina-3 na
radiorresposta de células de cancer de célon. 2015. 113f. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

O cancer colorretal (CCR) é o terceiro tipo de cancer mais incidente no mundo
para 0 sexo masculino, o segundo para o sexo feminino e a radioterapia ¢ um dos
tratamentos de primeira linha no combate a este tipo de cancer. Durante a progressao
do CCR as células sofrem alteracbes morfogenéticas, sendo a desorganizacao do
complexo juncional apical (CJA) um dos eventos iniciais desse processo. As jungdes
oclusivas (JTs) sdo um dos principais componentes da CJA e desempenham papel
importante no controle do fluxo paracelular, na determinacéo da polaridade celular e na
transducdo de sinais relacionados com a progressdo tumoral. As claudinas séo
proteinas transmembrana, constituintes das JTs e cumprem um importante papel no
controle desses eventos. Alteracfes na expressdo das claudinas sdo observadas em
tumores de diferentes 6rgédos e tém sido relacionadas com a progressao tumoral. No
entanto 0s mecanismos que regulam essas alteracbes e sua consequéncia nha
progressdo do CCR sao poucos conhecidos. Desta forma, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a influéncia da superexpressdo da claudina-3 na radiorresposta de
células CCR. Nossos resultados mostraram que a superexpressdo de claudina-3
minimiza alteracdes morfolégicas causadas pela radiacdo, causa diminuicdo da
resisténcia elétrica transepitelial e ndo tem efeito na permeabilidade a macromoléculas
apos a irradiacdo. Além disso, observamos que a superexpressdao de claudina-3
aumenta o potencial proliferativo das células e que esta caracteristica torna as células
mais sensiveis a radiacdo. Porém quando avaliamos eventos celulares relacionados a
progressdo tumoral observamos que apesar da radiacdo diminuir a capacidade
migratoria das progénies, as células que superexpressam claudina-3 apresentam
migracdo mais elevada. Além disso, verificamos que a superexpressdo de claudina-3
diminui a invaséo e a capacidade de formacéo de colbnias frente ao tratamento com a
radiacdo. Em seguida fomos avaliar o efeito da inibicho das vias de proliferacao
(MEK/ERK) e sobrevivéncia (PI3K-Akt) na resposta das células que superexpressam
claudina-3 frente a radiacdo. Observamos que a inibicdo de MEK é capaz de
sensibilizar as ceélulas que superexpressam claudina-3 a radiacdo no ensaio de
proliferacdo celular, no entanto a inibicio de MEK e PI3K antes da exposicdo a
radiacdo é capaz aumentar a migracdo e a capacidade de formacdo de coldnias de
células que superexpressam claudina-3 contribuindo para o aumento do potencial
maligno. Em conjunto nossos resultados mostram que a superexpressao de claudina-3
contribui para um fenotipo mais maligno, no entanto frente ao tratamento com a
radiacdo é capaz de sensibilizar as células.

Palavras-chave: Cancer colorretal. Junc¢des oclusiva. Claudina. Radiacéo.



ABSTRACT

MIRANDA, Natalia Fortunato. The effect of overexpression of claudin-3 on colon cancer
cell response to radiation. 2015. 113f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2015.

Colorectal cancer (CRC) is the third more incident cancer for males, the second
for females worldwide and radiotherapy is one of the first-line treatments to fighting this
type of cancer. During the progression of CRC cells undergo morphogenetic alterations
and the apical junctional complex disorganization (AJC) is one of the initial events of this
process. The tight junctions (TJs) is a major component of AJC and play an important
role in paracellular flux control, determination of cell polarity and in signal transduction
related to tumor progression. Claudins are transmembrane proteins, members of TJs
and play an important role on these events. Changes on claudins expression are found
in tumors of different organs and have been associated with tumor progression.
However the mechanisms that regulate these changes and their consequences in the
CRC progression are not completely understood. Thus, this study aimed to evaluate the
influence of claudin-3 overexpression on cellular response after radiation treatment of
CRC cells. Our results show that claudin-3 overexpression minimizes morphological
changes caused by the radiation, decrease transepithelial electrical resistance, and has
no effect on macromolecules permeability after irradiation. Moreover, we observed that
claudin-3 overexpression increases the proliferation rate of cells and that this feature
makes the cells more sensitive to radiation. However, when evaluating the cellular
events associated tumor progression we observed that despite decrease on migratory
capacity caused by radiation, cells that overexpress claudin-3 have higher migration. In
addition, we found that claudin-3 overexpression decreases the invasion and the
capacity to form colonies after treatment with radiation. Then we evaluate the effect of
inhibition of proliferation (MEK / ERK) and survival (PI3K-Akt) pathways in cells that
overexpress claudin-3 in the response to radiation. We observed that inhibition of MEK
could sensitize cells overexpressing claudin-3 radiation on cell proliferation assay, but
the inhibition of MEK and PI3K before radiation exposure can increase the migration and
colony forming ability cells overexpressing claudin-3 contributes to the increase of
malignant potential. Altogether, our results show that claudin-3 overexpression
contributes to a more malignant phenotype, however, claudin-3 overexpression is able
to sensitize the cells to radiation.

Keywords: Colorrectal cancer. Tight junctions. Claudin. Radiation.
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INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) esta entre os tipos de tumores mais comuns que
afetam a populacdo mundial. Configura-se como o0 terceiro tipo de cancer mais
incidente no mundo para o sexo masculino e o segundo para o sexo feminino, sendo
gue o Brasil segue a tendéncia mundial na incidéncia deste tipo de cancer.

Durante o processo de carcinogénese colorretal, as células adquirem vantagens
devido a fatores genéticos e epigenéticos, que desencadeiam a ativacdo de vias de
sinalizacdo relacionadas a proliferacdo, sobrevivéncia e metastase. Durante a
progressdo do CCR as células sofrem alteracbes morfogenéticas, sendo a
desorganizacdo do complexo juncional apical (CJA) um dos eventos iniciais desse
processo. As juncdes oclusivas (JTs) sdo um dos principais componentes da CJA e
desempenham papel importante no controle do fluxo paracelular, na determinacédo da
polaridade celular e na transducédo de sinais relacionados com a progressao tumoral. As
claudinas sdo proteinas transmembrana, constituintes das JTs e cumprem um
importante papel no controle desses eventos. Alteragdes na expressao das claudinas
sdo observadas em tumores de diferentes 6rgdos e tém sido relacionadas com a
progresséo tumoral.

Dentre os protocolos clinicos utilizados na terapéutica do cancer, a radioterapia é
uma alternativa utilizada como primeira linha de tratamento para diversos tumores
solidos. Entretanto, estudos tem mostrado que apesar da radioterapia ser importante
para diminuir a reincidéncia local do tumor ndo héa alteragbes na sobrevida global dos
pacientes. Além disso, um dos efeitos colaterais causados pela radioterapia sdo as
sindromes gastrointestinais, causadas por alteracdes nos contatos célula-célula,
principalmente nas JTs, gerando desequilibrio homeostatico no intestino.

Uma vez que o aparecimento de metastases tardias e doenca refrataria ao
tratamento radioterapico constituem os principais motivos de insucesso terapéutico, e
gue durante o processo de carcinogénese colorretal ocorre aumento de expresséo das
claudinas, torna-se importante avaliar a correlacdo entre radiorresposta e a expressao
de determinadas claudinas, uma vez que estas proteinas estdo relacionadas a

modulagéo de resposta frente a tratamentos direcionados ao cancer.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Cancer colorretal: Incidéncia e fatores de risco

O cancer é um dos principais problemas de saude publica no mundo. No Brasil, a
estimativa bienal segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA) para os anos 2014/15
aponta para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer. O
Cancer colorretal (CCR) € o terceiro tipo mais comum de cancer no mundo em ambos
0S sexos e a segunda causa em paises desenvolvidos. Sua incidéncia foi estimada em
aproximadamente 33 mil novos casos para o ano de 2014 na populacdo brasileira
(Tabela 1), sendo o terceiro mais incidente tipo de cancer em homens e o segundo em
mulheres. Com isso o0 CCR passa a ser 0 segundo tipo de cancer mais incidente no

pais, desconsiderando os tumores de pele ndo melanoma (INCa, 2014).

Tabela 1 - Distribuicéo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados
para 2014 por sexo, exceto pele ndo melanoma

Localizagdo primaria casos % Localizagao primaria casos %

Prastata 68.800 22 8% Homens Mulheres Mama Feminina 57.120 20,8%

Traqueia, Brinquio e Pulmao 16.400 5.4% Cdlon e Reto 17.530 6,4%

Gidlon e Reto 15.070 50% Colo do Utero 15.580 5.7%

Estdmago 12.870 43% Traqueia, Bronquio & Pulmao  10.930 4.0%

Cavidade Oral 11.280 37% Glandula Tireoide 8.050 2.9%

Esdfago 8.010 2,6% | Estdmago 7520 27%

Laringe 6.870 2.3% Corpo do (tero 5900 2.2%

Bexiga 6.750 22% Ovirio 5.680 21%

Leucemias 5.050 1,7% Linfoma nao Hodgkin 4.850 1.8%

Sisterna Nervoso Gentral 4960 1,6% Leucemias 4.320 1.6%

*Mumeros armedondados para 10 ou maltiplos de 10

Fonte: Instituto Nacional do Cancer & Ministério da Saude, 2014.

Com relacdo a mortalidade o CCR ¢é a terceira causa de morte por cancer em
ambos o0s sexos (American Cancer Society, 2014), de acordo com os dados do
Globocan 2012 o indice de mortalidade para o CCR configura-se em 7,8%, dentre todas
as taxas de morte relacionadas a cancer no Brasil, totalizando aproximadamente

17.500 mortes (Fig. 1). A sobrevida do paciente com CCR € em torno de 65% em
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paises desenvolvidos e menos de 50% em paises em desenvolvimento, sendo o
estagio da doenca no diagnéstico o fator progndstico mais importante (American
Cancer Society; DeSantis et al., 2014).

Figura 1 - Incidéncia e mortalidade dos tipos de cancer mais frequentes no Brasil, em
ambos os sexos
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Fonte: Adaptado de Globocan 2012 <globocan.iarc.fr>

Diversos fatores estdo associados ao aumento do risco de CCR, como
predisposicao genética a doencas intestinais crbnicas, consumo excessivo de carne
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vermelha, embutidos e bebidas alcodlicas, o tabagismo e a obesidade (Chan &
Giovannucci, 2010; Doubeni, 2012; American Cancer Society, 2014). A idade também é
considerada um fator de risco, uma vez que tanto a incidéncia como a mortalidade
aumentam com a idade (INCA, 2014).

Estes fatores séo relacionados a trés formas distintas de manifestacdo da
doenca: esporadica, hereditaria e familiar. O CCR esporadico representa
aproximadamente 75% dos casos desse tipo de cancer e € resultante da acao
cumulativa de fatores ambientais, acometendo individuos acima de 50 anos (Fearon,
2011). Em torno de 20% dos casos de CCR sao associados a um componente familiar,
uma vez que 0s pacientes diagnosticados com a doenca possuem familiares de
primeiro ou segundo grau que foram previamente diagnosticados com CCR, entretanto
nao se encaixam em sindromes hereditarias bem conhecidas. Aproximadamente 5%
dos casos de CCR sdo associados a heranca de mutacbes de alta penetrancia e
manifestacdes clinicas bem conhecidas, tais como a Polipose Adenomatosa Familiar
(FAP, do inglés Familial Adenomatous Polyposis) e a Sindrome de Lynch ou cancer
colorretal hereditario ndo poliposo (HNPCC, do inglés Hereditary Nonpolyposis
Colorectal Cancer) (Jasperson et al., 2010; Fearon, 2011).

A FAP apresenta incidéncia de aproximadamente 1% dos casos de CCR e é
caracterizada por ser uma doencga autossémica dominante causada pela mutacdo do
gene supressor de tumor APC (Adenomatous Poliposis Coli), o que induz a formacéo
de pélipos adenomatosos (Jasperson et al., 2010), dependendo do numero de
adenomas o0s pacientes sdo classificados como FAP classica (deteccao de 100
adenomas ou mais) e a FAP atenuada (10 a 100 adenomas). A FAP quando né&o
tratada apresenta quase 100% de chance desenvolver-se em CCR na terceira década
de vida (Jasperson et al., 2010, Fearon, 2011), portanto pacientes diagnosticados com
esta doenca devem submeter-se a colonoscopia para a retirada dos polipos a cada 1-2
anos a partir de 10-12 anos de idade (Jasperson et al., 2010; Stoffel & Kastrinos, 2014).

O HNPCC apresenta uma incidéncia de 3% a 4% dos casos de CCR, cuja base
molecular consiste na mutacdo da linhagem germinativa em genes de reparo de
pareamento incorreto do DNA (MMR, do inglés Mismatch Repair), como o hMSH2 e
hMLH1 (90%), hMSH6 (10%) e hPMS2 (raro) (Jasperson et al., 2010). Os genes
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relacionados ao MMR sao responsaveis por manter a fidelidade gendmica através da
correcdo de erros no pareamento de base Unica e de insercbes ou dele¢Bes que
ocorram durante a replicacdo. Pacientes diagnosticados com esta doenca devem
submeter-se a colonoscopia para a retirada dos polipos a cada 1-2 anos a partir de 20-
25 anos de idade (Stoffel & Kastrinos, 2014).

O CCR é considerado de bom prognéstico se a doenca for diagnosticada em
estagios iniciais, no qual a sobrevida média em 5 anos é de 90%, porém a deteccao
precoce é rara devido as caracteristicas assintomaticas do CCR no seu estagio in situ
(0) ou localizada (I e Il). Para pacientes com estadiamento Il a sobrevida estimada é de
70% e para pacientes detectados em estagio avancado (IV) a sobrevida cai para 12%

(American Cancer Society; DeSantis et al., 2014).

1.2 Progressao do cancer colorretal: aspectos celulares e moleculares

O desenvolvimento de carcinomas € um processo de multiplas etapas, no qual a
célula tumoral adquire vantagens sobre as demais devido ao acumulo de mutacdes e
fatores epigenéticos. Hanahan & Weinberg (2000 e 2012) descreveram este processo
como uma série de eventos celulares que incluem a sustentacdo da sinalizacéo
proliferativa, a evasdo dos supressores de crescimento, a resisténcia a apoptose, a
imortalidade replicativa, a inflamacéo promovia pelo tumor, a indugéo da angiogénese e

ativacdo da invasao e metastase (Fig. 2).
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Figura 2 - Marcadores do cancer
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Legenda: Esta figura ilustra os eventos necesséarios para o desenvolvimento e progressdo do cancer.
Tais como: manutencdo da sinalizagédo proliferativa, evasao da supressdo de crescimento,
evasdo do sistema imune, imortalidade replicativa, inflamac&o promovida pelo tumor, ativacdo
da invasdo e metastase, inducdo da angiogénse, instabilidade genémica e mutagdo, e
resisténcia a morte celular e desregulacéo da energia celular.

Fonte: Adaptado de Hanahan & Weinberg, 2012.

Em relacdo ao desenvolvimento do cancer colorretal (CCR), Fearon & Vogelstein
(1990) desenvolveram um modelo denominado sequéncia adenoma-carcinoma, que
consiste em alteracdes genéticas que levam ao desenvolvimento desta neoplasia a

partir de polipos adenomatosos como ilustrados na figura 3.
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Figura 3 - Desenvolvimento do cancer colorretal
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Legenda: A ilustracéo representa o0 modelo de progresséo tumoral adenoma-carcinoma. Onde € possivel
observar os estagios da progresséo do CCR: formacao de criptas aberrantes (FCA), adenoma e
carcinoma. O processo tem inicio devido a fatores hereditarios e/ou ambientais que podem
levar a ativagcdo dos oncogenes K-Ras e COX-2, ou a inibicdo de genes supressores de tumor,
como APC, p53 e TGFBR.

Fonte: Adaptado de Terzic et al., 2010.

Atualmente o CCR tem sido caracterizado como uma doenca heterogénea,
apresentando trés principais vias que levam a transformacdo maligna: via fendtipo
metilador de ilhas CpG (CIMP, do inglés CpG Island Methylator Phenotype); a via de
Instabilidade de microssatélites (MSI, do inglés Microsatellite Instability) e a Via de
Instabilidade Cromossdmica (CIN, do inglés Chromosomal Instability) (Harrison &
Benziger, 2011; Centelles, 2012).

A CIMP é caracterizada pela instabilidade epigenética que € consequéncia da
hipermetilacdo de promotores de genes supressores tumorais, que leva ao
silenciamento destes genes, e da hipometilagdo do restante do DNA. Esta
hipermetilagdo ocorre nas ilhas CpG (citosina-guanina) destes promotores levando a
compactacdo do DNA nesta area e impossibilitando a transcricao.

A MSI é um tipo de instabilidade genbmica que surge quando ocorrem mutacdes
em sequéncias repetitivas de nucleotideos de todo o genoma. Estas sequéncias
repetitivas sdo conhecidas como microssatélites. Dada a sua natureza repetitiva elas
Sao responsaveis por erros que podem ocorrer durante a replicacdo do DNA. Porém,

quando os genes de reparo de mal pareamento do DNA estdo funcionando
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normalmente, as proteinas codificadas por esses genes reparam o erro. Falha neste
mecanismo de reparo leva a persisténcia de erros e alteragbes no tamanho de uma
sequéncia de microssatélites, um processo descrito como instabilidade de
microssatélite. Estas mudancas sao particularmente importantes quando o0s
microssatélites estdo presentes dentro das &reas criticas de genes responsaveis pela
regulacéo do crescimento celular. A persisténcia de tais erros conduz a muta¢cdes com
perda da funcdo normal dos genes e na promocdo da tumorigénese (Harrison &
Benziger, 2011; Bedeir & Krasinskas, 2011; Centelles, 2012).

A CIN é a alteragdo genética mais comum que ocorre em carcinomas colorretais.
Este tipo de anormalidade € conhecido por apresentar aneuploidia e/ou alteracdes
estruturais nos cromossomos. A CIN esta associada com a mutacdo no gene APC (do
inglés Adenomatous polyposis coli) e no oncogene K-RAS.

O gene APC possui 15 éxons e codifica uma proteina de aproximadamente
312kDa que atua como supressora tumoral e também tem papel importante na
diferenciacdo celular, adesdo, formacdo da polaridade celular, migracao,
desenvolvimento e apoptose (Senda et al., 2007; Harrison & Benziger, 2011).

A proteina APC atua formando um complexo com as proteinas Axina, GSK3 (do
inglés, glycogen synthase kinase 3() e CK1 (do inglés, Casein Kinase 1), que possibilita
a fosforilacdo da proteina B-catenina citoplasmética. A fosforilacdo da [B-catenina a
marca para ubiquinacdo seguida de degradacdo via proteassoma. Este complexo
participa da via de sinalizacdo Wnt. Brevemente, quando esta via esta ativa impede a
formacédo do complexo APC-GSK3B-Axina-CK1 e com isso a B-catenina ndo € marcada
para degradacdo e se acumula no citoplasma. O acumulo de B-catenina possibilita a
sua translocacdo ao nucleo e sua associagcdo com o fator de transcricdo TCF/LEF (do
inglés, T-cell Factor - lymphoid enhancer fator) que induz a transcricdo de genes
relacionados com a proliferacdo celular e evasdo da apoptose (Centelles; Clevers &
Nusse, 2012).

Durante o desenvolvimento do CCR a mutacdo no gene APC é um dos primeiros
passos para a formagao do adenoma (Fig. 3) e como mencionado anteriormente a
principal causa da FAP. A mutacéo impede a formacédo do complexo capaz de fosforilar

a B-catenina e sem este complexo ocorre 0 acumulo de B-catenina que se transloca
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para o nucleo induzindo a transcricdo de genes relacionados com a proliferacédo celular
e evasao da apoptose, mecanismos fundamentais para a progressao tumoral.

Outra importante via envolvida na progressdo do CCR é aquela relacionada a
proteina K-Ras. Trés genes Ras (H-Ras, K-Ras e N-Ras), codificam proteinas de 21kDa
gue atuam na via Ras/MAPK. A ativacdo do receptor de crescimento epidermal (EGFR,
do inglés, epidermal growth fator receptor) pode desencadear a ativacdo de diversas
vias, principalmente, a Ras-Raf-MAPK e a PI3K-Akt (Fig. 4) conhecidas por controlar a
progressao do ciclo celular, proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular (Prenzel
et al., 2001, Di Fiore et al., 2010)

MutacBes no gene Ras podem levar a ativacao constitutiva da proteina Ras,
mantendo a sua via downstream continuamente ativa, levando ao aumento da
proliferagao celular (Adjei, 2001). Mutagcdes em K-Ras tém sido observadas em 35-40%
dos tumores colorretais. Nestes pacientes, o tratamento utilizando anticorpos e
inibidores contra o EGFR foi ineficaz, uma vez que, a via continua constitutivamente
ativa devido a mutacdo em K-Ras. Para contornar esta situagcéo, tém sido proposto a
utilizagcéo de inibidores contra alvos downstream a Ras, tais como inibidores de Raf e
MEK (Brand & Wheeler, 2012). Neste contexto tem sido observado uma diminuigao do
crescimento celular em modelos in vitro e 0 crescimento tumoral em modelos in vivo
guando tratados com inibidor de B-Raf (King et al., 2013) e inibidores de MEK1/2 (Yoon
et al., 2011). Nos testes clinicos os inibidores de Raf tem se mostrado eficazes no
aumento da sobrevivéncia apenas em pacientes de melanoma que apresentam B-Raf
mutado (Chapman et al., 2011; Brand & Wheeler, 2012) e os inibidores de MEK1/2

apresentaram pouca atividade antitumoral em pacientes de CCR (Rinehart et al., 2004).
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Figura 4 - Vias de sinalizacdo do EGFR
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Legenda: Esquema representativo mostrando as proteinas que participam das vias de sinalizacdo do
EGFR. A via PI3K-Akt estd relacionada a sobrevivéncia celular e a via Ras-ERK tem sido
relacionada a proliferacdo e progressao do ciclo celular.

Fonte: Adaptado de Centelles, 2012.

Durante o processo de carcinogénese, as células adquirem vantagens devido a
fatores genéticos, epigenéticos e morfolégicos. Estudos tem mostrado que a perda da
adesao célula-célula estad envolvida em eventos relacionados formacdo e progressao
tumoral, e vem sendo associada a aquisicdo de um fendtipo invasivo e
consequentemente metastatico (Thierry & Sleeman, 2006; Tsanou et al., 2008;
McCaffrey & Macara; 2011). Neste contexto as junc¢des tight (JTs) como componente do
complexo juncional apical (CJA) cumpre papel fundamental contribuindo no controle do
fluxo paracelular, na determinacdo da polaridade celular e na transducédo de sinais

relacionados com a progresséao tumoral (Furuse, 2010; Steed et al., 2010).
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1.3. Juncdes oclusivas

O epitélio entérico apresenta uma forte adeséo célula-célula, a qual atua como
barreira eficaz contra moléculas nocivas e microorganismos. Porém, a dindmica dessa
caracteristica possibilita uma alta permeabilidade a nutrientes e macromoléculas, que
sao importantes para o crescimento e desenvolvimento do organismo (Laukoetter et al.,
2008; Bonazzi & Cossart et al.,, 2011). A manutencdo da adesédo intercelular é feita
principalmente pela presenga de uma estrutura dindmica conhecida como complexo
juncional apical (CJA), o qual é constituido por estruturas de membrana especializadas:
as juncoes oclusivas (JT) e as juncdes aderentes (JA) (Fig. 5).

Estas estruturas ndo s6 atuam determinando a polaridade celular e regulando o
transporte paracelular de nutrientes, eletrélitos e pequenos solutos, mas também em
eventos de sinalizagdo celular relacionados com a progressdo tumoral (Hartsock &
Nelson, 2008). Constituidas por proteinas da familia das caderinas e das cateninas as
JAs sdo estruturas que possuem diversas funcdes, tais como formacao e estabilizacéo
da adesdo célula-célula; regulacdo do citoesqueleto de actina; participagcdo na
sinalizacao intracelular e na regulagéo transcricional (Hartsock & Nelson, 2008; Baum &
Georgiou, 2011).
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Figura 5 - Complexo juncional apical
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Legenda: Esquema grafico mostrando o complexo juncional apical e suas duas estruturas de membrana
especializadas: jun¢des tight e juncdes aderentes, responsaveis pela manutencdo da adesao
célula-célula, controle do fluxo paracelular (seta amarela), polaridade celular e modulacéo de
vias de sinalizacao intracelulares.

Fonte: Adaptado de Steed et al., 2010.

As JTs estdo localizadas na porcdo mais apical do complexo juncional, logo
acima das JAs. Constitui um complexo multiproteico altamente organizado que atua na
determinacdo da polaridade celular e na modulacdo do fluxo paracelular. As JTs séo
constituidas por proteinas integrais de membrana, que incluem as claudinas, ocludinas,
tricelulina e moléculas de adesdo juncional (JAM), e proteinas responsaveis pela
associagao ao citoesqueleto, como as zonula occludens (ZO) e por complexos protéicos
que atuam na determinacdo da polaridade celular (Fig. 6) (Furuse, 2010; Steed et al.,
2010).
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Figura 6 - Juncdes oclusivas
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Legenda: Esquema gréfico representando os principais componentes proteicos das jun¢gBes oclusivas,
tais como as proteinas transmembrana JAM, ocludina e claudina e as proteinas de ligacdo ao
citoesqueleto de actina as proteinas ZOs.

Fonte: Adaptado de Shen et al., 2011.

A determinagdo da polaridade celular resulta na discriminagdo entre dois
dominios celulares: o dominio apical e o basolateral. Esta separacdo é observada
devido a distribuicdo assimétrica de proteinas e lipideos entre a superficie apical e
basolateral (Wang & Margolis, 2007). Estes dominios sdo importantes para regular dois
tipos de transporte celular que atuam na passagem do conteddo luminal através do
epitélio: o transporte transcelular e o paracelular. O transporte transcelular € o
movimento ativo ou passivo de moléculas e ions através do citoplasma em direcdo a
porcdo basal da célula. O transporte paracelular consiste no movimento passivo de
agua e solutos atraves do espaco entre células adjacentes. A modulacdo deste fluxo &

controlada pelas proteinas das JTs.
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A primeira proteina das JTs descoberta foi a ocludina. Proteina pertencente a
superfamilia das tetraspaninas, que consiste no grupo de proteinas que possuem
quatro dominios transmembrana, duas por¢cOes extracelulares e dominios N- e C-
terminais citoplasmaticos (Yunta & Lazo, 2003). A regido C-terminal das ocludinas
possui uma sequéncia chamada dominio E, responsavel pela ligagdo com as proteinas
de ancoragem ao citoesqueleto, tais como ZO e cingulina. No entanto as ocludinas
também sdo capazes de ligar-se aos filamentos de actina sem a necessidade de uma
proteina intermediaria (Paris et al., 2008). A ocludinas sédo conhecidas pela sua fungéo
no controle do fluxo paracelular, regulando a difusdo de solutos pelo seu tamanho.
Entretanto, em experimentos usando camundongos que ndo expressam ocludina
(camundongos knockout), tem sido demonstrado que essa proteina ndo desempenha
papel essencial na formag&o e manutencgéo das JTs (Saitou et al., 2000).

As tricelulinas séo proteinas com estrutura semelhante a ocludina e pertencente
a superfamilia de tetraspaninas, apresentam quatro dominios transmembrana, duas
porcdes extracelulares e dominios N- e C-terminais citoplasmaticos. Localizam-se
principalmente na regido da JT onde ocorre o0 encontro entre trés células adjacentes,
podendo ainda serem observadas, em menor quantidade, nos contatos entre duas
células (Ikenouchi et al., 2005; lkenouchi et al., 2008; Furuse, 2010; Mariano et al.,
2011; Soini, 2011). Nos contatos entre duas células, a tricelulina diminui a
permeabilidade a ions e a moléculas, enquanto na juncédo entre trés células ndo causa
nenhuma alteracdo na permeabilidade a ions apesar de haver uma diminuicdo na
permeabilidade de macromoléculas (Krug et al.,, 2009). MutacBes recessivas na
tricelulina tém sido associadas com a perda da audicdo (Riazuddin et al., 2006).
Entretanto, as mesmas muta¢des ndo tém influéncia significativa nas JTs presentes no
tecido renal, respiratorio e gastrointestinal (Raleigh et al.,, 2010). Ikenouchi e
colaboradores (2005) tém demonstrado que a supressao da tricelulina, por RNA de
interferéncia (RNAI), em células epiteliais resulta na organizagdo anormal das JT com
consequente diminuicdo da funcdo de barreira. Poucos trabalhos tém correlacionado a
expressdo da proteina tricelulina e o céncer. Patonai e colaboradores (2011)
recentemente mostraram que ha uma diminuicdo na expressao de tricelulina em

carcinoma fibrolamelar hepatico quando comparado com tecido adjacente normal. De
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maneira adicional, tem sido relatada ainda uma diminuigdo progressiva na expressao
da tricelulina em amostras de pacientes com diferentes niveis de diferenciacdo celular,
em adenocarcinoma ductal pancreatico (Korompay et al., 2012).

As JAMs sdao glicoproteinas que atravessam a membrana plasmatica uma unica
vez, possuem dois dominios semelhantes a imunoglobulina em sua porcéo extracelular
e uma curta regido C-terminal citoplasmatica com dominios PDZ. Tem sido mostrado
que a diminuicdo da expressao das JAMs reduz a permeabilidade paracelular (Martin-
Padura et al., 1998). Em céancer, o aumento na expressao das JAMs tem sido
relacionadas com um pior prognostico em cancer de mama (McSherry et al., 2009) e
em cancer de pulméo de células ndo pequenas (Zhang et al., 2013).

A estabilizacdo das JT requer a interacdo das proteinas integrais de membrana
com moléculas citoplasmaticas que funcionam como suportes para recrutar outras
proteinas estruturais, proteinas de sinalizacéo e fazer a ligacdo com o citoesqueleto de
actina (Furuse, 2010). Este papel é feito pelas proteinas ZOs (ZO-1, -2, -3), que fazem
parte de uma familia de proteinas guanilato quinase associadas a membrana (MAGUK,
do inglés membrane-associated guanylate kinases). Estas proteinas possuem dominios
PDZ, através dos quais as ZOs se associam as proteinas integrais de membrana,
ligando as mesmas ao citoesqueleto (Paris et al., 2008).

As claudinas compreendem uma familia de proteinas que possui atualmente 27
membros descritos (Mineta et al.,, 2011), também pertencentes a superfamilia das
tetraspaninas. Sao proteinas de baixo peso molecular (entre 20-28 kDa), com quatro
dominios transmembrana, duas porcfes extracelulares (também chamados de alcas
extracelulares) e dominios N- e C-terminais citoplasmaticos. A cauda C-terminal possui
uma regido conservada chamada PDZ, onde as proteinas de ancoragem ao
citoesqueleto de actina se ligam para fazer a ponte entre as proteinas claudinas e os
filamentos de actina (Gonzalez-Mariscal et al., 2003; Van-ltallie & Anderson,2006 e
2014; Singh et al., 2010, Giunzel & Yu, 2013) (Fig. 7).

Os dominios extracelulares destas proteinas sdo responsaveis por suas
interacdes homo- e heterotipicas na mesma célula ou em células adjacentes (Tsukita &
Furuse, 2000; Krause et al., 2008; Giinzel & Yu, 2013) e é através desses dominios que

as claudinas interagem formando poros capazes de permitir a passagem de agua e
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determinados ions, entretanto ainda ndo é possivel determinar tais caracteristicas para

todas a claudinas.

Figura 7 - Estrutura basica das claudinas

Sitio de ligacao de ion

Primeiro Dominio Q) 5 o Bomfii
Extracelular egundo Dominio

Extracelular

‘\ |: ‘|w" ‘

i\ Domimos\ UULL LI
| Trasmembrana || |
i ‘:‘\ ik

Sitios de Palmitoilagdo Dominio PDZ

Legenda: Esquema grafico representando a estrutura molecular das proteinas claudinas. Estas proteinas
possuem quatro dominios transmembrana (representado por I, I, 1ll e V), dois dominios
extracelulares, sendo o primeiro dominio extracelular caracterizado pela presenga de uma
regido altamente conservada (representada por G-L-W) e o sitio de ligacdo de ion. Caldas N- e
C- terminais intracelulares que possuem sitios de palmitoilagdo importante para direcionamento
das claudinas para as TJ e o dominio PDZ que consiste em um dominio altamente conservado
gue possibilita a ligacéo a claudina com as proteinas de ancoragem ao citoesqueleto de actina
(ZOs).

Fonte: Adaptado de Glinzel & Yu, 2013.

Furuse e colaboladores (2001) demonstraram padrdes de expressdo de
claudinas diferentes nas células MDCK | e Il (do inglés, Madin-Darby canine kidney) e
que esta expressdo diferenciada esta relacionada com alteragbes na permeabilidade
paracelular. Este achado sugere que as propriedades de barreira das JT sdo reguladas
de acordo com as interacdes homo- e heterotipicas que podem ser realizadas entre os
diferentes tipos de claudinas. Nesse sentido, diversos trabalhos tém relatado que o
padrdo de expressdo das claudinas é bastante variavel entre os diferentes tipos de
células e tecidos, corroborando o fato de que cada claudina tem uma caracteristica

prépria na determinacdo da permeabilidade paracelular. Dessa forma, as interacdes
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entre os mais diversos tipos de claudinas sdo especificas para a necessidade de cada
tecido (Tsukita & Furuse, 2000; Van lItallie & Anderson, 2006).

1.3.1 Requlacao das claudinas

As alteracbes no padrdo de expressdo das proteinas claudinas observadas
durante a tumorigénese epitelial, e a desregulacdo do CJA é um dos passos
importantes para a transicdo epitélio-mesenquimal (EMT, do inglés epitelial-
mesenquimal transition), portanto ha a necessidade de compreensdo dos mecanismos
regulatorios das claudinas.

Como outros genes as claudinas podem ser reguladas por mecanismos
epigenéticos como a metilacdo de ilhas CpG do promotor ou desacetilacdo de histonas.
Além disso, podem sofrer regulacdo génica através de fatores de transcricdo. Diversos
trabalhos tém mostrado o papel dos fatores de transcricdo Snail e Slug na repressao
dos genes das claudinas 3, 4 e 7 em células epiteliais MDCK e no carcinoma esofagico
(Ikenouchi et al., 2003; Martinez-Estrada et al., 2006; Usami et al., 2008). Lee e
colaboradores (2012) mostraram que o fator de transcricdo Twistl provoca a repressao
transcricional da claudina-4, evento relacionado a um pior prognéstico de pacientes
com cancer esofagico. O fator de transcricdo RUNX3 tem sido associado a repressao
da claudina 1 em células do epitélio gastrico (Chang et al., 2010). Nessa mesma linha
de evidéncias, tem sido demonstrada a atuagdo do fator de transcrigdo c-Fos no
aumento da expressdo da claudina-2 via EGFR/MEK/ERK/c-Fos, em células de
adenocarcinoma de pulméao (Ikari et al., 2012). Estudo recente de nosso Grupo vem
mostrando que o EGF aumenta a expressdo da claudina-3, evento mediado pela
ativacdo das vias de sinalizacdo MEK1/2-ERK1/2 e PI3K-Akt, sendo este evento
associado ao aumento do potencial tumorigénico de células de cancer colorretal (de
Souza et al., 2013). Entretanto ainda s&o escassos os trabalhos que avaliam os fatores
de transcricdo (FT) que atuam induzindo a expresséo das claudinas.

Outro mecanismo de regulacdo envolve a bactéria Clostridium perfringens, a

principal causadora da intoxicacdo alimentar. A enterotoxinia produzida por esta
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bactéria (CPE, do inglés Clostridium perfringens enterotoxin) tem sido descrita por sua
atuacao como ligante de uma regido chamada de receptor de CPE (CPE-R) presente
no segundo loop extracelular das claudinas 3 e 4 (Sonoda et al., 1999; Van lItallie et al.,
2008). A ligacdo do CPE a claudina causa a formacdo de um complexo entre CPE,
claudinas que possuem CPE-R e claudinas que ndo possuem este dominio e a
ocludina. Este complexo forma um poro que causa um aumento no influxo de célcio
seguida de morte celular (Gao & McLane, 2012). Esta propriedade citotéxica tem sido
utilizada para propor possivel tratamento do cancer de mama (Kominsky et al., 2004) e
poderia ser utilizado para outros tumores que apresentam aumento na expressao de
claudina 3 ou 4, como por exemplo o cancer ovario (Hough et al.,, 2000) e o CCR
(Oliveira & Morgado-Diaz, 2006). A porcao carboxilica do CPE (C-CPE) é capaz de
regular expressao proteica das claudinas 3 e 4 sem causar citotoxicidade (Sonoda et
al., 1999; Van ltallie et al., 2007; Gao & McLane, 2012; Pruteanu & Shanahan, 2013).
Tal mecanismo tem sido utilizado para regular a expressao das claudinas 3 e 4, e a
diminuicAo da expressdo destas proteinas tem sido associada ao aumento da
sensibilidade a quimioterapicos (Gao et al.,, 2011). Em busca de uma atuacdo mais
especifica Li e colaboradoes (2014) tém demonstrado a relevancia da utilizacdo de
anticorpos contra claudina 3 e 4 como sondas diagnésticas e sua atuacao antitumoral
nos tumores xenogréaficos em camungondos.

Portanto compreender os mecanismos de regulacdo e o papel das proteinas
claudinas no contexto do céncer torna-se cada vez mais importante, visto o seu

potencial como biomarcador ou alvo terapéutico.

1.3.2 Claudinas e cancer

Desde a descoberta desta familia de proteinas e a relacdo entre a expressao
alterada, a desorganizacdo da barreira epitelial e a progressao de alguns tipos de
cancer epitelial, a literatura a respeito deste tema esta em constante expansao.

A organizacdo da barreira epitelial envolve trés elementos mutuamente

interrelacionados que tem papel importante no crescimento e desenvolvimento
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neoplasico. Primeiro, a polaridade celular, responsavel pela separacdo da membrana
plasmatica em dois dominios que diferem-se em sua conformacéo lipidica e proteica.
Por exemplo, receptores de fatores de crescimento, sdo normalmente localizados na
superficie basolateral da célula voltado para o fluido intersticial. Segundo, as proteinas
ligantes aos receptores de fatores de crescimento, que s&o frequentemente
encontradas em altas concentracdes em fluidos luminais dentro dos tecidos epiteliais
(Zeng et al., 2009). E terceiro, alteracdes nas juncdes tight que ocorrem no inicio do
processo tumorigénico, de tal modo que o fluxo paracelular modifica-se possibilitando a
passagem de solutos maiores (Singh et al.,, 2010). Assim, alteracdes da barreira
epitelial podem causar, um aumento na disponibilidade de proteinas ligantes aos
receptores de fatores de crescimento, induzindo assim toda a cascata de sinalizacao
que pode levar ao aumento da proliferacdo, a evasdo da apoptose e eventos
relacionadas com o desenvolvimento da transicdo epitélio-mesenquimal (EMT), tais
como, alteragcbes na localizacdo ou expressao de componentes das JTs levando a um
aumento do potencial migratorio e invasivo. Neste contexto é necessario compreender
0S mecanismos que causam desorganizacao das JTs durante a progressao tumoral.
Diversos trabalhos mostram alteracdes na expressao das proteinas claudinas no
tecido tumoral em comparacdo ao tecido normal adjacente. Oliveira e colaboradores
(2005) mostraram aumento na expressao das claudinas 1, 3 e 4 e na permeabilidade
paracelular, em amostras de tumores de cancer colorretal moderadamente
diferenciados em comparacao ao tecido normal adjacente. No cancer de pulméao, Chao
e colaboradores (2009) mostraram que a baixa expressao de claudina-1 esta ligada ao
prognoéstico ruim de pacientes com adenocarcinoma de pulméo. No cancer de mama,
foram observadas diferencas nos padrbes de expressédo das claudinas 2 e 5 entre
diferentes tipos tumorais: estas proteinas foram vistas aumentadas no carcinoma ductal
em relacdo ao carcinoma lobular (Soini, 2004). Em cancer de ovario tem sido
demonstrado uma superexpresséo das claudinas 3 e 4 (Hough et al., 2000; Rangel et
al., 2003) evento associado ao aumento do potencial invasivo (Agarwal et al., 2005).
Devido a elevada especificidade dos padrbes de expressdo das claudinas em
diferentes tipos de céncer, tem sido sugerida a utilizacdo destas proteinas como

marcadores moleculares (Morin, 2005). Soini e colaboradores (2006) mostraram que a
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expressdo das claudinas pode ser utilizada como ferramenta no diagnéstico diferencial
entre mesotelioma e adenocarcionoma metastatico da pleura. As claudinas 1, 3,4 e 7
apresentam marcacao significativamente mais fraca em mesotelioma do que no
adenocarcinoma metastatico de pleura. Recentemente, nosso Grupo mostrou que em
células de CCR o EGF é capaz de aumentar a expressdo proteica de claudina-3
através da via ERK1/2 e PI3K-Akt. Nesse trabalho observamos ainda que a
superexpressao exdgena de claudina-3 aumenta o potencial proliferativo, invasivo e
migratorio das células. Além disso, observamos que estes eventos estavam
relacionados com a desregulacéo da funcdo de barreira, como visto pelo aumento da
permeabilidade a macromoléculas (De Souza et al.,, 2013). Em um trabalho mais
recente Suren e colaboradores (2014) demonstraram uma relagdo entre a diminuicao
da expressédo das claudias 1, 4 e 7 e uma maior extensdo do acometimento do érgéo
primario, comprometimento de linfonodos regionais, invasdo perineural e invasao
linfovascular em amostras de pacientes com CCR.

Com isso, torna-se importante caracterizar o padrdo tecido-especifico de
expressao dessas proteinas, uma vez que o mesmo poderia ser utilizado como uma
ferramenta Gtil no diagndstico e prognéstico de pacientes com cancer. Acredita-se que
a marcacgdo imunohistoquimica das claudinas em breve sera parte da rotina de trabalho
patolégica de pacientes com os mais diferentes tipos de malignidades (Ouban &
Ahmed, 2010).

1.4 Viséao geral do tratamento do cancer colorretal

O tratamento do CCR varia de acordo com o estadiamento do tumor. O
estadiamento do tumor € estabelecido de acordo com o sistema TNM (do inglés, tumor-
node-metastasis) desenvolvido pela Union for International Cancer Control, e baseia-se
na extensdo do acometimento do 6rgdo primario (tumor), na presenca de células
tumorais nos linfonodos regionais e no acometimento de outros 6érgdos (Fig. 8A)
(Wolpin et al., 2007).



Figura 8 - Classificagdo/Estadiamento do cancer pelo sistema TNM
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Legenda: a) Tabela dos critérios utilizados para caracterizar por meio de analise patoldgica o cancer. b)
Imagem representativa das camadas histolégicas do cdlon, para ilustrar a localizagdo tumoral
de acordo com a tabela A. c) Imagem representativa dos linfonodos regionais presentes
préximo ao célon. d) Tabela utilizada para classificacdo/estadiamento do tumor apds andlise
patoldgica utilizando a tabela A.

Fonte: Adaptado do site

<https://cancerstaging.org/referencestools/quickreferences/Documents/ColonSmall.pdf> acessado
em 01 de janeiro de 2015)
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O carcinoma in situ, estadiamento 0 (zero), é aquele tumor que esta confinado a
mucosa ou invadiu apenas a lamina prépria. Neoplasias colorretais em estadio |, sdo
aguelas que invadem a submucosa ou a camada muscular propria. Tumores séo
classificados em estadiamento Il quando encaixam-se em uma das trés situacoes: o
tumor invade a camada subserosa (llA), invade a superficie do periténio visceral (1I1B) ou
o tumor invade diretamente ou esta aderido a outros 6rgéos (lIC). O estadiamento I
inclui os tumores em que ha metastase nos linfonodos regionais. E o estadio IV sdo os
tumores que ja apresentam metastases em o6rgaos distantes (Fig. 8D) (Centelles, 2012).

O tipo de tratamento mais comum no CCR é a ressec¢éo do tumor, que pode ser
feita durante a colonoscopia (remocéo dos polipos) ou através de uma cirurgia, na qual
a parte do 6rgdo acometido é retirada com uma margem de pelo menos 5 cm em cada
lado. Durante o procedimento cirdrgico € feito também a resseccdo dos linfonodos
regionais (pelo menos 12 linfonodos), para que o patologista consiga classificar
corretamente o tumor apos a cirurgia (Chang et al., 2007), sendo importante para
determinar a necessidade de terapia adjuvante (ap0és a cirurgia).

A terapia adjuvante pode consistir em quimioterapia (QT), radioterapia (RT) e
terapia-alvo. A Tabela 2 mostra os compostos, mecanismos de acao e as indicacdes
dos medicamentos utilizados no tratamento do CCR. O tratamento quimioterapico
baseia-se na utilizacdo e/ou combinacdo dos compostos: 5-Fluorouracil (5FU),
leucovorin, oxiliplatina e irinotecano. Na terapia-alvo, geralmente utiliza-se anticorpos
monoclonais contra os receptores EGFR e VEGFR (receptor de fator de crescimento do
endotélio vascular), tais como Cetuximab, Panitumumab, Bevacizumab que atuam
impedindo a ativagao destes receptores e sua cascata de sinalizacdo downstream, e
com isso diminuindo a proliferacdo e angiogénese respectivamente (Wolpin et al., 2007;
Centelles, 2012). Como mencionado anteriormente, a terapia-alvo beneficia apenas

pacientes que ndo possuem mutacao no gene Ras.



Tabela 2 — Medicamentos utilizados no tratamento do CCR

Terapia

Mecanismo de Acao

Indicacdes

5-Fluorouracil
(5FV)

Capecitabina

Leucovorin

Oxaliplatina

Irinotecano

Cetuximab

Panitumumab

Bevacizumab

Inibe a enzima timidilato
sintase, importante para a
sintese de DNA

Pré-droga de administracéo
oral gue se converte em 5FU

Acido folinico que atua
estabilizando a interacao do
5FU com a timidilato sintase

Composto que contém platina
e age formando adutos no
DNA inibindo a sua
replicagédo

Inibe a enzima
topoisomerase | que é
essecial para a replicacdo do
DNA

Anticorpo monoclonal que se
liga aos EGFR bloqueando o
sitio de ligacdo do EGF.

Anticorpo monoclonal
(humanizado) que se liga aos
EGFR blogueando o sitio de
ligacdo do EGF.

Anticorpo monoclonal que se
liga aos VEGFR bloqueando
o sitio de ligacdo do VEGF.

Multiplas aplicacdes em
combinag&o com outros agentes
na terapia adjuvante e paliativa

Multiplas aplicacdes em
combinac&do com outros agentes
na terapia adjuvante

Multiplas aplicagbes em
combinag&o com outros agentes
na terapia adjuvante

Usado em combinagdo com
Leucovorin e 5FU (regime
chamado de FOLFOX) na
terapia adjuvante

Usado sozinho ou em
combinag&o com Leucovorin e
5FU (regime chamado de
FOLFIRI) na terapia da
metéstase

Usado sozinho ou em
combinag&o com irinotecano na
terapia da metastse

Usado sozinho na terapia da
metastase

Usado em combinagdo com
FOLFOX e FOLFIRI na terapia
da metéastase

Fonte: Adaptado de Wolpin et al, 2007.
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A radioterapia € uma modalidade terapéutica utilizada na clinica para o

tratamento de tumores desde 1897 (Prise et al.,, 2005), e é considerada terapia de

primeira linha para diversos tumores solidos, tanto com intencao curativa para canceres

primarios como paliativa (Yacoub et al., 2006). No CCR a RT é normalmente utilizada
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em pacientes com cancer de reto como terapia neoadjuvante (antes da cirurgia). O
cancer de célon e reto compartiham muitos aspectos como etiologia, diagndstico,
patologia e tratamento de doenca metastatica, mas devido a questdes anatbmicas,
tanto o tratamento de doenca localizada quanto as taxas de recorréncia diferem
significativamente entre si (American Cancer Society, 2014). No entanto um estudo
comparando 276 amostras de cancer de célon e reto mostrou por diversas analises que
os tumores de colon e reto séo indistinguiveis a nivel molecular (The Cancer Genome
Atlas Network Genotypes, 2012).

Os protocolos de RT neoadjuvante consistem em doses hiperfracionadas de 1,8
a 2,0 Gy durante 5 a 7 semanas ou doses hipofracionadas de 5Gy durante 5 dias (Van
den Brink et al., 2004; Glynne-Jones, 2012; Pach et al., 2012). Ambos os esquemas de
fracionamento séo importantes para permitir o reestabelecimento dos tecidos normais
entre as exposi¢cdes. Porém, ndo s6 as células do tecido normal, mas também as
células tumorais podem se reestabelecer e gerar uma nova populacdo de células
sobreviventes a radiacdo. Além disso, metastases refratarias ocorrem frequentemente
apos a radioterapia (Brink et al., 2004) e a literatura é inconclusiva em relacao ao seu
real valor nos esquemas terapéuticos (Pach et al., 2011).

Estudos mostram que a radiacdo induz a secrecédo de fatores de crescimento e
citocinas no microambiente. Além disso, sabe-se que as células ndo morrem
imediatamente apds a exposicdo a radiacdo e as células sobreviventes continuam
interagindo com esse microambiente (Barcellos-Hoff et al., 2005; Hamada et al., 2007),
podendo desenvolver respostas adaptativas através da ativacdo de mecanismos de
reparo do DNA, sinalizacdes de estresse celular e ativacdo de vias de sobrevivéncia
(Ahmed & Li, 2008). Porém, as caracteristicas fenotipicas e o comportamento dessas
células remanescentes e suas progénies € pouco conhecida, uma vez que a grande
maioria dos estudos analisam as células diretamente atingidas pela radiacdo e em
tempos curtos, e somente alguns deles que avaliam os efeitos a longo prazo desse tipo
de tratamento.

Estudos prévios do nosso laboratério, usando modelos celulares de cancer de
célon, mostraram que a radiacdo induz desorganizacdo dos contatos intercelulares (De

Carvalho et al., 2006). Nesta mesma linha de evidéncia, recentemente demonstramos
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que a progénie de células de CCR sobreviventes a radiagdo apresenta maior potencial
migratorio, invasivo e fenotipo semelhante a transicao epitélio-mesenquimal (Bastos et
al., 2014).

Os avancos na compreensao de mecanismos celulares e moleculares envolvidos
na progressado tumoral contribuem para o aprimoramento das estratégias terapéuticas
contra o CCR. Para isso os estudos na area de desenvolvimento de novos compostos e

identificacdo de biomarcadores sédo de grande importancia.
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2 RELEVANCIA DO ESTUDO

O céancer colorretal é a terceira neoplasia mais incidente em ambos 0s sexos,
apresentando a quarta maior taxa de mortalidade dentre os tipos de cancer no mundo.
Portanto é de fundamental importancia entender os mecanismos que medeiam 0
desenvolvimento deste tipo de tumor e sua progressao até a metastase.

Durante a progressdo deste tipo de cancer as células epiteliais sofrem
alteracdes genéticas e morfoldgicas, sendo a desorganizacdo do complexo juncional
apical um dos eventos iniciais desse processo. As junc¢des tight constituem a regido
mais apical deste complexo em células epiteliais, sendo responsaveis pela regulacdo
do transporte paracelular, determinacdo da polaridade celular, assim como, eventos de
sinalizacdo celular relacionados com o0 processo tumorigénico, tais como a
diferenciacdo e proliferacdo celular. As claudinas consistem na principal familia de
proteinas integrais de membrana que formam as JT. Diversos trabalhos tém
demonstrado alteracfes na expressdo das destas proteinas em diferentes tipos de
cancer e estas alteracdes tem sido relacionada com a progressao tumoral.

Neste contexto é importante compreender 0os mecanismos que regulam a
expressdo das claudinas, uma vez que estas proteinas encontram-se com sua
expressao alterada em diversos tipos de cancer epitelial. Além disso, pouco se sabe
sobre os efeitos desta superexpressao na carciongénese e o0 seu papel frente aos
tratamentos do CCR. Com isso torna-se importante avaliar o papel da superexpressao
da claudina ap6s o tratamento com irradiacdo, para que seja possivel fazer uma
correlacdo entre a expressdao da claudina e a radiorresposta celular e
consequentemente indicar a claudina como um biomarcador indicativo de tratamento ou

de prognastico.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar os eventos celulares e moleculares relacionados a radiorresposta celular

da progénie de células irradiadas que superexpressam claudina-3 em cancer colorretal.

3.2 Objetivos especificos

a) Analisar a expressao e distribuicdo das proteinas da JT na progénie de

células irradiadas que superexpressam claudina-3;

b) Avaliar o papel da superexpressao da claudina-3 na resposta da progénie
de células irradiadas;

c) Avaliar o comportamento migratério, invasivo e metastatico da progénie

irradiada de células que superexpressam a claudina-3;

d) Analisar o efeito da inibicdo das vias de sinalizagcdo de proliferacéo e

sobrevivéncia na progénie de células irradiadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Anticorpos

Para deteccao de proteinas, foram utilizados os seguintes anticorpos primarios:
policlonais produzidos em coelho anti-claudina-3 obtido da Invitrogen Co.Carlsbad, CA,
EUA, monoclonais produzidos em coelho anti-a-tubulina (Cell Signaling Technology,
Inc. Danvers, MA, EUA). Os anticorpos secundérios utilizados para deteccdo de
proteinas por quimioluminescéncia, foram os anti-coelho do tipo IgG conjugados a
peroxidase adquiridos da (GE Healthcare Biosciences, Pittsburg, PA, EUA). Para os
ensaios de imunofluorescéncia, foram utilizados anticorpos secundarios anti-coelho do
tipo 1gG conjugado a Alexa fluor 488 (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA). O EGF foi
obtido da Invitrogen Co. e estocado na concentragdo de 100 pg/mL, a -20° C.

4.2 Reagentes

O EGF foi obtido da Invitrogen Co., o 2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-1(4H)-
benzopyran-4-one (LY294002, inibidor de PI3K) foi obtido da Sigma-Aldrich, e o 2-(2-
amino-3-methoxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-one (PD98059, inibidor de MEK1) foi
obtido da Cell Signaling. Solu¢des estoque de EGF (100 pg/mL), LY294002 (8 mM) e
PD98059 (50 mM) foram preparadas, diluidas em DMSO e estocadas a -20°C.

O Polibreno foi obtido da Fluka Chemie GmbH (Buchs, Suica), o soro fetal bovino
definido foi obtido da Hyclone Laboratories Inc. (Utah, EUA), a Puromicina e o [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) (MTT) foram obtidos da Sigma-
Aldrich, as colunas de Maxi-Prep da Invitrogen Co. e os insertos Tranwell da Corning
Life Sciences (Lowell, MA, EUA).
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4.3 Cultura de células

Neste estudo, foi utilizado a linhagem derivada de adenocarcinoma de célon
humano HT-29 obtida da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA,
EUA). Esta linhagem apresenta um fenétipo moderadamente indiferenciado, além de
possuir um alto potencial invasivo e metastatico (Simon-Assmann et al., 2007). Esta
linhagem apresenta mutacdes em P53 e superexpresséo de H-Ras (Halaschek-Wiener
et al., 2000). A linhagem embrionaria de rim, HEK-293, foi obtida da ATCC. Estas
células e a HT-29 foram utilizadas para transfeccao e transducéo, respectivamente.

As células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium), suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado, estreptomicina (60
mg/L) e penicilina G 100 mg/L, obtidos da Invitrogen Co. As culturas foram mantidas em
uma atmosfera de 5% de CO,, a 37° C. Para expansdo da cultura, células em
subconfluéncia foram lavadas com solucéo salina (PBS) e soltas da garrafa, incubando-
as com uma solucédo de 0,25% de tripsina (Invitrogen Co.) diluida em PBS, por 2 — 5
minutos a 37° C. Em seguida as células foram transferidas para placa de 6 pocos para
ensaios bioquimicos, de migracao celular e ensaios de proliferacédo, ou placa de 12
pocos para ensaios dependentes e independentes de ancoragem, sobre laminulas de
vidro em placa de 24 pocos para imunofluorescéncia, todas obtidas da TPP (Techno
Plastic Products AG, Trasadingen, Suica) ou em insertos de membrana de
policarbonato Transwell ® (poros de 8 um) (Corning, Inc. Tewksbury MA) revestidas
com Matrigel ® (BD Biosciences, San Jose, CA).
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4.4 Tratamentos

4.4.1 Tratamento com EGF

As células HT-29 foram crescidas até a subconfluéncia e em seguida tratadas
com o fator de crescimento epidermal (EGF) na concentracdo de 20 ng/mL (Invitrogen

Co.) em meio contendo 10% de soro fetal bovino inativado por 24, 48 e 72 h.

4.4.2 Tratamento com radiacao

As células HT-29 e HT-29 transduzidas com vetor vazio (pBABE) e vetor para
superexpressar claudina-3 foram crescidas até a subconfluéncia, em seguida foram
expostas a uma unica dose de radiacdo (5Gy) a 25 ° C utilizando um irradiador gama
de **’Cs (IBL 437C da CIS Bio International, Codolet, Franca) a uma taxa de dose de
2,65 Gy / min. As células controle (nado irradiadas) foram mantidas em meio DMEM e as
células irradiadas mantidas em confinamento com o mesmo meio irradiado (meio
condicionado) durante 24 h. Apds este tempo, as células controle e irradiadas foram
soltas incubando-se com uma solugéo contendo tripsina (com 0,05% de tripsina diluida
em PBS); cultivadas em baixa densidade e mantidas até a formacgdo de colonias
progénies e entdo submetidas aos experimentos seguintes. A progénie derivada de
células nao irradiadas foram chamadas de "F1 pBABE CTR” e “F1 CLD3 CTR”, e a
progénie de células irradiadas foram chamadas de "F1 pBABE 5Gy" e “F1 CLD3 5Gy”.
Para fins experimentais, as células foram mantidas em garrafas de cultura, placas,

laminulas de vidro ou em insertos de membrana de policarbonato Transwell ®.
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4.4.3 Tratamento com Inibidores

As células HT-29 transduzidas com vetor vazio (pBABE) e vetor para
superexpressar claudina-3 foram crescidas até a subconfluéncia, em seguida foram
tratadas com os inibidores farmacolégicos PD98059 (inibidor da MEK) ou LY294002
(inibidor da PI3K) por 1 h. Em seguida as células foram ou ndo expostas a radiacao
como indicado no item 4.4, sendo mantidas no meio condicionado contendo o0s

inibidores por 24 h.

4.5 Construcédo dos vetores retrovirais

O vetor contendo o cDNA para claudina-3, foi cedido gentilmente pelo Dr. Mikio
Furuse (Universidade de Kyoto — Japéo). Esse vetor foi digerido e o cDNA da claudina-
3 foi amplificado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés polymerase
chain reaction), utilizando o] primer forward 5'-
ACGCAGATCTGGTATCGATAAGCTTGATCCAGCAG-3’, e o0 primer reverse 5'-
AAAAGTCGACCAGTGGTATTTGTGAGCCAG-3'. Os produtos da PCR foram
subclonados no vetor retroviral pBABE, sendo obtido o vetor e pBABE-CId3 (contendo o

cDNA para claudina-3).

4.6 Producdao do retrovirus recombinante e infec¢cédo de células alvo

Foi utilizada a linhagem celular HEK-293, transfectada com o plasmideo de
empacotamento viral pCL-Ampho (Imgenex Co., CA, EUA) como célula empacotadora
dos retrovirus. Essas células foram transfectadas de forma transiente por precipitacéo

pela técnica do fosfato de célcio. As células HEK-293 foram plagueadas em placas de
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Petri (10 cm de diametro), no total de 2 x 10° células/placa. Apés 24 h, essas células
foram transfectadas utilizando o DNA dos vetores retrovirais (0BABE e pBABE-CId3) e
de empacotamento (pCLAmpho) purificados por colunas de Maxi-Prep (Invitrogen),
gerando as células HEKpBABE e HEK-CId3, respectivamente. O DNA foi precipitado
misturando-se: 10 pg de DNA do pCL-Ampho e 20 ug de DNA dos vetores retrovirais;
250 pL de tampéao fosfato 2x (NaCl 280 mM; KCI 10 mM; Na2HPOa4 1,5 mM; dextrose 12
mM; HEPES 50 mM; pH 7,1); 50 uL de CaCl2 2,5 M e avolumando para 500 puL com
H20 deionizada. Essa solugéo foi entdo misturada avidamente por borbulhamento e
incubada por 30 min em temperatura ambiente. Apos esse tempo, o precipitado (500uL)
foi adicionado as células HEK-293. Apdés 24 h, as células HEK-293 transfectadas foram
lavadas duas vezes com PBS, sendo adicionado posteriormente DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino definido (Hyclone Laboratories Inc, Utah, EUA). Nesse
mesmo dia, as células alvo HT-29 foram cultivadas em placas de 6 pocos (5 x 10*
células/poc¢o). No dia seguinte, os sobrenadantes das células HEK-293 contendo virus
foram coletados e centrifugados por 5 min a 500 g para retirar os debris celulares, e
suplementados com 8 pg/mL de polibreno. A infeccdo viral das células HT-29 foi
realizada incubando as mesmas com o sobrenadante obtido acima e com meio DMEM
(1:1). Logo, as células foram centrifugadas duas vezes a 400 g por 45 min com intervalo

de 90 min entre as centrifugacdes.

4.7 Construcgao das linhagens celulares HT-29-pBABE e HT-29-CLD3

As células HT-29-pBABE (contendo o vetor vazio) e HT-29-CLD3
(superexpressando claudina-3) foram geradas por transducdo das células HT-29 com
0s vetores retrovirais pBABE e pBABE-CId3. Os sobrenadantes condicionados e
concentrados das células HEK-pBABE e HEK-CId3, transfectadas com os vetores
mencionados, foram adicionados as células HT-29 (5 x 10* células), sendo incubados
por 24 horas. Depois de infectadas, as células foram selecionadas pelo antibiético

puromicina (5 pg/mL) por 3 dias e posteriormente clones foram isolados para gerar
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diversas linhagens clonais. A superexpressao da claudina-3 foi demonstrada por

immunoblotting.

4.8 Obtencéao de lisados celulares

ApOs os tratamentos, as progénies irradiadas e controle foram lavadas duas
vezes com PBS e homogeneizadas em tampdo de extracdo (Triton X-100 1%,
Deoxicolato 0,5%, SDS 0,2%, NaCl 150mM, Hepes 10 mM, pH 7,3, EDTA 2 mM,
Ortovanadato 2 mM, NaF 20 mM, leupeptin 10 pug/ml e pepstatina 1 mg/mL) e coquetel
de inibidores de protease (1:100) (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA) durante 30 min a
4°C.por 30 min. Em seguida foram submetidas a centrifugacédo por 10 minutos (10.000
g) a 4°C e o sobrenadante foi coletado para analise posterior. Para quantificacdo de

proteinas foi utilizado o kit comercial BCA (Bioagency, Sdo Paulo, SP, Brasil).

4.9 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo sodio dodecil sulfato (SDS-
PAGE) e Imunoblotting

Para analisar a expressao de proteinas, fez-se uma separacédo por SDS-PAGE,
utilizando géis contendo 13% de bis-acrilamida. Logo, as proteinas foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose utilizando-se um aparelho de transferéncia semi-
seco (Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, EUA), a 10 V por 60 minutos. Para
realizagdo do imunoblotting, a membrana foi mantida em tampé&o de bloqueio, contendo
TBS-T (20 mM de Tris-HCI pH 7.6, 137 mM de NaCl e 1% de tween 20) e 5% de leite
desnatado, durante 60 min e logo incubada por 2h ou overnight com anticorpos
primérios: anti-Claudina-3 (diluicdo 1:1000) (Invitrogen Co.) e anti-a-tubulina (diluicdo
1:2000) (Cell Signaling Technology, Inc.). Apds sucessivas lavagens com TBS-T, fez-se

a incubacdo com o0s respectivos anticorpos secundarios por 60 min: anti-coelho e
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conjugado a peroxidase (HRP), diluicdo 1:50000. As membranas passaram por varias
lavagens com TBS-T antes de serem reveladas por quimioluminescéncia, utilizando um
kit ECL (GE Healthcare), e autoradiografia. A quantificacdo dos niveis protéticos foi
realizada por analise densitométrica usando software LabWorks 4.6 (Bio-Rad, Upland,
CA, EUA).

4.10 Imunofluorescéncia

As células foram cultivadas sobre laminulas de vidro até formarem col6nias. O
meio DMEM foi retirado e as células foram lavadas com PBS e fixadas com metanol
100%, durante 20 min a -20 °C. Apds fixacdo foram lavadas e re-hidratadas com PBS
(pH 8,0). Posteriormente, foram bloqueadas com BSA 0,2% por 60 min. Em seguida
foram incubadas overnight com o anticorpo primario anti-claudina-3 (diluicdo 1:30), e
por mais 1 h com o anticorpo secundario anti-coelho conjugado a Alexa fluor 488
(diluicdo 1:500). Posteriormente, as laminulas foram lavadas 5 vezes com PBS e
montadas em soluc¢do contendo n-propril-galacto, e analisadas usando um microscoépio
invertido Axio Observer Z1 (Carl Zeis Inc, Oberkochen, Alemanha) acoplado a uma
camera Axiocam MRc5, e ao programa de processamento de imagens Axiovision

Release 4.8.1 (Carl Zeiss Inc).

4.11 Medicédo da resisténcia elétrica transepitelial

Para avaliar a funcionalidade da funcdo de barreira das JTs, 3 x 10* células
controle e irradiada foram crescidas em insertos Transwell® até atingirem confluéncia.
Apds esse periodo os valores da resisténcia elétrica transepitelial (TER, do inglés
transepithelial eletrical resistance) foram determinados usando um sistema Millicel®-
ERS (EMD Millipore Co.; Billerica, MA, EUA). Todos os valores da TER foram
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normalizados para area do inserto e obtidos apds subtracdo do background (TER do

inserto contendo meio de cultura).

4.12 Microscopia Eletronica de Transmisséo

Monocamadas de células controle e irradiada cultivadas em insertos Transwell
foram fixadas em tampdo de Karnovsky (glutaraldeido 2,5 %, paraformaldeido 1 %,
sacarose 8 % e CaCl2 2 mM em tampéo cacodilato de s6dio 0,1 M, pH 7,2) contendo 6
mg/mL de vermelho de ruténio por 1 h, em agitacéo protegido da luz. Logo apés, foram
lavadas em tampéao cacodilato 0,1 M contendo 6 mg/mL de vermelho de ruténio por 3
vezes, durante 10 min cada, em agitacdo e protegido da luz. Em seguida foram péds-
fixadas por 45 min em uma solug¢é@o contendo tetréxido de 6smio 1 %, ferrocianeto de
potassio 0,8 %, 5 mM de CaCl2 e 6 mg/mL de vermelho de ruténio em tampao cacodilato
0,1 M, em agitacdo protegidas da luz. As membranas foram entdo lavadas em tampéo
cacodilato 0,1 M por 3 vezes em agitacdo e protegidas da luz, durante 10 min cada,
desidratadas em concentragdes crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90%, 2 vezes
em 100% e outras 2 vezes em super seca) por 10 min cada, sendo incluidas
posteriormente em resina Epoéxi. Cortes ultrafinos, entre 60 — 70 nm, foram obtidos
usando um Ultramicrétomo (Leica Microsystem, Wetzlar, Alemanha), contrastados com
citrato de chumbo (5 min) e analisados usando um microscopio eletrbnico de

transmisséo Zeiss 900 (Carl Zeiss Inc.).

4.13 Ensaio de migracao celular (Wound healing assay)

As células controle e irradiada foram cultivadas (7x10* células) em placas de 12
pocos até atingirem a confluéncia. Posteriormente, uma regido da monocamada celular

foi raspada com uma ponteira estéril de 10uL e a regido raspada foi acompanhada por
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6 h usando o microscépio invertido Axio Observer Z1 (Carl Zeiss Inc). As imagens foram
capturadas usando a camera Axiocam MRc5, e ao programa de processamento de
imagens Axiovision Release 4.8.1 (Carl Zeiss Inc). A distancia de migracéo foi avaliada
em trés experimentos independentes e foi medida utilizando o software ImagelJ
(Nacional Institute os Health, Bethesda, MD, EUA) para quantificar a distancia a partir
das bordas da regido raspada. Os valores obtidos foram utilizados para calcular a
porcentagem de migracao das células, através da relacdo entre o tamanho da regido
raspada apos 6 h e o tamanho da regido raspada em 0 h. Tais valores foram plotados
num gréfico utilizando-se o software GraphPad Prism 4 (GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA, EUA).

4.14 Ensaio de invasao celular

3x10* células foram cultivadas na superficie superior de insertos de membrana
de policarbonato Transwell ® (poro de 8 um; Corning Inc.), revestido com 30 pL de
Matrigel ® (BD Biosciences) diluido 1:10 em 200 pL de DMEM isento de SFB. Utilizou-
se meio DMEM suplementado com 10% de SFB como um quimioatraente na parte
inferior da camara, e apos 24 h de incubacdo a 37° C, o gel que revestia a superficie
superior da membrana foi retirado com uma haste de algoddo, uma vez que as células
gue atravessaram o gel sdo aquelas que invadiram e consequentemente encontram-se
na parte inferior da membrana. A membrana foi entdo fixada com etanol 100% (10 min),
coradas com violeta de cristal e analisadas ao microscopio Axio Observer Z1. O nimero
de células que invadiram foi expresso como a média quantificada a partir de quatro
campos aleatérios analisados sob o microscopio. Os valores sao representados no
grafico como o numero de vezes que as células invadiram em relagéo ao controle (onde
os dados do grupo controle foram normalizados para 1) e correspondem a média de

ensaios em triplicata, em trés experimentos independentes.
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4.15 Ensaio de formacgé&o de coldnia dependente de ancoragem

Células foram cultivadas em densidade baixa (2,5 x 102 células) em placas de 12
pocos, durante sete dias, para determinar o efeito da irradiagdo sobre o potencial de
formacdo de coldnias. Ao final do experimento, as células foram fixadas com etanol
100% durante 10 minutos e incubadas, subsequentemente, com solucdo contendo
cristal violeta (cristal violeta 0,05% em etanol 20%) por 10 min. Apés lavagem com agua
destilada, metanol 100% foi utilizado para eluir o corante, sendo posteriormente
quantificado por espectrofotometria, utilizando o espectrofotdbmetro Spectra Max 190
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA), a um comprimento de onda de 595 nm. Os
valores de absorbancia foram utilizados para fazer uma relagdo com o grupo controle
(onde os dados do grupo controle foram normalizados para 1) e correspondem a média

de ensaios em triplicata, em trés experimentos independentes.

4.16 Ensaio de formacgéo de coldnia independente de ancoragem

500 células/poco foi crescida em placas de 12 pocos. Essas placas foram
previamente revestidas com 0,5 ml de agarose semi sélida 0,6%. Apos a solidificacéo
da agarose, as células foram plaqueadas em uma solucdo contendo meio DMEM com
10% de soro e 0,3% de agarose. Posteriormente, foi adicionado meio com soro na parte
superior. As células foram cultivadas por 11 dias a 37° C, em uma atmosfera de 5%
CO2. Ao final do experimento, as colonias formadas foram observadas e contadas no
microscopio invertido Axio Observer Z1 (Carl Zeiss Inc). As imagens das colonias
representativas foram digitalizadas utilizando uma camera Axiocam MRc5, acoplada ao
programa de processamento de imagens Axiovision Release 4.8.1 (Carl Zeiss Inc). O
numero de colbnias foi expresso como a meédia quantificada a partir de quatro campos

aleatdrios analisados sob o microscopio. Os valores sao representados no grafico como
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0 numero de coldnias formadas em relagdo ao controle (onde os dados do grupo
controle foram normalizados para 1) e correspondem a média de ensaios em triplicata,

em trés experimentos independentes.

4.17 Ensaio de proliferag&o celular

2 x 10® células, foram cultivadas, em placas de 96 pocos. Ap6s o periodo de
aderéncia (aproximadamente 4 horas), as células foram mantidas em cultura no periodo
de 6, 24, 48 e 72 h. A cada dia foi retirada uma placa para ser analisada com o cristal
violeta. Cada placa foi lavada com PBS e fixada em etanol 100% por 10 minutos.
Posteriormente, foram incubadas com uma solucdo contendo cristal violeta (cristal
violeta 0,05% em etanol 20%) por 10 minutos e, logo apds, lavadas com agua destilada
e em seguida foi colocado metanol por 5 minutos. A quantificacdo colorimétrica foi
realizada no leitor de Elisa (Spectra Max 190, Molecular Devices) a um comprimento de
onda de 595 nm. Os valores de absorbancia foram utilizados para fazer uma relagcéo
com o grupo controle (onde os dados do grupo controle foram normalizados para 1) e

correspondem a média de ensaios em triplicata, em trés experimentos independentes.

4.18 Anélise estatistica

Andlise estatistica foi realizada com o programa GrafPad Prism 4 (GrafphPad
Software), utilizando o teste t de Student. Diferengas foram consideradas significativas

guando p<0,05.



51

5 RESULTADOS

5.1 EGF regula os niveis proteicos de claudina-3 em células HT-29

As claudinas sdo as principais constituintes das JT, atuam na regulacdo da
permeabilidade paracelular e na polaridade celular sugerindo que estas proteinas
contribuem para a supressdo de tumores em determinadas neoplasias, como, por
exemplo, cancer de pancreas, adenocarcinoma de pulméo e colon (Michl et al, 2003;
Chao et al, 2009; Oliveira et al, 2005).

Diversos trabalhos tém relacionado o tratamento com EGF a alteracdes das
proteinas das JT. Singh & Harris (2007) mostraram que células MDCK tratadas com
EGF apresentam um aumento nos niveis protéicos das claudinas 1, 3 e 4,
concomitantemente a diminuicdo da claudina-2, alteragbes acompanhadas pelo
aumento na resisténcia elétrica transepitelial (TER, do inglés transepithelial eletrical
resistance). Em células de céncer ovariano, o tratamento com EGF diminuiu a
expresséo das claudinas 3 e 4, causando aumento da RET. Os efeitos foram revertidos
utilizando inibidores de EGFR, MAPK ou PI3K (Ogawa et al, 2012).

Com intuito de determinar se o EGFR também estaria envolvido com a regulacéo
das claudinas 1 e 3 em CCR, células HT-29 foram tratadas com EGF, sendo os niveis
proteicos da claudina 1 e 3 analisados por imunoblotting. Como visualizado na figura 9
em tempos iniciais (6 h) ndo houve alteragéo nos niveis de claudina 1 e 3, no entanto o
48 h de tratamento com EGF aumentou nove vezes o0 nivel proteico de claudina-3 em
células HT-29. Uma vez que o tratamento demonstrou um efeito mais expressivo nos
niveis proteicos de claudina-3, partimos para avaliar qual o efeito do aumento da

expressao da claudina-3 nas células.
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Figura 9 - Efeito do EGF na expressao das claudinas 1 e 3 em células HT-29
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Legenda: Células foram tratadas com EGF e a expressdo das claudinas 1 e 3 foi analisada por
imunoblotting. A) Em tempos iniciais (6 h) de tratamento com EGF e em tempos tardios (24 e 48
h) (B). A a-tubulina foi utilizada como controle endégeno de expressdo proteica. Os valores
indicados abaixo dos blottings representam a razdo de densidade Optica entre a amostra tratada
com EGF e a controle (EGF/CTR) apds a normalizagao pela a-tubulina.

CLD3 § _—

5.2 Superexpressao de claudina-3 contribui para o processo de malignizacdo das

células

Diversos trabalhos tém demonstrado uma correlacdo entre o aumento da
expressao de claudina-3 e 0 aumento da capacidade migratoria e invasiva de células de
ovario (Agarwal et al., 2005), ao pior prognostico em cancer de ovario (Choi et al., 2007)
e em carcinoma urotelial de trato urinario superior (Nakanishi et al., 2008). Em um
trabalho prévio 0 nosso grupo demonstrou aumento na expressao proteica de claudina-
3 em pacientes com CCR (Oliveira et al., 2005). Uma vez que o tratamento com EGF
provocou um aumento na expressao de claudina-3, decidimos para avaliar o papel da
superexpressdo de claudina-3 em eventos celulares caracteristicos da malignizacao
celular. Para isso utilizamos células HT-29 transduzidas com vetor vazio (pBABE) ou
vetor para superexpressar claudina-3 (CLD3). Primeiramente avaliamos a eficiéncia do
método de transducao por imunoblotting. Foi possivel observar que apos da transdugéo
houve um aumento de mais de trés vezes na expresséo proteica de claudina-3 (Fig.
10).
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Figura 10 - Avaliacdo do método de transducdo para superexpressao de claudina-3 em
células HT-29

Densitometria relativa
(CLD3/a-tub)

pBABE cLD3
CLD3 [

Legenda: Células HT-19 foram transduzidas com vetor vazio (pBABE) ou vetor contendo cDNA da
claudina-3 e a eficiéncia do método foi avaliado por imunoblotting. O grafico representa os
dados normalizados da expressao da proteina claudina-3 em relagéo ao controle. A a- tubulina
foi utilizada como controle endégeno de expressao proteica. Dados representativos de ensaios
em triplicata em trés experimentos independentes. Andlise estatistica realizada pelo teste-t de
Student onde, ***, p <0,001 quando comparado com pBABE.

Em seguida foi avaliado o efeito da superexpressao de claudina-3 na migracao,
invasdo, formacdo de colbnia dependente de ancoragem e formacgédo de colonia
independente de ancoragem. Foi observado um aumento de 60 % no potencial
migratorio das células HT-29 que superexpressam claudina-3 (Fig. 11A), no entanto ndo
houve alteragcdo na capacidade invasiva destas células (Fig. 11B). Foi verificado,
também, que a superexpressdo de claudina-3 aumenta em 30 % a capacidade das
células de formar colénia dependente de ancoragem (Fig. 11C), porém quando foi
avaliado a capacidade de formar coldénias em meio ndo aderente houve uma diminui¢ao
de aproximadamente 20 % no numero de colbnias formadas. No entanto, as colbnias
formadas foram maiores do que as colonias formadas por células transduzidas com
vetor vazio (Fig.11D). Estes resultados indicam que a superexpressao de claudina-3

contribui para a malignizacdo das células.
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Figura 11 - Efeito da superexpressao de claudina-3 na capacidade migratéria, invasiva
e de formacgé&o de colbnia dependente e independente de ancoragem
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Legenda: A) Ensaio de migracdo celular. As regides raspadas foram fotografadas logo apos o risco ser
feito (0 h) e 6 h depois. Barra = 100 um. O grafico representa os dados da area do risco que foi
fechada pelas células (area em 6 h / area em 0 h) em porcentagem. B) Ensaio de invasao. As
células foram coradas com cristal violeta. O grafico representa os valores relativos do nimero
de células/campo. C) Ensaio de formacdo de colbnia dependente de ancoragem. As células
foram coradas com cristal violeta O grafico representa os valores de densidade optica relativa
do ensaio de formacdo de colbénia. D) Ensaio de formacgdo de coldnia independente de
ancoragem. O grafico representa os valores relativos do nimero de colénias/campo. Barra: 10
pm. Dados representativos de ensaios em triplicata em trés experimentos independentes.
Andlise estatistica realizada pelo teste-t de Student onde, ***, p <0,001.

5.3 Efeito da radiacdo sobre a expressdo de claudina-3 em progénie de células
HT-29 derivadas de parentais irradiadas

Considerando que o nivel de expressdo de claudina-3 encontra-se aumentado
em amostra de pacientes de CCR (Oliveira et al., 2005) e que a radiacdo é um dos
tratamentos de primeira linha para o cancer de reto, decidimos avaliar se a radiacao
altera os niveis proteicos da claudina-3 na progénie sobreviventes de células HT-29.
Para isso foi realizado o cultivo da progénie de células HT-29 irradiadas ou nao seguido
de extracao total de proteinas e immunoblotting. Como resultado foi observado que a
radiacdo diminui em 73 % a expressao de claudina-3 na progénie de células HT-29

resistentes a radiacao (Fig. 12).

Figura 12 - Analise da expressao proteica de claudina-3 na progénie de células HT-29
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Legenda: As células foram irradiadas, mantidas por 24h, soltas e em seguida plaqueadas para realizagéo
do ensaio por imunoblotting. O gréafico representa os dados normalizados da expressao da
proteina claudina-3 em relagdo ao controle. A a- tubulina foi utilizada como controle endégeno
de expressao proteica. Dados representativos de ensaios em ftriplicata em trés experimentos
independentes. Analise estatistica realizada pelo teste-t de Student onde, ***, p <0,001 quando
comparado com F1 HT-29 CTR

Tendo em vista o papel do aumento da expressdo da claudina-3 no aumento do
potencial maligno de células de CCR, foi avaliado a influéncia da superexpressao de
claudina-3 na radiorresposta celular. A figura 13 mostra que o aumento dos niveis pela
expresséao forcada da claudina-3 foi reduzido em 33 % ap0s a radiagéo.

Juntos, estes resultados mostram que a radiagdo diminui a expressao proteica

de claudina-3 em ambas as progénies irradiadas (5Gy).

Figura 13 - Analise da expressao proteica de claudina-3 na progénie de células HT-29
derivada de parentais irradiadas que superexpressam claudina-3
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Legenda: O gréfico representa os dados normalizados da expressédo da proteina claudina-3 em relacédo a
progénie controle (CTR) de células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE). A a- tubulina foi
utilizada como controle endégeno de expressao proteica. Dados representativos de ensaios em
triplicata em trés experimentos independentes. Andlise estatistica realizada pelo teste-t de
Student onde, **, p<0,01; *** p <0,001 quando comparado com F1 pBABE CTR. ##, p<0,01
guando comparado com F1 CLD3 CTR.
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5.4 Superexpressdo de claudina 3 minimiza alteragdes morfoldgicas causadas

pela radiacao

Estudos anteriores tém mostrado que a radiacdo induz altera¢cées morfologicas,
em células epiteliais em tempos curtos apds o tratamento, tais como a perda dos
contatos célula-célula (De Carvalho et al., 2006) e a aquisicdo de um fendtipo
fibroblastico (Nagarajan et al., 2012). No entanto, s@o raros os estudos que focam na
progénie sobrevivente em momentos tardios apds o tratamento com a radiacdo (Bastos
et al.,, 2014). Como observado na figura 14 a progénie irradiada (5Gy) de células
transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE) apresentou uma morfologia aberrante
guando comparada com a progénie controle (CTR) de células transduzidas com vetor
vazio (F1 pBABE), deixando de formar colonias coesas e passando a apresentar
células mais dispersas e alongadas, com fendtipo similar a um fibroblasto. Por outro
lado, a progénie controle de células que superexpressam a claudina-3 (F1 CLD3)
aparentaram formar colénias mais compactas e com bordas mais bem definidas do que
a progénie controle (CTR) de células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE). E
quando irradiadas (5Gy), as células F1 CLD3, apesar de também apresentarem
colénias menos coesas, mantiveram um fendétipo mais similar ao de células epiteliais,
menos dispersas e alongada.

Estes resultados mostram que em comparacdo com a progénie irradiada (5Gy)
de células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE), a progénie irradiada de células
que superexpressam claudina-3 (F1 CLD3) apresentam alteracfes morfolégicas menos

acentuadas.
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Figura 14 - O efeito da radiacdo sobre a morfologia de em células que superexpressam
ou nao claudina-3

F1 pBABE

Legenda: As células foram tratadas com indicado e a morfologia celular da F1 pBABE e F1 CLD3 foi
analisada por microscopia de contraste de fase. Imagens representativas de 3 experimentos
independentes. Barra: 10 um.

Em seguida foi realizado o ensaio de imunofluorescéncia para avaliar a
localizacdo subcelular da claudina-3 apés a irradiacdo. Na figura 15 é possivel observar
que as progénies controle (CTR) (F1 pBABE e F1 CLD3) apresentam uma distribuicéo
continua de claudina-3 ao longo das jun¢des com acumulo na jungéo entre trés células.
De acordo com o resultado encontrado na analise da expressdo proteica (Fig. 13)
visualizamos uma menor intensidade de sinal da claudina-3 na progénie irradiada (5Gy)
de células HT-29 transduzidas com vetor vazio (pBABE), além de apresentarem,
também, um padrdo de distribuicdo descontinuo das claudinas nas juncoes
remanescentes entre duas células (Fig. 15). A progénie irradiada (5Gy) de células que
superexpressam claudina-3 (F1 CLD3) também apresentaram diminuicdo na

intensidade do sinal, no entanto mais claudina-3 manteve-se no contato célula-célula
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quando comparada com a progénie irradiada de células transduzidas com vetor vazio
(F1 pBABE).

Estes resultados demonstram que comparando, a progénie de células irradiadas
(5Gy) que superexpressam claudina-3 (F1 CLD3) com aquelas transduzidas com vetor
vazio (F1 pBABE), as primeiras apresentam alteracfes morfoldégicas menos acentuadas
e uma maior retencédo de claudina-3 nos contatos, sugerindo que superexpressao de

claudina-3 poderia estar impedindo a perda dos contatos célula-célula.

Figura 15 - Analise da distribui¢cdo subcelular da claudina-3

F1 pBABE CTR [l F1 pBABE

CTRF1CLD3

Legenda: As células F1 pBABE e F1 CLD3 foram cultivadas em laminulas até a formagé&o de colbnias e a
distribuicdo de claudina-3 foi analisada por imunofluorescéncia. Imagens representativas de 3
experimentos independentes. Barra: 10 um.
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5.5 Superexpresséo de claudina-3 diminui a resisténcia elétrica transepitelial apos
irradiacdo, porém néo altera o efeito da radiagdo na permeabilidade a

macromoléculas

A funcdo de barreira € de extrema importancia para a manutencdo da
homeostase tecidual, pois regula a passagem de ions e solutos dependendo da
necessidade do tecido. Assim, alteracbes da barreira epitelial podem causar, um
aumento na passagem de solutos aumentando a disponibilidade, por exemplo, de
proteinas ligantes aos receptores de fatores de crescimento que se encontram na
membrana basolateral, induzindo assim toda a cascata de sinalizacdo que pode levar
ao aumento da proliferacdo, a evasao da apoptose e eventos relacionados com o
desenvolvimento da transig¢éo epitélio-mesenquimal (EMT).

Um dos mecanismos usados para avaliar a funcionalidade das JTs € avaliar a
permeabilidade paracelular, para isso foi utilizado o ensaio de resisténcia elétrica
transepitelial (TER) que quantifica resisténcia das juncfes a passagem de ions. A figura
16A apresenta os dados absolutos da TER (Q.cm?) e é possivel observar que a
superexpressao de claudina-3 causa um aumento gradativo, de aproximadamente 30
%, na TER ao longo dos dias na progénie controle (F1 CLD3) quando comparada com
a progénie controle de células transduzidas com vetor vazio (pBABE), indicando que a
superexpresséao de claudina-3 diminui a passagem de ions. Além disso, verificamos que
a irradiacdo causou uma diminuicdo de aproximadamente 40 % na TER progénie de
células que superexpressam claudina-3 (F1 CLD3). A figura 16B apresenta os dados
relativos (5Gy/CTR) de cada progénie ao longo dos dias e neste resultado foi possivel
observar que na progénie irradiada (5Gy) de células que superexpressam claudina-3 a

diminuicdo da TER foi mais evidente.
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Figura 16 - Avaliacdo da resisténcia elétrica transepitelial na progénie de células que
superexpressam ou nao claudina-3
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Legenda: As células F1 pBABE e F1 CLD3 foram crescidas em inserto Transwell® até atingir a
confluéncia em seguida e foi realizado o ensaio de TER durante 4 dias. A) O grafico representa
os valores absolutos da TER (Q.cmz) de cada progénie. B) Representa o grafico da TER
relativa (5Gy/CTR) em cada dia. Andlise estatistica realizada pelo teste-t de Student onde, *,
p<0,05, **, p<0,01; *** p <0,001 quando comparado com F1 pBABE CTR.

Em seguida foi avaliado a permeabilidade a macromolécula através do ensaio de
vermelho de ruténio e andlise por microscopia eletrbnica. Este ensaio permite verificar a
funcionalidade das JTs. Em condi¢cbes onde as JTs estdo funcionais o vermelho de
ruténio, que € colocado apenas na regido apical da monocamada de células, fica
limitado apenas a esta regido. Quando a JT ndo esta funcional ou perturbada, 0 0
vermelho de ruténio é capaz de atravessar a barreira paracelular e atingir a superficie
basolateral das células. Este corante € visto como um material eletrondenso por
microscopia eletronica.

A figura 17 mostra que em ambas as progénies controle (CTR) as JTs nédo estao
funcionais, deixando assim permear o vermelho de ruténio para a regiao basolateral. No
entanto, a radiacao foi capaz de reverter este efeito independente da superexpressao
de claudina-3.

Estes resultados indicam que a superexpressao de claudina-3 causa diminuicao
na passagem de ions em células nédo irradiadas e provoca um aumento na passagem

de ions apds a irradiagdo quando comparadas com células irradiadas que nao
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superexpressam claudina-3. No que se refere a permeabilidade a macromoléculas a
superexpressao de claudina-3 aparentemente ndo causa efeito apos a irradiagao.

Figura 17 - Andlise da permeabilidade a macromoléculas apés a irradiacéao

Legenda: As células F1 pBABE e F1 CLD3 foram crescidas em inserto Transwell® por 4 dias ap0s a
confluéncia e a permeabilidade a macromoléculas foi analisada pela técnica de vermelho de
ruténio e microscopia eletronica. Eletromicrografias obtidas a partir de um experimento
independente.
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5.6 Superexpresséao de claudina-3 aumenta o potencial proliferativo das células

Durante a progressdo tumoral a evasdo dos mecanismos supressores do
crescimento e sinalizagcdo de proliferacdo sustentada s&o considerados marcadores
para a tumorigénese (Hanahan & Weinberg, 2012). No presente estudo, para
determinar se a superexpressao de claudina-3 altera o potencial proliferativo e avaliar o
efeito da radiacdo na proliferacdo das progénies sobreviventes a radiacao, foi avaliada
a proliferacdo celular. Observamos que na progénie transduzida com vetor vazio (F1
pBABE) a radiacdo sO teve efeito na diminuicdo de 25 % na proliferacdo em 72 h
guando comparadas com a progénie controle (CTR) de células transduzidas com vetor
vazio (F1 pBABE) (Fig. 18). No entanto, quando avaliamos o papel da superexpressao
de claudina-3 observamos que ha um aumento gradativo (35 %) na taxa proliferativa da
progénie controle (CTR) que superexpressa claudina-3 (F1 CLD3) em comparacgéo a
progénie controle (CTR) de células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE) em todos
os horarios (24, 48 e 72 h). Foi verificado, também, que a progénie irradiada (5Gy) de
células que superexpressam claudina-3 (F1 CLD3) a radiacdo tem um efeito mais
evidente, uma vez que esta progénie apresenta maior queda na taxa proliferativa, em
torno de 50 %, comparada com a progénie controle (CLD3) que superexpressa
claudina-3 (F1 CLD3) (Fig. 18). Demonstrando que o aumento da proliferacdo causada
pela superexpressao de claudina-3 pode ser revertido com a radiacao.

Estes resultados indicam que em tempos tardios a irradiacéo é capaz de diminuir
a proliferagcdo em ambas as progénies, e este efeito € mais evidente na progénie de

células que superexpressam claudina-3.
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Figura 18 - Efeito da radiacéo sobre a capacidade proliferativa das progénies irradiadas
gue expressam ou nao claudina-3
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Legenda: As células controle (CTR) e irradiadas (5Gy) F1 pBABE e F1 CLD3 foram cultivadas por 24, 48
e 72 h para realizacdo do ensaio de proliferacdo celular pela técnica de cristal violeta.
Resultados representativos de trés experimentos independentes. Analise estatistica: Teste t de
Student. **, p<0,01; ***, p<0,001, analise estatistica comparando com F1 pBABE CTR; ###,
p<0,001 analise estatistica comparando com F1 CLD3 CTR; &, p<0,05; &&, p<0,01 analise
estatistica comparando com F1 pBABE 5Gy.
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5.7 Radiacdo diminui o potencial migratério da progénie derivada de células

parentais irradiadas

Tem sido relatado que a superexpressdo de claudina-4 esta relacionada ao
aumento da permeabilidade paracelular, diminuicdo da migracdo e aumento da invaséo
em células de adenocarcinoma de coélon (Takehara et al., 2009) e a estimulacdo da
invasdo e migracao de células humanas de cancer de ovario (Agarwal et al., 2005). Em
cancer de mama Escudero-Esparza e colaboradores (2012) observaram um aumento
no potencial migratorio de células que superexpressam claudina-5.

Com o intuito de avaliar a capacidade migratéria da progénie derivada de células
irradiadas (5Gy) transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE) e que superexpressam
claudina-3 (F1 CLD3) foi realizado o ensaio de Wound Healing. Como observado na
figura 19A, a progénie controle (CTR) de células que superexpressam claudina-3 (F1
CLD3) apresentam maior capacidade migratéria, em torno de 60 %, quando

comparadas com a progénie controle (CTR) de células transduzidas com vetor vazio
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(F1 pBABE). Pode-se notar ainda que a radiacdo é capaz de causar diminuicdo na
migracdo em ambas as progénies, contudo a progénie irradiada (5Gy) de células que
superexpressam claudina-3 (F1 CLD3) apresenta migracdo mais elevada que a
progénie irradiada (5Gy) de células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE) (Fig.
19A).

Para confirmar que o efeito observado foi devido a migracdo das células e néo
devido a proliferacéo foi realizado o ensaio de proliferacdo celular onde foi observado
gque no mesmo intervalo de tempo do ensaio de migracdo ndo houve variacdo do

potencial proliferativo nas progénies (Fig. 19B).
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Figura 19 - Efeito da radiacdo na migracao das progénies celulares que
superexpressam ou nao a claudina-3
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Legenda: As células controle (CTR) e irradiadas (5Gy) F1 pBABE e F1 CLD3 foram cultivadas até a
confluéncia e submetidas ao ensaio de wound healing. A) Os gréficos representam em
porcentagem a &rea do risco que foi fechada pelas células (area em 6 h / area em O h e os
dados relativos (5Gy/CTR) Resultados representativos de trés experimentos independentes. B)
Gréfico representativo dos valores de densidade O6ptica relativa do ensaio de proliferacédo
celular por cristal violeta. Resultados representativos de dois experimentos independentes.
Analise estatistica: Teste t de Student. **, p<0,01; ***, p<0,001 andlise estatistica comparando
com F1 pBABE CTR; ##, p<0,01 analise estatistica comparando com F1 CLD3 CTR; &&,
p<0,01 analise estatistica comparando com F1 pBABE 5Gy. Barra = 100 pym.

5.8 A superexpressao da claudina-3 diminui a invasdo da progénie de células
sobreviventes a radiacao

Diversos trabalhos relacionam alteragdes na expressdo das claudinas com a
capacidade de invadir tecidos adjacentes. Por exemplo, claudina-1 tem sido relacionada
com o aumento do potencial invasivo em CCR (Dhawan et al., 2006), carcinoma oral
(Oku et al., 2006; dos Reis et al., 2008) e cancer gastrico (Shiozaki et al., 2014). A

superexpressao de claudina-4 tem sido relacionada com o aumento da invasdo em
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células de adenocarcinoma de colon (Takehara et al., 2009) e células de céancer de
ovario (Agarwal et al., 2005), no entanto em células de cancer pancreético a
superexpressao de claudina-4 diminui a invasividade (Michl et al., 2003). Estes estudos
mostram que o papel das claudinas na invasividade € tecido-dependente. Portanto
torna-se importante avaliar o efeito da superexpresséo de claudina-3 na invaséao celular
apos a irradiacao.

Assim, decidimos avaliar o efeito da radiacdo na progénie de células que
superexpressam claudina-3 no potencial invasivo usando o0 ensaio de invasdo em
membranas Traswell. Na figura 20, foi possivel observar aumento de 18 % na
capacidade invasiva da progénie irradiada (5Gy) de células HT-29 transduzidas com
vetor vazio (F1 pBABE). Por outro lado, a superexpressdo de claudina-3 ndo causa
alteracdo na capacidade invasiva da progénie controle (CTR), porém diminui 62 % a
invasividade na progénie irradiada (5Gy) (Fig. 20). Juntos estes resultados indicam que
a superexpressdo de claudina-3 atua diminuindo a capacidade invasiva das células

apos a irradiacao.
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Figura 20 - Efeito da radiacdo sob o potencial invasivo das progénies que
superexpressam ou néo claudina-3
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Legenda: As células controle (CTR) e irradiada (5Gy) F1 pBABE e F1 CLD3 foram cultivadas em inserto
Transwell® coberto com Matrigel® e o potencial invasivo analisado 24 h apds o plagueamento.
O gréafico mostra os valores relativos ao nimero de células/campo que foram capazes de invadir
e, portanto, foram coradas com cristal violeta e os dados expressos na relagéo (5Gy/CTR).
Resultados representativos de trés experimentos independentes. Analise estatistica: Teste-t de
Student. *, p<0,05; ***, p<0,001 analise estatistica comparando com F1 pBABE CTR; #, p<0,05
andlise estatistica comparando com F1 CLD3 CTR; &&, p<0,01 analise estatistica comparando
com F1 pBABE 5Gy.
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5.9 Superexpresséo de claudina-3 ndo influencia na redug¢éo da formagéo colbdnia
dependente de ancoragem causada pela radiagao

O potencial maligno das células pode ser avaliado através do ensaio de
formacao de colonia dependente e independente de ancoragem. O ensaio de formagao
de colbnia dependente de ancoragem, também chamado de clonogénico, é realizado
através do cultivo de uma baixa densidade de células (500 células/poco) e devido a
esta baixa densidade € avaliado a capacidade de coloniza¢do a partir de uma Unica
célula.

Através deste ensaio pode-se observar que a radiacdo diminui em 50 % a
formacdo de colénia em ambas as progénies, sendo este efeito independente da
expressdo de claudina-3. Foi possivel observar também que a progénie controle (CTR)
gue superexpressa claudina-3 (F1 CLD3) apresenta maior capacidade de formar, cerca
de 40 % (Fig. 21). Quando analisamos os dados na relacdo irradiado sobre controle
(5Gy/CTR) observamos que a progénie que superexpressa claudina-3 tem uma menor
capacidade de formacao de colbnia pOs irradiacdo. Estes resultados corroboram o
resultado encontrado na proliferacao celular, no qual mostramos que as células que

superexpressam claudina-3 respondem melhor ao tratamento com radiacao.
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Figura 21 - Efeito da radiacdo na capacidade de formacao de colonias dependente de
ancoragem das progénies que superexpressam ou nao claudina-3
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Legenda: As células controle (CTR) e irradiada (5Gy) F1 pBABE e F1 CLD3 foram submetidas ao ensaio de
formacao de colbnia dependente de ancoragem (clonogénico). Os graficos representam os valores de
absorbancia relativa e valores de absorbancia expressos na relacdo 5Gy/CTR. Resultados representativos
de trés experimentos independentes. Andlise estatistica: Teste t de Student. ***, p<0,001 andlise
estatistica comparando com F1 pBABE CTR; &, p<0,05 andlise estatistica comparando com F1 pBABE
5Gy.

5.10 Superexpresséao de claudina-3 potencializa o efeito da radiacdo na formacéao

de colénia independente de ancoragem

Este ensaio permite avaliar a capacidade sobrevivéncia e formacao de colbnia
em meio ndo aderente. Células epiteliais normais, em condi¢cdes ndo aderentes ao
substrato, ativam vias de morte celular programada, no entanto células tumorais séao
capazes de evadir os mecanismos de morte programada e, portanto, sobreviver em

meio ndo aderente.
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Nossos resultados mostraram que a radiacao diminui em a formacéo de colonias
independente de ancoragem em ambas as progénies, sendo o efeito mais evidente (64
%) na progénie irradiada (5Gy) de células HT-29 que superexpressam claudina-3 (F1
CLD3) (Fig. 22). A diminuicdo da capacidade de formacéo de colbnias independente de
ancoragem em células que superexpressam claudina-3 pode ser confirmada quando
avaliamos os dados na relacéo irradiada sobre controle (5Gy/CTR), no qual podemos
observar diminuicao significativa na formacao de coldnias. Outro resultado importante é
com relacdo ao tamanho das colbnias, nesta avaliacdo foi possivel observar que a
progénie controle (CTR) de células que superexpressam claudina 3 (F1 CLD3)
apresenta colbnias maiores que a da progénie controle (CTR) de células transduzidas
com vetor vazio (F1 pBABE). Foi verificado, também, que a radiacdo causou uma
diminuicdo no tamanho das colbnias da progénie de células transduzidas com vetor
vazio (F1 pBABE) e este efeito ndo foi observado na progénie irradiada (5Gy) de
células que superexpressam claudia-3 (F1 CLD3) (Fig. 22). Com isso foi possivel
concluir que a superexpressdao de claudina-3 potencializa o efeito da radiacéo,
diminuindo a capacidade de formacdo de colbnia, no entanto a superexpressao de
claudina-3 confere a capacidade de formar colénias maiores e esta caracteristica ndo é

alterada pela radiacéo.
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Figura 22 - Efeito da radiacdo na capacidade de formacao de coldnias independente de
ancoragem das progénies que superexpressam ou nao claudina-3
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Legenda: As células controle (CTR) e irradiada (5Gy) F1 pBABE e F1 CLD3 foram submetidas ao
ensaio de formacéo de coldnia independente de ancoragem. O gréfico representa os valores
relativos do nimero de coldnias/campo e os valores de col6nias/campo na relagdo 5Gy/CTR.
Resultados representativos de trés experimentos independentes. Andlise estatistica: Teste t
de Student. *** p<0,001 andlise estatistica comparando com F1 pBABE CTR,; ###, p<0,001
andlise estatistica comparando com F1 CLD3 CTR; &&&, p<0,001 anlise estatistica
comparando com F1 pBABE 5Gy.

5.11 Inibicdo da via MEK potencializa o efeito da radiacdo nas células que

superexpressam claudina-3

Considerando o aumento na taxa proliferativa das células que superexpressam
claudina-3 (Fig. 18) decidimos avaliar o efeito dos inibidores farmacoldgicos das vias
PI3K/Akt e MEK/ERK, envolvidas na sobrevivéncia e proliferacdo celular, na
radiorresposta das células que superexpressam claudina-3.

As células foram tratadas com os inibidores durante 1 h antes da exposicédo a
radiacdo e mantidas no meio condicionado contendo os inibidores por 24 h, apds este
periodo a proliferacéo foi analisada. A figura 23 mostra a comparacao dos indices de
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proliferacdo das progénies irradiadas e é possivel observar que o inibidor de MEK
(PD98059) é capaz de diminuir a proliferacdo da progénie irradiada (5Gy) de células
transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE) em 24 e 48h, cerca de 20 % e € capaz de
diminuir, aproximadamente 25 % a proliferacdo da progénie irradiada (5Gy) de células
gue superexpressam claudina-3 (F1 CLD3) em todos os tempos analisados (24, 48 e 72
h).

O inibidor de PI3K (LY294002) atuou aumentando aproximadamente 30 % a taxa
proliferativa da progénie irradiada (5Gy) de células transduzidas com vetor vazio (F1
pBABE) em todos os tempos analisados, no entanto, na progénie irradiada (5Gy) de
células que superexpressam claudina-3 o inibidor de PI3K foi capaz de aumentar a
proliferacdo em 24 e 48 h, e diminuir cerca de 50 % a proliferacdo em 72 h.

Com isso concluimos que a inibicdo da via MEK é capaz de potencializar o efeito
da radiagdo contribuindo para a diminuicdo da proliferacdo celular em ambas as
progénies, mas com um efeito mais acentuado nas células que superexpressam
claudin-3. Ja o inibidor de PI3K tem efeito contrario, a ndo ser na progénie irradiada de

células que superexpressam claudina-3 em tempos tardios.
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Figura 23 - O efeito da inibicdo farmacologica das vias MEK e PI3K na proliferacao

celular ap6s a irradiacao
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Legenda: As células F1 pBABE e F1 CLD3 foram cultivadas por 24, 48 e 72 h para realizagdo do ensaio
de proliferagdo celular pela técnica de cristal violeta. Os gréaficos representam os valores
relativos de absorbancia das progénies irradiadas em 24, 48 e 72 h. Resultados representativos
de dois experimentos independentes. Andlise estatistica: Teste t de Student. *, p<0,05; **,
p<0,01, *** p<0,001 andlise estatistica comparando com F1 pBABE 5Gy. #, p<0,01, ###,

p<0,001 analise estatistica comparando com F1 CLD3 5 Gy.
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5.12 Inibidores das vias MEK e PI3K aumentam a capacidade migratdria das
células ap0ds a radiacdo independente do padrdo de expressédo de claudina-
3

A partir do resultado da proliferagdo fomos investigar o efeito dos inibidores das
proteinas MEK e PI3K em ensaios funcionais. Primeiramente avaliamos a capacidade
migratéria das progénies irradiadas tratadas ou ndo pelo ensaio de Wound healing.

Na figura 24 é possivel observar que ambos o inibidor de MEK (PD98059)
aumenta a migracdo da progénie irradiada (5Gy) transduzida com vetor vazio (F1
pBABE), no entanto ndo tem efeito significativo progénie irradiada (5Gy) que
superexpressa claudina-3. O inibidor de PI3K (LY294002), por sua vez, aumentou a
migragao em ambas as progénies irradiadas.

Neste ensaio 0 padrédo de expressdo da claudina-3 nao aparenta ter influéncia,
uma vez que o aumento observado na migracdo das células apresenta porcentagem
semelhante em ambas as progénies.

Com isso podemos concluir que inibidor de MEK apesar de diminuir a
proliferacdo celular de ambas as progénies irradiadas, aumenta a migragéo da progénie
irradiada (5Gy) de células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE). O inibidor de PI3K

€ capaz de aumentar a proliferacdo e a migracdo em ambas as progénies
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Figura 24 - Efeito dos inibidores de MEK e PI3K na motilidade da progénie irradiada de
células que superexpressam ou nao a claudina-3
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Legenda: As células F1 pBABE e F1 CLDS3 foram cultivadas até a confluéncia e submetidas ao ensaio de
wound healing. As regides raspadas foram fotografadas logo ap6s o risco ser feito (O h) e 6 h
depois. O grafico representa os dados da area do risco que foi fechada pelas células (area em 6
h / area em 0 h) em porcentagem e os dados relativos (5Gy/CTR). Resultados representativos
de dois experimentos independentes. Andlise estatistica: Teste t de Student. *, p<0,05, **,
p<0,01; *** p<0,001 andlise estatistica comparando com F1 pBABE 5Gy; #, p<0,05 anélise
estatistica comparando com F1 CLD3 5Gy. Barra = 100 pm.

5.13 Inibicdo da MEK aumenta a capacidade de formacé&o de coldnia nas células
gue superexpressam claudina-3

Avaliamos, entdo, a capacidade de formacdo de colonia dependente e
independente de ancoragem das progénies irradiadas tratadas com os inibidores de
MEK e PI3K. No ensaio de formacao de colbnia dependente de ancoragem observamos
gue ambos inibidores provocam aumento de cerca de 15 % na capacidade de formar
colénias das progénies irradiadas (F1 pBABE e F1 CLD3). Além disso, nossos
resultados mostram que na progénie irradiada (5Gy) de células que superexpressam
claudina-3 (F1 CLD3) o aumento provocado pelos inibidores de MEK e PI3K foi mais
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acentuado, aumentando cerca 20 % e 30 %, respectivamente, a capacidade de
formacé&o de col6nia (Fig. 25).

Quando foi avaliado a relacdo entre o0 niumero de col6nias da progénie irradiada
sobre numero de colbnias da progénie controle (5Gy/CTR) observamos, inicialmente,
que a superexpressao de claudina-3 diminui a capacidade de formacgéo de coldnia, no
entanto a inibicdo da MEK aumenta a capacidade de formacdo de colbnia as células

gue superexpressam claudina-3 (Fig. 25).

Figura 25 - Avaliacdo do efeito dos inibidores MEK e PI3K na capacidade de formacéao
de colbnias dependente de ancoragem das progénies irradiadas
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Legenda: As células F1 pBABE e F1 CLD3 foram submetidas ao ensaio de formagdo de coldnia
dependente de ancoragem (clonogénico). O gréfico a esquerda representa os valores de
absorbancia relativa e o gréafico a direita mostra os dados expressos na relagcdo (5Gy/CTR).
Resultados representativos de dois experimentos independentes. Andlise estatistica: Teste t
de Student. *** p<0,001 andlise estatistica comparando com F1 pBABE CTR; &, p<0,05
analise estatistica comparando com F1 pBABE 5Gy.
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Em seguida foi avaliado o efeito dos inibidores na capacidade de formacéo de
colénia independente de ancoragem. Neste ensaio € possivel observar que a inibicao
de MEK (PD98059) provoca uma diminuicdo de 20 % na capacidade de formar colénias
na progénie irradiada (5Gy) de células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE),
contudo na progénie irradiada (5Gy) que superexpressa claudina-3 (F1 CLD3) a
inibicdo de MEK causou um aumento cerca de 18 % na formacao de colonias (Fig. 26).

A inibicdo de PI3K néo teve efeito na formacéo de colbnia da progénie irradiada
(5Gy) de células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE) e causou um aumento de 20
% na formacédo de col6nia da progénie irradiada (5Gy) de células que superexpressam
claudina-3 (F1 CLD3) (Fig. 26).

Quando é avaliado a relacdo entre o niumero de coldnia da progénie irradiada /
namero de colbnias da progénie controle (5Gy/CTR) observamos a superexpressao de
claudina-3 diminui em 35 % a formacao de colonia das progénies irradiadas, que, no
entanto, a inibicdo de MEK contribui para o aumento de aproximadamente 10 % na
formacdo de colbnia na progénie irradiada que superexpressa claudina-3 e que a
inibicdo de PI3K diminui cerca de 50 % a formacdo de colénia independente de
ancoragem da progénie irradiada que superexpressa claudina-3 (Fig. 26). Em relacéo
ao tamanho das colbnias, € possivel observar que os tratamentos com os inibidores das
vias de proliferacdo (MEK) e sobrevivéncia (PI3K) sdo capazes de diminuir o tamanho
das colénias da progénie de células que superexpressam claudina-3, enquanto nas

células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE) o tamanho nao ¢é alterado.
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Figura 26 - Avaliacdo do efeito dos inibidores de MEK e PI3K na capacidade de
formacdo de colbnias independente de ancoragem das progénies
irradiadas
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Legenda: As células F1 pBABE e F1 CLD3 foram submetidas ao ensaio de formacdo de colbnia independente de
ancoragem. O grafico a esquerda representa os valores relativos do nimero de coldnias/campo e o gréafico
a direita mostra os valores na relagdo 5Gy/CTR. Resultados representativos de dois experimentos
independentes. Analise estatistica: Teste t de Student. *, p<0,05, **, p<0,01, *** p<0,001 analise
estatistica comparando com F1 pBABE 5Gy; ##, p<0,01, ###, p<0,001 andlise estatistica comparando
com F1 CLD3 5Gy.
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6 DISCUSSAO

Os diversos tipos de cancer tém, em sua maioria, origem epitelial e s&o
caracterizados pelo crescimento aberrante e perda de diferenciacdo e arquitetura
tecidual. E fundamental para as células cancerigenas que sua adesdo a outra célula
esteja significativamente mais fraca, pois uma menor interacdo célula-célula permite
que as células de cancer “desobedecam a ordem social’, resultando na perda da
arquitetura do tecido (polaridade celular), controle do crescimento e tardiamente
propicia a invasividade e metastase, marcadores do processo de malignizacdo (Martin
& Jiang 2009).

As JTs sdo responsaveis pela determinacéo da polaridade celular e pelo controle
do fluxo paracelular, sendo uma das primeiras estruturas a ser desestruturada durante
a transicdo epitélio-mesenquimal (EMT). Trabalhos mostram que alteracbes nha
expressado das proteinas claudinas, principais constituintes da JT, estdo relacionadas a
desestabilizacdo da adesdo célula-célula, facilitando a passagem de nutrientes e o
acesso de fatores de crescimento, além de induzir inUmeros processos relacionados
com a malignizacao celular, como aumento da proliferacdo e do potencial migratorio e
invasivo (Agarwal et al, 2005; Oliveira & Morgado-Diaz, 2006; Takehara et al, 2009).

Neste contexto diversos trabalhos tentam identificar os mecanismos de
regulacdo da expressao das proteinas claudinas, sendo o mecanismo mediado pelo
fator de crescimento epidermal (EGF) um dos mais estudados. Singh & Harris (2004)
descreveram aumento nos niveis proteicos de claudina 1, 3 e 4, concomitantemente a
diminuicdo dos niveis de claudina-2 apoés o tratamento com EGF em células MDCK. Em
células de cancer ovariano, o tratamento com EGF diminuiu a expresséo das claudinas
3 e 4 e os efeitos foram revertidos utilizando inibidores de EGFR, MAPK ou PI3K
(Ogawa et al, 2012).

Em CCR um trabalho prévio do nosso grupo (Oliveira et al., 2005), utilizando
amostras de pacientes mostrou que as claudinas 1, 3 e 4 estavam superexpressas,
gquando comparadas ao tecido adjacente normal. No entanto, poucos trabalhos tém

investigado os mecanismos de regulacdo do perfil de expresséo das claudinas neste
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tipo de cancer. Além disso, ainda € necessario compreender o papel da alteracdo da
expressao das claudinas na progresséao tumoral.

Durante o desenvolvimento desta dissertacdo avaliamos o efeito do tratamento
com EGF na expressédo das proteinas claudinas 1 e 3. Foi observado um aumento de
nove vezes na expressao de claudina-3 apés o tratamento com EGF em tempos tardios
(Fig. 9). A partir deste resultado decidimos investigar o papel da claudina-3 no processo
de malignizacdo das células e para atingir este objetivo transduzimos células de
adenocarcinoma de colon (HT-29) com vetor vazio (pBABE) ou vetor para
superexpressar claudina-3 (CLD3). Nossos resultados mostraram que a
superexpressao de claudina-3 cumpre papel fundamental na promocao do potencial
maligno de células de CCR (Fig. 11), o qual é potencialmente regulado pelas vias
ERK1/2 e PI3K-Akt quando ativadas por EGF (De Souza et al., 2013 — Anexo).

Neste contexto, nossos resultados corroboram em parte o0s resultados
encontrados por Agarwal e colaboradores (2005) no qual foi visto um aumento na
expressado de claudina-3 e aumento da capacidade migratéria e invasiva em células de
cancer de ovario. Outros trabalhos também correlacionam a expressdo de claudinas
com a migracdo e invasdo das células de CCR (Dhawan et al., 2005; Takehara et al.,
2009), de cancer de figado (Yoon et al., 2010) e de ovario (Shang et al., 2012).

A radioterapia é considerada tratamento de primeira linha para diversos tumores
sélidos, tanto com intencdo curativa para canceres primarios como paliativa (Yacoub et
al., 2006). Estudos mostram que a radiacéo induz a secrecdo de fatores de crescimento
e citocinas como EGF, TNFa, IL1 (interleucinal), IL6 (interleucina 6) e TGF-B no
microambiente. Além disso, sabe-se que as células ndo morrem imediatamente apos a
exposicdo a radiacdo e as células sobreviventes continuam interagindo com esse
microambiente (Barcellos-Hoff et al., 2005; Hamada et al., 2007), podendo desenvolver
respostas adaptativas atraves da ativacdo de mecanismos de reparo do DNA,
sinalizacdes de estresse celular e ativacdo de vias de sobrevivéncia (Ahmed & Li,
2008).

Um dos eventos induzidos pela radiacdo é a transicdo epitélio-mesenquimal
(EMT) (Jung et al., 2007; Tsukamoto et al., 2007; Nagarajan et al., 2012). Durante a

EMT ocorre a desorganizacédo do complexo juncional levando a perda de caracteristicas
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epiteliais seguida da aquisicdo de um fendtipo mesenquimal proporcionando um
aumento na capacidade migratoria e invasiva das células (Thiery & Sleeman, 2006).

Nosso grupo mostrou que a radiacdo induz uma desorganizacdo dos contatos
intercelulares em linhagens celulares de CCR diretamente atingidas pela radiacédo (De
Carvalho et al., 2006). Nesta mesma linha de evidéncia, recentemente demonstramos
que a progénie de células de CCR sobreviventes a radiagdo apresenta maior potencial
migratério e invasivo e fenétipo semelhante a transicéo epitélio-mesenquimal (Bastos et
al., 2014). A partir destes trabalhos surgiu o interesse em investigar quais os efeitos
celulares e moleculares relacionados a radiorresposta da progénie irradiada de células
gue superexpressam a claudina-3.

Inicialmente foi avaliado o efeito da radiacdo na expressao proteica de claudina-3
na progénie de células HT-29 derivada de parentais irradiadas e observamos
diminuicdo de 73 % os niveis proteicos de claudina-3 ap06s a radiacao (Fig. 12). Tendo
em vista o papel do aumento da expressao da claudina-3 no aumento do potencial
maligno de células de CCR (De Souza et al., 2013) utilizamos células transduzidas com
vetor vazio (pBABE) ou com vetor contendo cDNA de claudina-3 para avaliar se o
aumento na expressado de claudina-3 alteraria a radiorresposta celular. Como pode ser
observado na figura 13 as células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE) tiveram
comportamento semelhante as células HT-29 ndo transduzidas, portanto houve uma
diminuicdo na expressao proteica de claudina-3. O mesmo efeito, no entanto, menos
acentuado, pode ser observado na progénie de células que superexpressam claudina-
3, totalizando uma diminuigdo de 33 %. Shim e colaboradores (2015) observaram
também uma diminuigdo na expressao de claudina-3 no intestino de ratos submetidos a
radiacdo total do abdémen levando a um aumento da translocacéo bacteriana para os
linfonodos regionais, sugerindo a perda da funcéo de barreira induzida pela radiacgéo.

Em seguida avaliamos o efeito da radiagdo na morfologia e na localizacao
subcelular de claudina-3. Primeiramente, é possivel observar células mais dispersas e
alongadas, com fenétipo similar a um fibroblasto na progénie irradiada de células
transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE), corroborando os efeitos induzidos pela
radiacdo em outros modelos celulares (De Carvalho et al., 2006; Nagarajan et al.,

2012). No entanto a progénie irradiada de células que superexpressam claudina-3 (F1
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CLD3) apresentaram alterac6es morfologicas menos proeminentes (Fig. 14), sugerindo
gue a superexpressao de claudina-3 contribui na prevencéo das alteragbes causadas
pela radiacéo.

Apos a irradiacdo foi verificado uma menor intensidade de marcacdo da
claudina-3 na progénie irradiada de células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE),
complementando o resultado encontrado no ensaio de imunoblotting, bem como uma
marcacao descontinua nos contatos ceélula-célula remanescentes (Fig. 15). A progénie
irradiada de células que superexpressam claudina-3 (F1 CLD3) também apresentou
diminuicdo na intensidade do sinal, no entanto, uma quantidade maior de claudina-3
manteve-se no contato célula-célula quando comparada com a progénie irradiada de
células transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE) (Fig. 15). Com isso propomos que a
superexpressao de claudina-3 de alguma maneira poderia contribuir na prevencao da
perda da adeséo célula-célula.

Partimos, entdo, para avaliar a funcionalidade das JTs utilizando os ensaios de
resisténcia elétrica transepitelial (TER) e a técnica do vermelho de ruténio associado
com a microscopia eletrbnica de transmissdao. Nossos resultados mostram que a
progénie controle que superexpressa claudina-3 (F1 CLD3) apresenta aumento
gradativo de 30 % na TER (Fig. 16), portanto uma diminuicdo na passagem de ions.
Takehara e colaboradores (2009), também observaram aumento da TER em células
Caco-2 que superexpressam claudinas 3 e 4. Como era esperado, devido a
perturbacdo nas JTs, a irradiacdo causou uma diminuicdo na TER em ambas as
progénies, no entanto na progénie irradiada de células que superexpressam claudina-3
(F1 CLD3) a diminuicdo de aproximadamente 40 % da TER foi mais acentuada
mostrando um aumento na passagem a ions.

As células HT-29 sdo conhecidas por serem pouco diferenciadas, porém esta
linhagem tem a caracteristica de ter sua diferenciagdo modulada alterando os
componentes do meio de cultivo das células (Chantret et al., 1988; Gout et al., 2004).
Neste trabalho foi utilizado as células HT-29 transduzidas cultivadas em meio comum,
portanto apresentam caracteristicas de células pouco diferenciadas, com isso apesar
de serem capazes de formar contatos célula-célula estes contatos ndo sé&o

completamente funcionais. No ensaio de vermelho de ruténio avaliamos a passagem de
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macromoléculas através do fluxo paracelular. Nossos resultados mostram que em
condi¢cdes normais ocorre a passagem do corante na progénie controle de células
transduzidas com vetor vazio (F1 pBABE). O mesmo foi observado na progénie controle
de células que superexpressam claudina-3 (Fig. 17), mostrando que apesar de
diminuirem a TER, ndo sdo capazes de impedir a passagem de macromoléculas. De
Souza e colaboradores (2013) demonstraram efeito semelhante ao observar a
passagem de anticorpos que reconhecem a porcéo extracelular da proteina E-caderina
através das JTs por imunofluorescéncia em condicdes ndo permeabilizantes. Este efeito
dual na permeabilidade a ions e moléculas contribui para o conceito de que cada
claudina tem sua funcéo e é a partir da expressao de diferentes claudinas que o tecido
consegue regular o fluxo paracelular dependendo da sua necessidade (Turkesen &
Troy, 201; Ginzel & Yu, 2013; Krug & Schulzke, 2014; Tamura & Tsukita, 2014).

No que diz respeito ao efeito da radiagdo na permeabilidade a macromoléculas
obtivemos um resultado surpreendente. Como mencionado anteriormente a radiacao é
conhecida por alterar e desestabilizar as JTs, portanto esperavamos continuar
observando permeabilidade a macromoléculas, no entanto podemos observar que apés
a irradiagéo as JTs passaram a impedir a permeabilidade do vermelho de ruténio. Este
resultado pode ser justificado pela alteracdo na composi¢cdo das JTs, uma vez que a
radiacdo ndo regula apenas a claudina-3 (De Carvalho et al., 2006). Portanto outras
claudinas ou proteinas das JTs como a tricelulina (Krug et al., 2009) ou a ocludina
(Shen et al., 2011; Krug & Schulzke, 2014) que poderiam ter sido moduladas e por fim
induzir diminuigdo na permeabilidade a macromoléculas. No entanto mais experimentos
precisam ser realizados com o intuito de comprovar esta possibilidade.

Como o desenvolvimento tumoral € um processo de multiplas etapas (Hanahan
& Weinberg, 2000 e 2012) torna-se necessario avaliar cada etapa frente a um
tratamento ou condicdo para que seja possivel determinar se o tratamento / condigcéo
atua promovendo ou impedindo a progressao tumoral. Para atingir este objetivo
analisamos o papel da superexpressédo de claudina-3 frente a radiacdo, em eventos
celulares relacionados com o desenvolvimento tumoral, tais como: proliferagéo,

migracédo, invasao e formacéao de colonia.
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Inicialmente verificamos que a superexpressdo de claudina-3 € capaz de
aumentar em 35 % a proliferagéo celular em todos os tempos testados e que a radiagcéo
€ capaz de reverter este efeito a partir de 48 h (Fig. 18). Dhawan e colaboradores
(2011) mostraram que a superexpressado de claudina-2 em células de CCR (SW480 e
HCT-116), induziu aumento na proliferacdo celular. Além disso, neste trabalho, os
autores propuseram uma relacao entre a superexpressao de claudina-2 e o aumento da
permeabilidade paracelular, que causaria uma maior passagem de EGF através das
JTs e com isso haveria um aumento na ativacdo do EGFR, que se encontra na
membrana basolateral das células, favorecendo a proliferacéo celular.

Neste contexto tém sido proposto a utilizacdo de inibidores contra alvos das vias
de sinalizacdo do EGFR, tais como inibidores de Raf e MEK (Brand & Wheeler, 2012).
Ensaios in vitro mostraram uma diminuicdo do crescimento celular e o crescimento
tumoral em modelos in vivo quando tratados com inibidor de MEK1/2 (Yoon et al.,
2011). Nos testes clinicos o inibidor de MEK1/2 apresentou pouca atividade antitumoral
em pacientes de CCR (Rinehart et al., 2004) de cancer de pulméao (Haura et al., 2010),
entretanto ambos os trabalhos sugerem a combinacdo de tratamentos para a obtencéo
de uma melhor resposta dos pacientes. No caso do inibidor de PI3K um estudo clinico
de fase Il mostrou pouca atividade antitumoral em tumores sélidos avancados (Yap et
al., 2011) e novamente foi apontada a necessidade de combinacdo entre diferentes
tratamentos para maior eficacia.

Com isso avaliamos o efeito do pré-tratamento com inibidores das vias de MEK e
PI3K na radiorresposta das progénies no contexto da na proliferacdo celular e foi
observado que a inibicho de MEK potencializou o efeito da radiacdo, diminuindo a
proliferacédo, independente do padrdo de expressao da claudina-3. O inibidor de PI3K,
no entanto, foi capaz de reverter o efeito causado pela radiacdo independente do
padrdao de expresséo de claudina-3 em 24 e 48 h. No entanto, em 72 h o tratamento
com o inibidor da via PI3K foi capaz de potencializar o efeito da radiacdo, diminuindo
cerca de 50 % a proliferacdo, na progénie de células que superexpressam claudina-3
(Fig. 23). Pickhard e colaboradores (2011) demonstraram que a inibicdo continua das
vias MEK e PI3K, separadamente, sdo capazes de reduzir a proliferacdo em 24 e 72 h

em células de adenocarcinoma de cabeca e pescoco.
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No presente trabalho, nossos resultados mostram que a superexpressdo de
claudina-3 é capaz de aumentar a migracao celular em 60 % e que a radiacdo diminui a
migracdo de ambas as progénies quando comparadas com as progénies controles,
porém a superexpressdo de claudina-3 parece conferir uma vantagem a migracao
celular, pois mesmo havendo a diminuicdo na migracdo apoés a irradiacdo, a capacidade
migratéria das células que superexpressam claudina-3 (F1 CLD3) ainda ¢é
aproximadamente 13 % maior que a das células transduzidas com vetor vazio (F1
pPBABE) (Fig. 19). Com relacdo ao efeito dos inibidores das vias de proliferacdo (MEK) e
sobrevivéncia (PI3K) observamos que ambos os inibidores contribuiram aumentando a
migracao celular das progénies irradiadas. No trabalho publicado por Pickhard e
colaboradores (2011) foi observado o efeito contrario, células de carcinoma de cabeca
e pescoco quando tratadas com inibidores das vias MEK e PI3K e expostas a radiacéo
apresentam diminuicdo na capacidade migratdria, porém neste trabalho o tratamento
com os inibidores é continuo e talvez por isso nossos resultados ndo sejam 0s mMesmos.
Estes resultados indicam que neste contexto realizar um pré-tratamento com o0s
inibidores das vias de proliferacdo e sobrevivéncia nao contribui para a diminuicdo da
migracao celular. Na avaliacdo da capacidade invasiva das células demonstramos que
houve um aumento de 18% na invasao na progénie irradiada de células transduzidas
com vetor vazio (F1 pBABE). Foi observado, também, que a superexpressdo de
claudina-3 ndo causa alteracao na capacidade invasiva da progénie controle, porém em
combina¢do com a radiacdo é capaz de diminuir em 62 % a invasao das células (Fig.
20).

Li e colaboradores (2013) demonstraram, em células de adenocarcinma de
pulméo, que a radiagédo é capaz de aumentar a invasividade dependente de integrina
a1p2 e EGFR. Portanto, estes resultados e os nossos sugerem que o efeito da
superexpressao de claudina-3 na invasao das ceélulas aparenta ser tecido especifico.
Na literatura, diversos trabalhos correlacionam a expressdo de claudinas com a
migracao e invasdo das células. A claudina-1, quando superexpressa, causa aumento
na migracdo e invasdo em carcinoma hepatocelular (Yoon et al.,, 2010) e quando
downreguladas apresentam o efeito contrario em células de adenocarcinoma de célon

(Dhawan et al., 2005). A claudina-2 tem sido relacionada ao aumento da migracdo
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células epiteliais normais de rim canino (MDCK) quando downreguladas (lkari et al.,
2011). A claudina-3 tem sido relacionada com o aumento da migracdo e invasao
quando downreguladas (Shang et al., 2012). Alguns trabalhos correlacionam também a
superexpressao claudina-4 com a diminuicdo da invasdo em células de céancer
pancreatico (Michl et al., 2003) e a estimulacdo da migracéo e invasdo em células de
cancer do ovario (Agarwal et al., 2005). Takehara e colaboradores (2009)
correlacionaram a expressdo de claudinas com a migracdo celular. Estes autores
observaram, em células de CCR, aumento da migracdo com a superexpressao de
claudina-2, diminuicdo da migracdo com a superexpressao de claudina 3 e 4, e
verificaram, também, aumento da invasdo em células que superexpressam claudina-4.
Além disso, observamos que a superexpressao de claudina-3 aumenta em 40 %
a capacidade de formar col6énias e que a radiacdo provoca diminuicdo de 50 % na
formacdo de colbnia das progénies irradiadas (Fig. 21). A inibicdo das vias de
proliferacdo (MEK) e sobrevivéncia (PI3K) contribuem aumentando a capacidade de
formar colénias de ambas as progénies irradiadas, sugerindo que a combinacao deste
tratamento com a radiacdo contribui para 0 aumento na formacdo de colénia da
progénie sobrevivente de células que superexpressam claudina-3 (Fig. 24). Os ensaios
de formacéo de col6nia dependente ou independente de ancoragem sao utilizados em
estudos in vitro para avaliar potencial tumorigénico das células. Alguns trabalhos ja
foram publicados associando a expressao de claudinas e a capacidade das células de
formar colénias. Agarwal e colaboradores (2005) demonstraram que a superexpressao
de claudina 3 e 4 sdo capazes de aumentar a formagcdo de colénia em células de
cancer de ovario. A claudina-2 tem sido associada ao aumento na formagao de col6nia
dependente e independente de ancoragem em células de adenocarcinoma de cdélon
(Dhawn et al., 2011). Contudo a superexpressao (De Souza et al.,, 2013) e a
downregulagédo (Huang et al., 2014) de claudina-1 ndo tem influéncia sobre a formacéo
de colbnias dependente de ancoragem, porém diminui a formacdo de colbnia
independente de ancoragem. Assim, nossos resultados corroboram a nocédo que
alteragcbes na expressao das claudinas contribuem para o aumento do potencial

tumorigénico das células.
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Neste contexto essa proteina seria indicador de mal progndstico. Contudo a
superexpressdo de claudina-3 também é capaz de melhorar a resposta das células a
radiacdo, tornando-a marcador de indicacdo de tratamento. Além disso a claudina-3
poderia ser utilizada como alvo terapéutico. Kominsky e colaboradores (2004)
demonstraram em células e amostras pacientes de cancer mama que a superexpressao
de claudina-3 pode ser um bom marcador indicativo de tratamento com a enterotoxina
produzida pela bactéria Clostridium perfringens. E bem conhecido que esta enterotoxina
possui propriedades citotoxicas e tem como receptores especificos as claudinas 3 e 4
(Gao & McLane, 2012). Portanto poderia ser utilizada no tratamento de outros tumores
gue apresentam aumento na expressdo destas claudinas, como por exemplo o cancer
ovario (Hough et al., 2000) e o CCR (Oliveira & Morgado-Diaz, 2006).

Finalmente, os resultados obtidos neste trabalho contribuem para uma maior
compreensao do papel da claudina-3 no CCR e com isso enfatizamos a possibilidade

de utilizac&o da claudina-3 como biomarcador.
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Figura 27 - Esquema mostrando os efeitos da superexpresséo de claudina-3 em células
sobreviventes a radiacéo e frente ao tratamento com inibidores de vias de

sinalizacao
Superexpressao
de Claudina-3
Inibidor
+
A C
B

T proliferacio J Proliferacdo JProliferacdo
tMigragEo Yinvasio tMigragéo
tFormagﬁo de ColGnia j,Format;Eo de Colonia tForma;ﬁo de Col6nia

Legenda: A) Células HT-29 que superexpressam claudina-3 apresentam aumento na proliferagéo,
migracdo e formacdo de coldnias; B) A progénie de células HT-29 que superexpressam
claudina-3 sobreviventes a radiacdo apresentam diminuicdo na proliferacdo, invasdo e
formacdo de colbnias; C) A progénie de células HT-29 que superexpressam claudina-3
sobreviventes ao pré-tratamento com os inibidores de MEK ou PI3K e a radiacdo apresentam
diminuicdo na proliferacdo celular e aumento na migracdo e formacéo de col6nia.
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CONCLUSOES

a) O EGF regula a expressao proteica de claudina-3;

b) A inducdo da superexpressdo de claudina-3 contribui para o processo de

malignizacdo das células;

c) Aradiagéo tem a capacidade de diminuir a expresséo de claudina-3;

d) A superexpressdo de claudina-3 é capaz de melhorar a resposta das

células a radiacao, revertendo o processo de malignizacao;

e) O pré-tratamento com inibidores das vias de proliferacdo (MEK/ERK) e
sobrevivéncia (PI3K-Akt) sdo capazes de reverter a melhora na resposta
a radiacdo das células que superexpressam claudina-3, contribuindo para

um potencial mais agressivo das células;

f) A claudina-3 pode ser um bom marcador de progndstico, preditivo de
tratamento e alvo terapéutico, a fim de proporcionar aos pacientes de

cancer um tratamento mais individualizado / personalizado;
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Abstract

The altered expressions of claudin proteins have been reported during the tumorigenesis of colorectal cancer. However, the
molecular mechanisms that regulate these events in this cancer type are poorly understood. Here, we report that epidermal
growth factor (EGF) increases the expression of claudin-3 in human colorectal adenocarcinoma HT-29 cells. This increase
was related to increased cell migration and the formation of anchorage-dependent and anchorage-independent colonies.
We further showed that the ERK1/2 and PI3K-Akt pathways were involved in the regulation of these effects because specific
pharmacological inhibition blocked these events. Genetic manipulation of claudin-1 and claudin-3 in HT-29 cells showed
that the overexpression of claudin-1 resulted in decreased cell migration; however, migration was not altered in cells that
overexpressed claudin-3. Furthermore, the overexpression of claudin-3, but not that of claudin-1, increased the tight
junction-related paracellular flux of macromolecules. Additionally, an increased formation of anchorage-dependent and
anchorage-independent colonies were observed in cells that overexpressed claudin-3, while no such changes were
observed when claudin-1 was overexpressed. Finally, claudin-3 silencing alone despite induce increase proliferation, and the
formation of anchoragedependent and -independent colonies, it was able to prevent the EGF-induced increased malignant
potential. In conclusion, our results show a novel role for claudin-3 overexpression in promoting the malignant potential of
colorectal cancer cells, which is potentially regulated by the EGF-activated ERK1/2 and PI3K-Akt pathways.
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invelved in events related to the carcinogenic processes in mouse
epidermal and human gastric cancer cells [11,12], as well as in the
increased migratory and invasive potential during the epithelial-
mesenchymal transiion in human ovarian cells [13]. EGF-
mediated signaling pathways are also known to play important
roles in the organization of TJs, in which they regulate the
expression and localization of claudin proteins. For instance, EGF

Introduction

Tight junctions (I]s) are important structural components of the
apical junctional complex in the epithelium, where they regulate
various intracellular processes such as the establishment of apical-
basal pelarity and the flow of substances across the intercellular
space [1]. Claudins are the main proteins that regulate the

functions of TJs and are classified as a family of tetraspan integral
membrane proteins, which currently comprises 27 members [2]. A
myriad of diseases, including cancer, have been associated with
alterations in the expression, stability and subcellular localization
of daudin family members [3,4,5,6]. However, the precise
molecular mechanisms that regulate the expression and function
of these proteins, particularly in colorectal cancer, are poorly
understood.

The epidermal growth factor receptor (BGFR) is dimerized and
activated by its extracellular ligand, EGF, which triggers a
signaling cascade that leads to the activation of cytoplasmic
pathways such as MAPK and PI3K-Akt [7,8]; these pathways are
known to modulate proliferation, differentiation and resistance te
cell death [9,10]. Studies have shown that these pathways are
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was reported to induce the upregulation of clauding 1, 3 and 4,
and the EGF-induced downregulation of claudin-2 increases the
force of the intercellular barrier, as determined by an increased
transepithelial electrical resistance (TER) in MDCK-IT cells
[14,15]. However, using the same model (MDCK cells), other
authors have reported that the downregulation of claudin-2
induced higher cell motility, even with increased TER [16].
Recently, the EGFR/ERK/c-Fos pathway was shown to up-
regulate claudin-2, an increase that was correlated with increased
intercellular permeability and cell migration in human lung
adenocarcinoma cells [17,18].

Little information is known about the molecular mechanisms
underlying the alterations in claudin expression that are associated
with colorectal tumorigenesis. We have shown that patients with
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colorectal cancer presented lucreased expression levels of clauding
1, 3 and -}, which altered the barrier function of T]s [19. Recent
studies have reported a controversial role for claudin-l during
colorectal carcinogenesis; increased claudin-l expression was
observed 1 hepatic metastatic lesions of colorectal cancer, but
this expression was decreased in the lymph node metastases of
colon carcinomas [20,21]. Additionally, the ERK1/2 and PI3K
pathways have been reported to mediate increases in EGF-
induced claudin-2 expression in colon cancer cells; this event was
accompanied by increases in proliferation, anchorage-independent
growth and tumor growth i e [227. Therefore, it is important to
understand the molecular mechanisius that regulate the expression
of other claudin family members and the implications of claudin
overexpression n colorectal cancer progression,

In the present study, we show that the EGI-mediated increased
expression of claudin-3 is related to increased cell migration and
the formation of anchorage-dependent and anchorage-indepen-
dent colonies in human colorectal adenocarcinoma HT-29 cells.
Furthermore, we show that these events were mediated by the
ERK1/3 and PI3K-Akt pathways. We also demonstrated that the
forced overexpression of claudin-3 in HIT-29 cells by genetic
manipulation increased the malignant potendal, while the
overexpression of claudin-1  decreased cell migration. Most
hmportantly, our results reveal thar clandin-3 plays a role as
tumor promoter when its expression is imbalanced and implicate
the ERK1/2 and PI3K-Akt signaling pathways as modulators of
claudin-3 uvpregulation-related tumor progression in colorectal
cancer cells,

Materials and Methods

Materials

Anti-claudin-1 (Cat. no. 51-9000; and anti-claudin-3 (Gat.
no. 34-1700) rubbit polyclonal antibodies as well ay an anti-z-
tubulin mouse monoclonal antibody (Cat. no. 32 2300) were
obtained rom Iinvitrogen Inc (Carlsbad, CA, USAL Anu-Akt
tCat. no. 1691} and anti-p-Akt (Cat. no. 1058) rabbit monaclonal
antibodies as well as an ant-ERK mouse monoclonal {Cat.
ne. 0107; anthody were purchased from Cell Signaling (Beverly,
MA, USAL The anti-uvewcrulin/E-cadherin rat monoclonal
1Cat. ne. U251 and anti-p-ERK 172 mouse monodonal (Cat. no.
M3159) antibodies were obtained from Sigma-Aldrich (3t Louls,
MO, USA). An anti-E-cadherin mouse monoclonal antibody
iclone 36, Cat. no. 610182} was purchased from B} Biosciences
tSan Diego, CA, USA) Horseradish percxidase-conjugated and-
rabbit and anti-mounse IgG were purchased from GE Healthcare
(Chalfont St. Gies, UK} Alex-fluor-188 anti-rabbit (Cat. no.
Al1003) and Alex-fluor-546 anti-rat (Cat. no. AlIOLO} were
ohtained from Molecular Probes (Eugene, Oregon, USA). The 2-
t4-morpholinyli-3-phenyl- 1{411}-benzopyran-4-one LYZ294002
t{PI3K. inhibitor; (Cat. no. L9908) was obtained from Sigma-
Aldrich, the 2-2-aminc-3-methoxyphenyli-4H--benzopyran-4-
one PD98059 MEK] inhibitor) (Cat. no. 9900) was obtained
from Cell Signaling, and FGF (Car. no. PHG031 1) was purchased
from Invitrogen Inc.

Cell Culture

The human colorecral adenocarcinoma cell Tmes Caco-2 (Cat.
ne HTB-37) and H'1-29 (Cat. no. HTB-238) s well as the hutnan
emhryenic Eidrey cell line HEK-293 (Cat. no. CGRI-1373) were
obtained from the American Iype Gulture Gellection (Manassas,
VA, TISAL Caco-2 cells present with a differentiated phenotype ar
the wonolaver stage and possess a low lnvasive and metastatic
potential [23,24,25), whie the HT-29 cclls present with an
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undifterentiated phenotype and a high tumorigenic petential [206].
The cells were grown in Dulbecee's modified Eagle's medium
(DMEM) that was supplemented with 10% heat-inactivated fetal
Bovine serum (FBS), penicillin G 60 mg/L;, and streptomycin
(100 mg/Li at 37°C in a humidified aunosphere of 5% CGOs/air
For experimental purposes, the cells were seeded inte culture
plates or ente glass coverslips,

Treatment with EGF and Pharmacological Inhibitors

Cell cultures were treated with 20 ng/mL of EGF, a
concentration that we have used n a previgus study [27 . The
effects of EGF treatment on claudin-1 and claudin-3 expression in
Claco-2 and IIT-29 cells were assessed in cells growing in DMEM
medium supplemented with 10% FBS after 6, 24 and 48 h. For
pharmacological inhibition, cells were serum starved overnight
and selective inhibitors were added to the cell cultures 1 h before
EGF treatinent to inhibit the intrinsic kinase activity, The cells
were then incubated with fresh culture medium supplemented
with 10% IBS containing EGF and selective inhibitors, which
were maintained throughout the experiments. The inhibitors were
diluted in DMSO and stored at —20°C. Each concentruted
solution was diuted immediately before each experiment to yield
final concentrations of 50 UM (PDYE05Y) and 8 pM {LY294000.

Plasmid Construction, Production of Recombinant
Retroviruses and the Infection of HT-29 Cells

Clonstructs that contain clandin-]1 and claudin-3 murine cDNA
have beeu previously described [28,29] and were kindly provided
by Dr. Mikio Furuse (Division of Ccll Biology, Department of
Physiclogy and Cell Biology, Kobe University, Japan). ‘Lhe
cINAs conrained in these constrcts were subcloned info the
pBABE-FPuro backboue retroviral plagiuid (o generate the pBABE-
Cldl BamH:-Xhol) and pBABE-Cld3 (Bgl2-Xhol} constructs.
HEK-293 cells were used as retroviral packaging cells after a
rransient co-transfection by caleium phosphare precipitadon for

24 h with the pGL-Armpho retrovieal packaging vector {Cat.
no. 10046P; Tmgenex, CA, USA and ene of the following
constructs: pBABE-Cldl, pBABE-Cld3 or empty retroviral vec-
tors. The cell-free supernatant that contained the virs was
collected 48 h after transfection, mixed :]1 with fresh medium,
supplemented with & [tg/ml polyhrene [Cat. no. 107689, Sigma-
Aldrich), and immediately used for the spin-intection {2 x45 min at
400 %g at room remperature’ of 5% 10% HT-29 cells. Tnfected cells
were ncubated at 37°C for an addidonal 24 h, orypsinized and
el as mehicared.

HT-29" and HT-26"* Cell Construction

H1-299 H 12854 o empry-vector iH'L-2OPBAEEY cell were
generated by transducing HT-29 wild-type cclls with pBABE-
Cldl, pBABE-Cld3 or empty vectors and selecting successfully
rransduced cells with 7.5 pg/mT. puromycin {Car. no. PBE33,;
Sigroa-Aldeich) for at least 5 days. The cones were isolated and
the overexpression of clandins 1 and 3 was confirmed by
immunghlotting

Claudin-3 Silencing

HT-29 cells were wransfected with either a non-targeting control
sIRNA SIRNA negative contrel # 1; Cal no. 43908445 Awbicn,
TX, USAL scramble as a contral for non-sequence-specific effects,
or a clandin-3-specific sIBNA sequence (Slencer Predesigned
sSIRNA CTDN3, Cat. no. SI03101623; Qjagen, M), TTIRA). The
cells (107) were resuspended in 200 pL of 1M butter (30], kindly
provided by Dr. Martin Bonamino (INCa, Brazili, containing
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either the scrambled or CLDN3-specilic duplex. The cells were
transferred in a 0.2 cm cuvette (Cat, no. MIR 50121; Mirus
Biotech, Madisen, WL USA} and electroporated using the W-17
program of the Tonza Nocleofector 11 electroporanion system for
HT-29 cells iLonza Group Lid, Basel, Switzerland;. "L'he cells were
then gently resuspended in DMEM supplemented with 10% FBS
to a final SRNA concentration of 25 or 45 nM. The attenuation of
CLDN3 expression was verified by immunoklotting cell lysates
and probing them with an antibody against clandin-3

Cell Extraction and Immunocblotting

Clace-2 (3x10% and HT-29 (2x10% cells were seeded into 6-
well plates and incubated until confluence. The cell molayers were
then scraped and homogenized in lysis butter (1% Triton X-100,
0.5% scdium deoxycholate, 0.2% SDS, 150 mM NaCl, 2 mM
EDTA, 10 wM HEPES, pH 7.3} that contained 20 M NaF,
I mM orthovanadate and a protease inhibitor cocktail (1:100
dilution} to obtain total cell lysates. The homogenized lysates were
centrifiiged ar 10,000 xg for 10 min at 4°C. The supernatants
were collecred and stored at —20°C for later analysis. Equal
amounts of protein (30 pg/lane’ per sample were separated by
SDS-PAGE electrophoresis on 13% gels and transferred to
nitrocellulose sheets. The membranes were blocked and incubated
with primary antbodies against clandin-1 (225005, clandin-3
12 Wg/mly, or a-tubulin {1:1000). After washing, the membranes
were incubated with horseradish peroxidase-con'ugated  anti-
rabbit or anti-mouse antibodies. The proteins were visualized
nsing an enhanced  chemilominescence kv (GF Healtheare,
Chalfent St. Giles, UK). The bands were gquantified according
to their optical densities nsing TahWorks 4.6 (Bio-Rad Taherato-
ries, Hercules, CA)L

Immunofluorescence

Claco-2 (2%.0% and HT-29 (107 cells were seeded an glass
coverslips in 24-well plates and incubated until confluence. The
cell annDlzlyErS were Subsequcntly washed with PBS and fixed
with methanol for 10 min at —20°C. Next, the cells were blocked
with 0.2% BSA in PBS for | h and permeabilized with 0.1%
Triton X-100. The cells were incubated overnight with and-
claudin-{, anti-claudin-3 i1:40}, anti-E-cadherin {1:300} antibod-
ies, followed hy 1 h incubations with the appropriate Alexa 488-
conjugared secondary antbodies (2:500y. Following the incuba-
tiems, the cells were. monnted using n-propyl-gallate te allow for
visualization with either an Axio Observe.Z1 microscope that was
equipped with an AxioCam HRe and the AxioVision Release 4.0
digital image processing software (Carl Zeiss Inc., Jena, Germany)
or a contocal laser scanning wmicroscope FVIZE-0, from which
images were analyzed using the FV10-ASW software [Olympus,
Tokyi, Japan).

Wound Healing Assay

HT-29 cells (2x10% were seeded into G-well plates and
incubated until confluence. To perdorm wound-healing assays,
ccll monolayers were manually wounded by scraping with pipette
tps. After different treatiuents, the cells were peritted (o migrale
into the denuded areas and photographed immediately  after
wounding (0 h! and 4t 6 h or 24 h after wounding. The distance
between the two edeges of a denuded area was quantified in
triplicate and repeated independently three times. Migration is
reprEsented as the percentage of cell migratiou and pl()ltﬁd on a
graph.
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Cell Proliferation Assays

The relative viable cell numbers were determined using crystal
violet or trypan blue dyes. The crystal violet method was
conducted a3 described previously [31]. Brietly, the HT-29 cells
{10% were seeded into 96-well plates and incubated in culture
medium with or without EGF for 24 and 48 h before cthancl
fixation for 20 min. A crystal viclel solution 0.05% covstal violet
and 20% methanol} was added to the cells for 0 mm. The cells
were washed and solubilized with wethauel “The absorbances at
595 nm were measured with a Spectra. Max 190 spectrophotom-
eter (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) For the trvpan
Blue method, transduced HT-29 cells (2x 107 were seeded into 6-
well plates and incubated in culture medium for 6 h. After the
incubations, the cells were trypsinized 0.05% trypsin/0.02%
EDTA in PBS solution) and counted on an Axio Observe Z]
microscope (Zeissy with a Neubauver chamber hermacytorneter and

uypan blue dye (0.1% trypan blue in PBS solution}.

Anchorage-dependent and -independent Colony
Formalion

For anchorage-dependent colony formation assays, H'1-29 cells
were seeded ar a low density (255105 for 4 h in 12wl plates
and treated with EGF for 5 days or lett untreated. After b days,
the cells were fixed with ethanol for (0 min and stained with a
crystal violet solation (0.03% crystal violet and 20% methanol).
The cells were washed twice with water and solubilized with
methanol. The colonics were either counted with an Axio
Observer. Z1 microscope (Zeiss) or the absorbunces were eagured
ar 505 nm with a Spectra Max 90 spectrophoromerer (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA).

For ancherage-independent colony formation assays, 12-well
plates were coated with growth medium supplemented with 10%
FBS containing 0.6% agarose to avold cell adhesion to the
substrate. HT-29 cells 5% 10% were then resuspended in culture
medivm contalning 10% FBS plus (0.3% agarose, seeded o the
suhstrate described above and submitted ro difterent treamments for
11 days {as indicated). At the endpoint, the colowies were counted
with an Axio Observer 7.1 microscope (Zeiss:

Measurement of the Transepithelial Electrical Resistance
(TER)

TJ functionality was also assessed by measuring the TER to
evaluate the paracellular flux to lons, as previowsly described by
Contreras and colleagues [32 with slight modifications. Briefly,
transduced 11T-29 cells {10% were seeded at confluence onto
Transwell polyester membrane cell cultre inserts with a 0.4 pm
pore size aud 0.43 cin® surface area (Cat. no. CL33470; Sigina-
Aldrich). The TER values were determined using a Millicel-ERS
system (Millipore Co., Billirica, MA, USA). The values pletted on
the graph were normalized for the area of the insert and the blank
value {bath sclution incubated with nsert without cells) was
subtracted. The TER was thns measnred in Ohms xem? (Q » cm?®).

Macromolecule Permeability Assay

Lo turther test the 'I7] functionality, the macromolecular
permeability was assessed vsing an antibody permeability assay,
as described previously [33 . Transduced HT-29 cells /10% were
seeded on glass coverslips in 24-well plates and incubated until
confluence. The cell monolayers were then fived in 2%
paraformaldehyvde and incubared with anti-uvomorulingE-cad-
herin antibody for 2 h under nonpermeablization conditions,
followed by 1 L incubation with the respective secondary antibody
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at 37°C.. The uvomorulin/E-cadherin staining was visualized with
an Axio Observer.Z1 microscope (Zeiss).

Statistical Analysis

A statistical analysis was performed with a one-way ANOVA,
followed by Dunnett’s post-tests or the t-test using the GraphPad
Prism 4.02 software {GraphPad Software, San Diego, CA, USA}.
The graphs represent the means £ the standard error (SEM) of
three independent experiments, A difference of p<<0.05 was
considered statistically significant.

Results

EGF Increases the Protein Levels of Claudin-3 in HT-29
Cells but not in Caco-2 Cells

Initially, we examined changes in the expression levels of
claudin-1 and claudin-3 after EGF treatment in two colorectal
adenocarcinoma cell lines, Caco-2 and HT-29, which differ in
differentiation status and metastatic potential. We observed that
EGF-treatment did not significantly alter the protein levels of
claudins 1 and 3 in Caco-2 and HT-29 cells at an early time point
16 h) (Fig. 1A). Following prolonged EGF-treatment times (24 and
48 hy, the protein levels of claudins 1 and 3 were not altered
significantly in Caco-2 cells. However, HT-29 cells showed
significantly increased levels of claudin-3, while the levels of
claudin-1 remained unchanged in this same time point of
treatment (Fig. 1B}, Furthermore, immunofluorescence analysis
indicated that EGF treatment for 48 h did not alter the
distribution patterns of claudins 1 and 3 in Caco-2 cells (Fig. 2A).
Nevertheless, a discontinuous staining pattern and the punctual
accumulation of these proteins were observed in some cell-cell
contact regions of HT-29 cells (Fig. 2B). Because EGF did not alter
the protein levels of claudins 1 and 3 in Caco-2 cells, we examined
whether EGF can activate effector pathways in this cell line. We
verified that EGF treatment inereased the phosphorylation levels
of ERK1/2 (Fig. S1), a known signaling effector triggered by EGF.
These results indicate that EGF treatment differentially regulates
claudins 1 and 3 depending on the cellular context. Based on these
results, we chose HT-29 cells for subsequent functional analyses
due to the alterations observed in the expression and subcellular
distribution of the claudin proteins after EGF treatment.

EGF Treatment Increases the Migration and Anchorage-
Dependent and Anchorage-Independent Colony
Formation of HT-29 Cells

We have shown that increased cell migration is related to
mechanisms of tumor progression in cancer cells [10,31] and that
EGF treatment increased the migration of Caco-2 cells [34]. To
determine whether EGF altered the migration of HT-29 cells, we
performed wound-healing assays after EGF  treatment. We
observed that after 24 h of EGF treatment, the cell migratory
potential was increased compared with that of untreated cells
(Fig. 3A and 3B). To further investigate whether the wound
closure was indeed due to the migration status and not cell
proliferation, we verified the relative number of wviable cells.
Figure 3C shows that cell proliferation was not altered in EGF-
treated cells when compared with untreated cells at the same time-
point that was observed in the wound-healing assay. An increase in
cell proliferation was observed only 48 h after EGF treatment.

It is known that cell transformation is an important parameter
to evaluate the malignant potential, which may also be assessed by
the ability of cells to form anchorage-dependent and anchorage-
independent colonies [35,36]. In this context, we evaluated the
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Figure 1. Effect of EGF on the claudins 1 and 3 expression in
Caco-2 and HT-29 cells. Cultured Caco-2 and HT-29 cells were
treated with EGF (20 ng/mL) for 6 h (A), 24 h and 48 h (B). Following
EGF treatment, total cell lysates were harvested and analyzed by
immunoblotting for the expression of claudins 1 and 3. a-tubulin was
used as a loading control. The numbers represent the ratio of the
optical density of EGF-treated to untreated cells normalized by -
tubulin. Claudin; Cld. o-tubufin; o-tub.

doi:10.1371/journal.pone.0074994.g001

o-Tub

cell-transforming potential of EGF in HT-29 cells. As observed in
figure 4A, EGF-treated cells displayed higher numbers of
anchorage-dependent colonies when compared with untreated
cells. Furthermore, EGF treatment increased the number of
anchorage-independent colonies and the colony sizes compared to
control cells (Fig. 4B). Together, these data show that EGIF
enhances events related to the malignant potential of undifferen-
tiated colorectal cancer cells.

ERK1/2 and PI3K-Akt Signaling Mediate EGF-Induced
Increases in Cell Migration and the Colony Formation of
HT-29 Cells

EGF is well known to activate signaling pathways, such as
ERK1/2 and PI3K-Akt, to regulate cell proliferation, survival and
differentiation in various tumor cell models. Therefore, we
analyzed whether these pathways could also modulate the
underlying EGF-induced events that we had observed here,
including the increase in claudin-3 expression. As seen in figure 5A,
EGF treatment increased the phosphorylation levels of ERK1/2
and Akt, indicating the activation of these proteins, Next, we
pharmacologically inhibited the MEK1/2-ERK1/2 and PI3K-Akt
pathways with PD98059 and LY294002, respectively, to verify
whether these pathways could modulate the EGF-induced increase
in clandin-3 expression levels in HT-29 cells. We observed that
treatment with these inhibitors alone or in combination prevented
the EGF-induced increase in claudin-3 expression levels (Fig. 5B).
Furthermore, we observed that inhibidon of the ERK1/2 and
PISK-Akt signaling pathways prevented the EGF-induced increase
in cell migration (Fig. 5C). In figures 5D and 5E, we further
verified that the inhibition of both pathways prevented EGF-
induced increases in the numbers of anchorage-dependent and
anchorage-independent colonies. Interestingly, pretreatment with
the PI3k inhibitor alone and in combination with the ERK1/2
inhibitor decreased the anchorage-dependent colony formation.

September 2013 | Volume 8 | Issue 9 | e74994

104



Figure 2. The effect of EGF treatment on the subcellular
distribution of claudins 1 and 3. Cell monolayers were grown on
glass coverslips and processed for immunofluorescence analysis of
claudin-1 and claudin-3 distribution after EGF treatment (48 h). The
stained cells were viewed with confocal FVV70i-O or Axio Observe.Z1
microscopes. (A) Caco-2 cells; bar: 5 um. (B) HT-29 cells; bar: 10 um.
Arrowheads; punctual accumulation of claudins. Ctr; control.
doi:10.1371/journal. pone.0074994.9002

Together, these data strongly support the notion that the ERK1/2
and PISK-Akt pathways are also involved in increased claudin-3
expression levels, concomitant to the increased malignant potential

that is induced by EGF in HT-29 cells.

Forced Overexpression of Claudin-1 and Claudin-3
increases the TER, but Claudin-3 Overexpression
Facilitates the Paracellular Flux to Macromolecules

Based on the results described above, we postulated that the
differential expression levels of claudin-1 and claudin-3 play
important roles in colorectal cancer progression. To further test
this hypothesis, we forced the expression of claudin-1 and clandin-
3 ¢DNA in HT-29 cells, and the resulting cells were named HT-
99%14 and HT-29%14% respectively. Immunoblot analysis con-
firmed robust claudin-1 CHT-!SJE'”} and claudin-3 |’HT-21)CM4]
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overexpression compared with cells that were transduced with the
empty vector (HT-29PPARE (Fig. GA}. Furthermore, cells that
overexpressed these proteins displayed increased cytoplasmic
staining; however, the labeling was maintained at cell-cell contacts
(Fig. 6GB).

In a previous study, we showed that the upregulation of claudins
1, 3 and 4 was associated with the disorganizaton of T] fib
ing to the increased permeability of the paracellular barrier in
tissue samples of human colorectal cancer [19]. Accordingly, we
measured the TER to evaluate the effects of clandin-1 and

claudin-3 overexpression on the paracellular flux to ions. As
observed in figure 6C, claudin-1 and claudin-3 overexpression
increased the TER of HT-29 cells, indicating a strengthening of
the barrier to ions. It is also known that the rearrangement of T]J
strands may favor the paracellular flux of macromolecules, thus
impairing the barrier function of TJs [37]. We and other authors
have assessed the 1] function using an antibody permeability
assay, which also evaluates the paracellular permeability to
macromolecules [27,33]. Using this assay, we observed an absence
of uvomorulin/E-cadherin staining in HT-29"%" cells, which

indicated that cells overexpressing claudin-1 maintained an intact
TJs-regulated paracellular  flux of macromolecules. On  the
contrary, cells that overe }')T‘i"\\l'd claudin-3 fHT-?QUd_SJ showed
a normal pattern of uvomorulin/E-cadherin staining on the
plasma membrane, which indicated that the macromolecular flux,
Wi vilized prior to
staining (Fig. 6D). To confirm that this labeling pattern did not
result from the claudin overexpression-induced cellular redistri-
bution of E-cadherin, we assessed the distribution of this protein in
permeabilized cells by immunofluorescence and confocal micros-
copy. We observed that claudin-1 and claudin-3 overexpression
did not alter the cellular distribution of the E-cadherin, which was
mostly present in the basolateral region (Fig. 6E). Together, these
data indicate that claudin-1 and claudin-3 overexpression
i ses the TER, but claudin-3 ove
macromolecular flux in HT-29 cells.

impaired because the cells were not permes

Incr:

xpression facilitates the

Forced Overexpression of Claudin-3 but not of Claudin-1
Increases the Malignant Potential of HT-29 Cells

We observed that EGF treatment did not cause statistically
significant changes in claudin-1 expression but increased claudin-3
expression concomitantly with the malignant potential in HT-29
cells (Fig. 1B, 3, 4 and 3). Based on these findings, we further
examined the effects of the forced claudin-1 and claudin-3
overexpression  on cell migration, proliferation and  colony
formation. Interestingly, we observed that the overexpression of
-1 but not that of claudin-3 decreased cell migration
7A and 7B). Conversely, cell proliferation was not altered by

claud
(Fig.
the overexpression of either claudin at the same time point
(Fig. 7C). Furthermore, we observed increases in the anchorage-
dependent and anchorage-independent colonies formation after
the overexpression of claudin-3 but not claudin-1 (Fig. 8 and 9,
respectively). Because claudin-3  overexpression increased the
colony formation in HT-29 cells, we assessed whether the forced
overexpression of claudin-3 could increase cell proliferation at
later time points (24, 48 and 72 h). We verified that claudin-3
tion at these times (Fig

overexpression increased cell prolifer N

which could contribute to the increased nl;xllg‘n;ml ])(ll(:nli:ll of
HT-29 cells. These results indicate that the differential expression

of claudins 1 and 3 plays a crucial role in the malignant phenotype
of the HT-29 colorectal cancer cells,
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Figure 3. The impact of EGF treatment on the migration and proliferation of HT-29 cells. (A, B) HT-29 cells were grown in 6-well plates
until confluent. Next, cell monolayers were wounded and treated with EGF, and cell migration in these regions was monitored for 24 h. (C) HT-29
cells were seeded in 96-well plates and treated with EGF at the indicated times, and proliferation was quantified using the crystal violet technique.
The bar graph shows the ratio of the absorbance of EGF-treated to untreated cells (control). Bar: 100 pm. Error bars indicate the means * SEM (n=3);
**p<0.01, **p<0.001 as determined by t test.

doi:10.1371/journal.pone.0074994.9g003

Claudin-3 Silencing Prevents the EGF-induced Malignant 25 nM of claudin-3 siRNA for subsequent functional analyses.
Potential of HT-29 Cells Because claudin-3 overexpression-regulated colony formation is
analyzed at late time points (more than 5 days), we evaluated
whether the early downregulation of claudin-3 induced by siRNA
malignant potential of HT-29 cells (Figs. 8 and 9), we investigated (at 24 h) would be sum.cu:m 1o prevent ‘_hc events regulated by
whether the downregulation of claudin-3 could to prevent the ~ Prolonged treatment with EGF. Accordingly, we performed a

EGF-induced effects in HT-29 cells using claudin-3 sIRNA. Using ~ Proliferation assay after 48 h of treatment with EGF because we
had observed that this agent increased cell proliferation at this time

point (Fig. 3C). We observed that claudin-3 siRNA prevented the
increase in EGF-induced proliferation, indicating that the early

Because EGF treatment increased claudin-3 expression (Fig. 1B),
and the overexpression of this claudin is related to the increased

immunoblot analysis, we confirmed a robust downregulation of
claudin-3 24 h after transfection using both 25 and 45 nM of
claudin-3 siRNA (Fig. 10A). Based on these results, we chose

A B

o 5 291 £ E 1.50+

-] Q% 1.254
L] @ g

S E 15 O £ 1.001
£8 68

55 19 £ E‘0.75-

ge T 5 0.501
£ 0.5 (B

L o 0.254

0.04 0.00-

Ctr EGF Ctr EGF
Figure 4. The effect of EGF tr on anchorage-dependent and anchorage-independent colony for ion in HT-29 cells. (A)

Representative photographs of anchorage-dependent colonies that were stained with crystal violet after EGF treatment. The bar graphs show the
ratio of fold increase in foci formation of EGF-treated to untreated cells (control). (B) Representative images of anchorage-independent colonies that
show the differences in size between EGF-treated and untreated cells. The bar graphs show the ratio of fold increase in colony formation of EGF-
treated to untreated cells (control). Bar: 10 um. Error bars indicate the means * SEM (n =3); *p<0.05, **p<<0.01 as determined by t test.
doi:10.1371/journal.pone.0074994.9g004
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Figure 5. The impact of MEK1/2-ERK1/2 and PI3K-Akt inhibition on EGF-induced effects in HT-29 cells. (A) HT-29 cells were grown and
treated with EGF for 5, 15, 30 and 60 min, after which the total cell lysates were harvested and analyzed by immunablotting for p-ERK1/2, ERK1/2, p-
Akt, and Akt. (B) Cells were grown and pretreated for 1 h with the indicated inhibitors before incubation with EGF for 48 h. Total cell lysates were
harvested and analyzed by immunoblotting for claudin-3. #-Tubulin was used as a loading control. The numbers represent the ratio of the optical
density of treated to untreated cells normalized by total protein or a-tubulin. Representative images of wound healing (C), anchorage-dependent
colony formation (D) and anchorage-independent colony formation (E) assays. The cells were pretreated with the inhibitors as indicated, and the
assays were performed as described in the Materials and Methods. For the anchorage-dependent assay, the bar graph shows the ratio of the fold
increase in foci formation of treated to untreated cells (control). For the anchorage-independent assay, the bar graphs show the ratio of the fold

increase in colony formation of treated to untreated cells (control). Bar: 200 um. Error bars indicate the means + SEM (n = 3); **p</0.01 as determined
by an ANOVA.

doi:10.1371/journal pone.0074994.g005

downregulation of claudin-3 may regulate EGF-induced late

malignant potential of HT-29 cells. These findings suggest that
events (Fig. 10B). In addition, claudin-3 siRNA also prevented the

an imbalance in the levels of this claudin plays an important role in

mncrease in EGF-induced anchorage-dependent and -independent
colony formation (Figs. 10C and D, respectively). Interestingly, a
higher proliferation rate and more colony formation were
observed using only the claudin-3 siRNA. Together, these data
indicate that claudin-3 downregulation alone increases the
malignant potential but may also prevent the EGF-induced

PLOS ONE | www.plosone.org

the development of the tumorigenic process.

Discussion

Changes in the expression and subcellular distribution of
claudin proteins have been reported in different epithelial cancers
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Figure 6. Effects of the forced expression of claudins 1 and 3 on their subcellular distribution, TER and macromolecular
permeability. HT-29 cells were transduced with retroviral vectors that contained claudin-1, claudin-3, or empty vector (pBABE). (A)
The cells were grown and total cell lysates were harvested and analyzed by immunoblotting for the expression of claudin-1 and claudin-3. The
numbers represent the ratio of the optical density of claudin-transduced to empty vector-transduced cells normalized by a-tubulin. (B) Cells were
grown on glass coverslips and processed under permeabilizing conditions for the immunofluorescence analysis of claudin-1 and claudin-3
distribution; bar: 5 um. (C) Cells were grown on Transwell inserts and the TER was measured using the Millicel-ERS system. The bar graphs show the
TER values normalized for the area of the insert with the blank value subtracted. (D) The cells were grown on glass coverslips and processed for
immunofluorescence under non-permeabilizing conditions to evaluate macromolecular permeability using the anti-uvomorulin/E-cadherin antibody;
bar: 10 um. (E) Cells were grown on glass coverslips and processed under permeabilizing conditions for immunofluorescence analysis of E-cadherin
distribution. The stained cells were viewed with FV70j-O confocal microscope. Error bars indicate the means + SEM (n = 3); **p<<0.01 as determined
by an ANOVA.

doi:10.1371/journal. pone.0074994.g006
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Figure 7. The effect of claudin-1 and claudin-3 overexpression on migration and proliferation. (A, B) HT-29P%A%¢ HT-29¢4"" and HT-29°'¢
3 cells were grown in 6-well plates until confluent. Next, cell monolayers were wounded and the cell migration in the wounded regions were
monitored after 6 h. (C) Transduced cells were seeded into 6-well plates for 6 h, and the numbers of cells were quantified by optical microscopy
using trypan blue dye as described in the Materials and Methods. The bar graph shows the ratio of the number of claudin-transduced to the empty
vector-transduced (pBABE) cells. Bar: 100 pum. Error bars indicate the means = SEM (n=3); *p<<0.05 as determined by an ANOVA.
doi:10.1371/journal.pone.0074994.9g007

in which EGF signaling is involved. However, the roles that EGF tissue samples of patients with colorectal cancer, we showed the
plays in modulating the expression of these proteins are different increased expression of claudins 1, 3 and 4, which was associated
and depend of the cell type and tumor. In a previous study using with a significant disorganization of the TJ strands and increased
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Figure 8. The impact of claudin-1 and claudin-3 overexpression on anch p colony for i Representative
photographs of anchorage-dependent colonies of transduced HT-29 cells (HT-297PA%€, HT-Z'QCH'l and HT-299%3) that were stained with crystal violet.
The bar graph shows the ratio of the fold increase in foci formation of claudin-transduced to empty vector-transduced (pBABE) cells. Error bars
indicate the means = SEM (n=3); ***p<0.001, as determined by an ANOVA.

doi:10.1371/journal.pone.0074994.9008
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Figure 9. The impact of claudin-1 and claudin-3 overexpression
on anchorage-independent colony formation. HT-29°%%% HT-
29997 and HT-299%3 cells were seeded for an anchorage-independent
colony formation assay as described in the Materials and Methods. The
bar graph shows the ratio of the fold increase in colony formation of
claudin-transduced cells to empty vector-transduced (pBABE) cells. Error
bars indicate the means *+ SEM (n=3); **p<20.001, as determined by
an ANOVA.

doi:10.1371/journal. pone.0074994.9009

paracellular permeability [19]. However, the molecular mecha-
nisms involved in the regulation of this overexpression and its
implications during the progression of this cancer type remained
undefined. In the present study, we demonstrated that EGF
increased the expression of claudin-3 protein, an event that was
mediated by the ERK1/2 and PI3K-Akt pathways. We further
demonstrated that the increased expression of clandin-1 and
claudin-3 differentially affected colorectal cancer cells; in HT-29
cells, the forced expression of claudin-1 decreased cell migration,
whereas the forced expression of claudin-3 increased the
malignant potential. Moreover, claudin-3 silencing prevented the
EGT-induced increase in the malignant potential of HT-29 cells.

Our study reveals that EGF treatment did not alter the protein
levels of claudin-1 and claudin-3 in Caco-2 cells; however, HT-29
cells treated with this agent displayed differential changes in the
expression of these proteins. Claudin-1 levels were not significantly
altered after of 6, 24 or 48 h, while the expression levels of claudin-
3 did not change significantly at 6 h of treatment but were
increased at 24 and 48 h, and the increase was more evident in
this later time (Fig. 1A and 1B). The differentiation grades and
metastatic behaviors of the cell lines used in the study may explain
these results. Claudin-2 overexpression has been shown to relate to
epithelial weakening in lung and colorectal cancer cells, and these
events are regulated by EGF-mediated signaling pathways [18,22].
Here, we observed changes n the redistribution of claudins 1 and
3 after prolonged EGF treatment in HT-29 cells but not in Caco-2
cells (Fig. 2A and 2B}, even though EGF signaling was triggered in
this cell line as shown by increased ERK1/2 phosphorylation (Fig.
S1). The EGF-induced changes observed in this study could be
attributed to impaired T function, which facilitated access to the
EGF receptor, EGFR. This receptor is mainly present in the
basolateral region and can thus potentially induce neoplastic
transformation, as suggested previously [14,19,38]. Controversial-
ly to our observations, a recent study showed that EGT decreased
claudin-3 and -4 via MEK/ERK and/or PI3K/Akt signaling
pathways in ovartan cancer cell lines [39]. The reasons for the
discrepancy ohserved are currently unclear but may be related to
tissue-specific differences in claudin function or even the tissue
microenvironment features, as previously discussed [40].

In earlier studies, we showed a correlation between increased
cell migration and malignant potential in colorectal cancer cells
[10,31,34]. Here, we showed increased cell migration in HT-29
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cells that were treated with EGF (Fig. 3A and 3B}, which confirms
that EGF is a potential tumor promoter. Furthermore, we
observed that inhibitors of the ERK1/2 and PIZK-Akt pathways
both prevented and decreased the EGF treatment-induced
migration of HT-29 cells (Fig. 5C), suggesting that these pathways
participate as modulators of EGF-mediated responses. In addition,
to verify the importance of claudins 1 and 3 in this process, we
forced the overexpression of these proteins in HT-29 cells,
Cnm})an‘.d to HT-20°%F cells, our results showed that HT-
2991 cells displayed decreased cell migration, whereas the
migration of HT-299"%% cells was unaltered (Tig. 7A and 7B).
These results suggest that claudin-1 expression plays an important
role in cell migration and that this migration decreases with
claudin-1 upregulation. Conversely, overexpressed claudin-3 per se
was not sufficient to alter cell migration. It is possible that EGI
may induce other pathways that are involved in the regulation of
cell migration; however, further studies are necessary to confirm
this hypothesis.

We further evaluated the malignant potential of EGF-treated
HT-29 cells with colony formation assays [35,41] and observed
that EGF weatment increased the numbers of anchorage-
dependent and anchorage-independent colonies {(Fig. 4A and
4B). Additionally, the inhibition of PIZK-Akt and ERK1/2, alone
or in combination prevented these effects induced by EGF (Fig. 5D
and 5E). Furthermore, we showed that forced claudin-3 overex-
pression increased colony formation, while claudin-1 overexpres-
sion did not alter the colony formation potential (Fig. 8 and 9.
These findings agree with previous reports, which showed that the
upregulation of claudins 3 and 4 was related to increased
tumorigenic potential in ovarian epithelial cells [42,43]. Never-
theless, our findings show that claudin-l-overexpressing cells
displayed decreased malignant potential, as determined by the
prevention of cell migration, and this finding is in contrast with
previously published reports in which cdaudin-1 upregulation
increased metastatic potential in colorectal cancer [44,45]. We do
not know the reason for these different observations, but they may
be a result of cell type dilferences; we used HT-29 cells, which are
less differentiated than the SW480 and SW620 cells used by the
previous authors [46]. Additonally, earlier studies have shown
that claudin-1 downregulation was related to disease recurrence
and poor patient survival in stage II colon cancer [47] and that the
decreased expression of this protein was also observed in lymph
node metastases of colon carcinomas. We postulate that claudin-1
expression and colon cancer progression correlate negatively, as
previously suggested [21]. Based on our findings, we suspect that
the differential regulation of claudins 1 and 3 expression may
define a more aggressive phenotype in colorectal cancer cells,
Currently, we are examining the differential regulation of these
claudins in colorectal cancer in detail.

We also showed that the forced overexpression of claudin-1 and
claudin-3 increased the cytoplasmic content of these proteins but
did not alter their localization at cell-cell contacts (Fig. 6B).
Moreover, we observed that claudin-1 and claudin-3 overexpres-
sion increased the TER, indicating a higher retention of the
paracellular flux to ions (Fig. 6C). However, the HT-29 cells that
overexpressed claudin-3 increased the macromolecular perme-
ability, indicating a higher paracellular flux to macromolecules
(Fig. 6D). It is known that the paracellular flux is performed
differentially, depending on the type of claudin and is cell specific.
For instance, upregulation of claudin-3 decreased the barrier
function, while the overexpression of claudin-4 improved the
alveolar TER [48]. On the other hand, HyOs-induced downreg-
ulation of claudin-3 decreased the TER and increased the FITC-
dextran permeability in gastric epithelial cells [49]. Additionally,
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Figure 10. The impact of claudin-3 silencing on EGF-induced effects in HT-29 cells. HT-29 cells were transfected with non-targenting
control siRNA (scramble) or claudin-3 siRNA and treated with EGF as indicated. (A) Cells were grown for 24 h and the total cell lysates were obtained
and analyzed for the expression of daudin-3 by immunoblotting; a-tubulin was used as a loading contral. (B) Cells were seeded in 96-well plates for
48 h and proliferation was quantified using the crystal violet technique. The bar graph shows the ratio of the absorbance of transfected and/or EGF-
treated cells to the control cells. (C) Representative photographs of anchorage-dependent colonies that were stained with crystal violet. The bar
graph shows the proportion of fold increase in foci formation of the transfected and/or EGF-treated cells to control cells. (D) Representative images of
anchorage-independent colonies. The bar graph shows the ratio of the fold increase in colony formation of transfected and/or EGF-treated cells to
control cells. Error bars indicate the means + SEM (n = 3); ¥p<<0.05, **p<0.01, as determined by an ANOVA. Claudin; Cld. a-tubulin; a-tub.
doir10.1371/jounal.pone.0074994.g010

claudin-2 was suggested have a role in the regulation of ion- function and not the redistribution of this protein (Fig. 6E). These

selective passage, while other TJ proteins, such as occludin and
tricellulin, appear to regulate the macromolecular flux [50]. In our
study, we verified that claudin-3 overexpression did not alter the
E-cadherin subcellular redistribution, indicating that the altered
macromolecular permeability, as assessed by the labeling of
Uvomorulin/E-cadherin, is a consequence of impaired 1]
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findings indicate that claudin-3 overexpression regulates of dual
manner the barrier function of IJs, strengthening the barrier to
ions while facilitating the macromolecular flux, which may be a
reflex of the redistribution of occludin e/or tricellulin to the
cytoplasm. However, further studies are necessary to better
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understand the role played by interactions between clauding and
other T proteins o regulate T| barrier function.

‘We further investigated the importance of clandin-3 as regulator
of EGF-induced events in HT-29 celk by using $RNA for this
claudin. We shewed that the silencing of claudin-3 prevents the.
EGF-induced cell proliferarion ncreases and anchorage-depen-
dent and -independent colony formation Fig. 10B, 10C and 10D
Interestingly, we veritied that clandin-3 silencing alone caused
increased cell proliferation and colony formation mare than EGF
treatment, Based these findings, it & possible suggest that both
clandin-3 overexpression and clandin-3 downregnlation may canse
the disorganization of L)y, which could coutribute 1o the
malignant porential of these cells. In addition, cur data indicate
that equilibrium of the clandin-% level maintains the homeosta
of the intestinal epithelium and that both claudin-3 upregulation
or downregulation may result in increased malignant potential.
However, additional experiments are needed to confirm this
mE(han‘LSI‘n,

In conclusion, we have shown that claudin-3 overexpression
associated with the increased malignant potential of IIT-29 cells
and that the ERK1/2 and PI3K-Akt pathways, activated by EGF,
are important regulators of this event. Additionally, the impaired
paracellular flux of macromolecules in HT-29 cells that overex-
press clandin-3  confirms  the impaired
epithelial barrier function and colorectal tumorigenesis. Further-
more, we showed thar clandin-3 silencing can provent the EGF-
mduced merease of the walignant potential. However claudin-3
silencing alone can enhance this event, indicating a fine balance
that controls the expression of this claudin W maintain intestinal
homeostasis. Most ‘mportantly, our study contributes to a better
understanding of the molecular mechanisms that regulate the
expression of clandins and the relationship of these proteing with
the malignant process. Lastly, our study indicates possible
molecular targets for future applications in the teatment of
colorectal cancer.
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Supporting Information

Figure 81 Effect of EGF on the activation of ERKI1/2
proteins in Caco-2 cells. Cells were grown and treated with
EGF for 15 and 30 min, 1, 2 and 6 h, atter which total cell lysates
were harvested and analyzed by immunoblotting for p-ERK1/2
and ERK1/2 The numbers represent the ratio of optical density
of the pERK1/2 of EGF-treated to untreated cells normalized by
ERK1/2.

(TTE,

Figure §2 Effect of claudin-3 overexpression on prolif-
eration for prolonged times. Transduced cells were seeded
into 6-well plates, and the numbers of cells were quantified by
optical microscopy atter 24, 48 or 72 h using trypan blue dye as
described in the Materials and Methods. The bar graph shows the
ratic ol the nuber of claudiu-transduced cells to ewpty vector-
rmnsdur!‘d PBABE! cells. Error bars indicate the means = SEM
=3y *p0.0] as deternined by a t-test,
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