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RESUMO

VIDAL, Flavia Castello Branco. Analise da via wnt e seu envolvimento no processo da
tumorigénese do cancer colo-retal. 2010. 110f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e
Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

O cancer colo-retal (CCR) representa o quarto tipo de cancer mais freqliente no Brasil
entre homens e mulheres e a sobrevida para esse tipo de neoplasia é considerada boa, se a
doenca for diagnosticada em estadio inicial. Neste tipo de cancer a progressao do adenoma
(tumor benigno) para o adenocarcinoma (tumor maligno) € dependente do acumulo de
mutacdes em diversos oncogenes e genes supressores de tumor. Estas mutagdes podem levar a
alteracdes de importantes vias de sinalizacdo que controlam estes eventos como, por exemplo,
as vias Wnt e EGFR. No entanto, os mecanismos moleculares e celulares mediados por estas
vias durante a progressdo do CCR permanecem por serem definidos. Neste trabalho foi
avaliada a participagdo da via Wnt e do EGFR durante a progressdo do CCR usando células
Caco-2, uma linhagem celular derivada de adenocarcinoma de célon humano como modelo.
As células foram tratadas com EGF, ativador da via EGFR, e cloreto de litio (LiCl), um
conhecido inibidor da enzima GSK-3B e consequentemente, ativador da via Wnt, ou
alternativamente com a combinacdo de ambas drogas. Apds os tratamentos, foi avaliada a
morfologia celular, localizacdo e expressao de proteinas juncionais, os padrdes proliferativos
e do ciclo celular e o potencial tumorigénico (migracdo e formacdo de colbnias). Nossos
resultados mostram que a localizacdo subcelular das proteinas juncionais claudina-1 ¢ B-
catenina foi alterada apds tratamento com EGF e LiCl, porém a expressdo ndo foi afetada. A
localizagdo nuclear de B-catenina, um marcador da ativacdo da via Wnt, foi observada apos
tratamento com ambos 0s compostos, no entanto estes agentes modularam a enzima GSK-3p3
de forma diferencial. Além disso, tratamento com EGF aumentou a capacidade proliferativa e
migratoria da célula, mas ndo alterou a formacdo de col6nias. LiCl, apesar de ser um
conhecido ativador da via Wnt, inibiu 0 aumento da proliferacdo e migracdo causado pelo
EGF, como visto pelo tratamento das células com EGF+LICI, e reduziu a formacdo de
colbnias. Nossos resultados revelaram que LiCl possui uma atividade supressora de tumor o
que pode representar um novo papel para este composto como um possivel agente terapéutico
para o tratamento do CCR.

Palavras-chave: Cancer colo-retal. Via Wnt. EGFR. GSK3-f. B-catenina. Claudina-1.
Progressédo tumoral.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CCR) represents the fourth type of cancer most common in Brazil
among men and women and the survival for this tumor type is considered good if the disease
is diagnosed at early stage. The progression of an adenoma (benign tumor) to an
adenocarcinoma (malign tumor) is dependent on the accumulation of mutations in a variety of
oncogenes and tumors suppressors genes. These mutations can lead to alterations of important
cell signaling pathways that control these events, such as Wnt e EGFR. However, the
molecular and cellular mechanisms mediated by these pathways during CCR progression
remain to be defined. In the present study we assesses the role that Wnt and EGFR pathway
play during CCR progression using Caco-2 cells, a human cell line derived of colorectal
cancer, as a model. Cells were treated with EGF, an EGFR pathway activator, and lithium
chloride, (LiCl) a known inhibitor of the enzyme GSK-3p and, therefore a Wnt pathway
activator or alternatively by using combination of both drugs. After treatments, we monitored
cell morphology, localization and expression of junctional proteins, proliferative and cell
cycle patterns, and the tumorigenic potential (cell migration and colony formation). We show
that subcellular localization of the junctional proteins claudin-1 and B-catenin was altered
after treatment with EGF and LiCl, however the expression were not affected. Nuclear
localization of B-catenin, a marker of Wnt pathway activation, was observed after treatment
with both compounds, however these agents modulated in a differential fashion the enzyme
GSK-3p. Furthermore, EGF treatment increased the proliferative and migratory capacity of
the cells, but did not alter colony formation potential. LiCl, despite being a known activator of
the Wnt pathway, inhibited the increase of proliferation and migration caused by EGF, as
demonstrated by the cell treatments with EGF+LIiCl, and reduced the cell colony formation.
Our results reveal that LiCl present a suppressor tumor activity, which may represent a new
role for this compound as potential therapeutic agent in the CCR treatment.

Keywords: Colorectal cancer. Wnt/B-catenin pathway. EGFR. GSK3-f. -catenina. claudin-1.
Tumoral progression.
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INTRODUCAO

O epitélio intestinal humano e homeostase

O trato intestinal é revestido por uma simples camada de células cilindricas que tém
como principal funcéo a absorcéo de agua e nutrientes, além de funcionar como uma barreira
contra patogenos presentes no limen. Anatomicamente, o trato intestinal é dividido em
intestino delgado (subdividido em duodeno, jejuno e ileo) e intestino grosso (ou célon).
Histologicamente é composto por uma parede formada por quatro camadas distintas: mucosa,
submucosa, muscular e serosa. A camada mucosa intestinal ¢ formada por um epitélio
cilindrico simples, ldmina prépria de tecido conjuntivo frouxo e muscular da mucosa (Sancho
et al., 2004; van der Flier & Clevers, 2009).

O epitélio intestinal € organizado em dois compartimentos morfologicamente e
funcionalmente distintos: (1) invaginacgdes, conhecidas como criptas de Lieberkiihn, e (2)
projecdes, denominadas vilos ou vilosidades. No epitélio do intestino grosso, as criptas séo
maiores do que as encontradas no intestino delgado, e ndo ha vilosidades. As criptas
correspondem ao compartimento proliferativo do epitélio intestinal sendo composta por
alguns tipos celulares, entre eles as células-tronco multipotentes (Pinto & Clevers, 2005). Os
vilos representam um compartimento diferenciado com variados tipos celulares derivados das
células-tronco das criptas (Fig. 1).

A homeostase do epitélio intestinal é baseada em um delicado balango entre auto-
renovagdo, migracdo e diferenciagdo celular que deve ser mantida durante toda a vida do

organismo.
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Figura 1: Morfologia do epitélio intestinal. A. Intestino delgado. B. Intestino grosso (célon). O epitélio
intestinal é constituido por uma camada simples de células epiteliais que reveste as vilosidades e as criptas
intestinais. O célon ndo possui vilosidades, e as criptas sdo mais profundas quando comparadas com as
criptas do intestino delgado. As setas indicam as células coradas com o marcador de proliferacdo Ki 67.
Adaptado de Pinto & Clevers, 2005.

O epitélio intestinal de mamiferos é renovado continuamente a cada 4-5 dias através
da divisdo mitética assimétrica promovida pelas células-tronco adultas presente nas criptas. A
divisdo é assimétrica porque a célula tronco mae se divide dando origem a duas células que
terdo morfologia e funcionalidades distintas. Uma célula-filha consistird em uma nova célula
tronco dando, portanto, continuidade a linhagem, e a outra célula-filha, por sua vez, sera
denominada de célula transitéria amplificadora. A célula amplificadora passa
aproximadamente dois dias na cripta durante os quais se divide de 4-5 vezes antes de se
diferenciar em um dos tipos especializados de células intestinais. Além disso, a medida que as
células transitorias amplificadoras se dividem, elas migram em direcdo as vilosidades (Pinto
& Clevers, 2005) (Fig. 2A).

Nas criptas intestinais sdo encontrados trés tipos de células especializadas: (1)
enterocitos (correspondem a 90% da populagédo), responsaveis pela absor¢do de nutrientes e
eletrolitos, (2) células caliciformes, produtoras de muco, e (3) células enteroenddcrinas,
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produtoras de hormonio. Um tipo celular distinto encontrado nas criptas intestinais sdo as
células de Paneth. Estas células participam do sistema imune inato e da defesa contra
bactérias através da producdo de defensinas bactericidas e lisozimas. Este tipo celular ndo é
encontrado no epitélio do célon (van Es & Clevers, 2005; van der Flier & Clevers, 2009).

A perda celular que ocorre na superficie do epitélio onde as células epiteliais tornam-
se apoptoticas e sdo esfoliadas para a luz intestinal € compensada pela continua producdo de
células nas criptas (Fig.2B) (Radtke & Clevers, 2005).

Céulas Diferenciadas
s
o o
Células  Células Células
Caliciformes  Entero- Absortivas
endocrinas pe

D5 JJ
t t +

RS

A

2 @ .
N & 7
“.2 o
Progenitores
. Progenitores 4| 2 f’ Proliferativos
_..;Ptoliferaﬁvos Crokas »
t
»
Células
Tronco

Figura 2 - Renovacéo celular do epitélio do intestino grosso. A. O epitélio intestinal é renovado
continuamente através da divisdo mitdtica promovida pelas células-tronco adultas presente nas criptas
intestinais. A medida que as células migram para a superficie epitelial, elas sofrem diferenciagdo. B. As
células-tronco das criptas dividem-se em uma populacdo de células transitorias ou amplificadoras que
sofrem intensa proliferacéo e diferenciacdo. Adaptado de Radtke & Clevers, 2005.
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O epitélio intestinal, portanto, € capaz de manter um balango entre a proliferacéo,
diferenciacdo, migracdo e morte celular, 0 que garante sua continua renovacao. Este balanco é
finamente regulado por mecanismos de sinalizagdo celular e qualquer desregulagdo pode
resultar, por exemplo, em perda de adesdo célula-célula, desdiferenciacdo celular, perda da
polaridade, hiperproliferacdo e evasdo de apoptose. Todos estes eventos estdo relacionados
com o desenvolvimento de tumores intestinais (Sancho et al., 2004). Neste contexto, 0
complexo juncional apical (CJA), estrutura responsavel pela manutencdo da integridade do

epitélio, cumpre uma fun¢do importante.

Complexo Juncional Apical

O tecido epitelial é constituido por células poliédricas justapostas que aderem
firmemente umas as outras e a lamina basal por meio de juncdes intercelulares. Esta
caracteristica permite que as células epiteliais se organizem como folhetos formando uma
barreira celular e revestindo as superficies internas e externas de érgdos como intestino, pele e
vasos sanguineos. As juncgdes intercelulares ndo sdo estruturas estaticas. Durante a renovacgao
de tecidos como o do intestino e da pele, eles sdo constantemente remodelados para permitir a
saida de células antigas e a incorporagdo das novas células sem que a funcdo de barreira do
tecido epitelial seja perdida. Além disso, durante o reparo de lesdes, as células epiteliais
modulam suas jung@es no intuito de aumentar a migracdo celular e proliferagcdo para permitir
0 estabelecimento de novos contatos com células adjacentes (Ebnet, 2008).

Duas estruturas distintas garantem a adeséo célula-célula: (a) as juncdes tight (JT), (b)
as juncOes aderentes incluindo os desmossomos (JA). Existem ainda as juncbGes gap ou
juncbes comunicantes que ndo tem funcdo de adesdo, mas sim de intercambio de moléculas
entre células adjacentes. Atualmente, a denomina¢do “complexo juncional apical” tem sido
utilizada para designar apenas as JT e JA (Vogelmann & Nelson, 2005). As JT séo
responsaveis pelo controle da permeabilidade, bloqueando a livre difusdo de moléculas e ions
através da via paracelular, assim como a difusdo de moléculas entre o dominio apical e
basolateral participando da manutencdo da polaridade celular (Tsukita et al., 2001). J& as JA

sdo as responsaveis pela adesdo fisica entre células adjacentes, participando também da
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manutencgédo da polaridade celular e controle da proliferacéo celular (Balda & Matter, 2003)
(Fig. 3).
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Figura 3 - Juncdes intercelulares A célula epitelial é polarizada, apresentando uma porcéo apical,
uma porcao lateral e uma porgdo basal. O complexo juncional apical € composto pelas juncdes tight
e juncles aderentes. Desmossomos, juncdes gap e interacdes célula-matriz formadas pelos
hemidesmossomos e pelas adesGes focais (ou contatos focais) também sdo mostradas. Adaptado de
Thiery & Sleemam, 2006.

Jungdes Tight (JT):

As juncdes tight estdo localizadas na porcdo mais apical das células epiteliais. Elas
funcionam como um regulador da permeabilidade paracelular controlando a passagem de ions
e pequenos solutos, e também como uma barreira dividindo a regido apical da regido
basolateral impedindo dessa forma a difuséo lateral de componentes da membrana plasmatica
de uma regido para outra (fungéo fence) (Tsukita et al., 2001; Ebnet, 2008).

Trés classes diferentes de proteinas integrais de membrana compdem as JT. A

primeira classe engloba as claudinas, ocludina e a tricelulina. Este grupo contém quatro
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dominios transmembrana, dois “loops” extracelulares e os dominios N- e C-terminal estdo
localizados no citoplasma (Fig.4a). As claudinas sdo consideradas os principais constituintes
das JT. Ja foram identificados 24 tipos de claudinas em humanos. Estas proteinas formam
através de ligacdes homo e heterofilicas, poros aquosos selecionando por tamanho e carga 0s
solutos que passam entre células adjacentes (Hamazaki et al., 2002). A ocludina foi a primeira
proteina integral de membrana das JT a ser identificada em mamiferos (Tsukita et al., 2001).
A fungdo e a importancia da ocludina nas JT ainda s&o bastante discutidas (Hossain & Hirata
2008; Suzuki et al., 2009). Diversos estudos demonstraram que apesar de participar da
formacdo das JT, a ocludina ndo € essencial para sua funcdo e manutencdo (Moroi et al.,
1998; Saitou et al., 1998; Saitou et al., 2000). Moroi e colaboradores (1998) observaram a
auséncia de ocludina nas JT das células de Sertoli de humanos. Saitou e colaboradores (1998)
demonstraram que ceélulas-tronco embrionarias endodérmicas deficientes para ocludina
desenvolviam normalmente as JT. Posteriormente, Saitou e colaboradores (2000) observaram
que o epitélio do intestino, rins e figado de camundongos deficientes para ocludina
apresentavam morfologia normal quando comparados aos tecidos controle, além disso, a
funcdo de barreira do epitélio também continuou inalterada. A tricelulina é uma proteina
encontrada nas JT presentes nas ligacBes entre trés células, denominada ligacao tricelular
(Ikenouchi et al., 2005). Sua fungdo é pouco conhecida. Um Unico estudo de Riazuddin e
colaboradores (2006) mostrou que a presenca da tricelulina no epitélio da coclea e do
vestibulo sdo indispensaveis para a correta funcéo auditiva.

A segunda classe de proteinas integrais de membrana inclui moléculas da superfamilia
das imunoglobulinas que possuem dois dominios Ig-like (Fig.4b). Essa classe é formada pelas
proteinas JAM-A, JAM-B e JAM-C (junction adhesion molecule) que medeiam uma adesdo
Ca®*-independente, e pelas proteinas CAR (receptor de coxsackievirus-adenovirus), CLMP
(receptor-like de membrana coxsackie- e adenovirus), ESAM (molécula de adesdo seletiva
endotelial) e JAM4. Exceto pela JAM-A, existe pouca informagdo quanto a funcdo destas
proteinas na formacao ou na funcdo das JT (Ebnet, 2008). A funcédo da proteina JAM-A tem
sido relacionada com a polaridade e migracgdo celular (Ebnet et al., 2001; Naik & Naik, 2008;
Severson et al., 2009). JAM-4 interage com a proteina de ancoragem MAGI-1 (membrane
associated guanylate kinase interacting protein-likel) e parece ser importante para a
regulacdo da permeabilidade do glomérulo renal (Mori et al., 2004; Hossain & Hirata, 2008).
Estudos vém sendo realizados para elucidar com mais clareza a funcéo desta segunda classe

de proteinas das JT.
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A terceira classe inclui apenas a proteina Crumbs3 (CRB3). Esta proteina possui um
dominio extracelular muito curto de apenas 36 aminoacidos e uma cauda intracelular também
curta com 41 aminoacidos (Fig.4c). Pouco se sabe sobre sua funcdo. Lemmers e
colaboradores (2004) observaram que CRB3 se liga a proteinas periféricas de membrana

responsaveis pela polaridade celular.

Ocludina Tricelulina JAM-A CAR, CLMP CRB3
Claudinas ESAM, JAM4

(1-24) s

Figura 4: Proteinas integrais de membrana presentes nas JungOes tight. A figura mostra as trés
classes de proteinas transmembrana das JT de acordo com sua estrutura. Adaptado de Ebnet, 2008.

Além das proteinas integrais de membrana, trés complexos protéicos ligados a regido
citoplasmatica das JT sdo essenciais para sua manutencdo e correta funcionalidade: (1)
complexo das proteinas ZOs (zonula ocludens), (2) complexo CRB3-Pals1-PATJ e (3)
complexo PAR-3-aPKC-PAR-6. Outros componentes protéicos existentes nas JT incluem
proteinas de ancoragem, proteinas adaptadoras, GTPases regulatorias, proteinas G, quinases,
fosfatases e fatores de transcri¢cdo (Ebnet, 2008) (Fig. 5). Estas proteinas tém como funcgéo
principal mediar a interacdo das proteinas transmembrana ao citoesqueleto, e participar da

sinalizacdo celular regulando a polaridade e a proliferacdo celular (Shin et al., 2006).



Complexo ZO

Z0-3

Zo-1
Pl
T
Z0-2

Proteinas de
ancoragem

C>

MUPP1 MAGI-1

Proteinas
adaptadoras

@;@.
¢ JACORT™,
\paracing, /
PN
N
7 IEAPI, /TASCOTR
-y e

Complexo CRB3-Pals1-PATJ

Pals1

CRE3
PATJ N

Fatores de
transcricdo

(o
=),
TN

.\simplekln }

PAR-6

22

Complexo PAR-3-aPKC-

2§

Cdec-42
PAR-6

aPKC

PAR-3

GTPaes,
proteinas-G e
reguladores

Quinases e
fosfatases

(o
| &
VAN

N
g
\u/

'/-(;EF-H‘I \
N
T
{ RICH

N

Proteinas de
choque
térmico

<

Figura 5: Complexos multiprotéicos presentes nas Juncdes tight. Os complexos sdo formados por
proteinas de ancoragem, proteinas adaptadoras, GTPases regulatorias, proteinas G, quinases, fosfatases
e fatores de transcri¢do. Adaptado de Ebnet, 2008.

O complexo das proteinas ZO é formado pela ZO-1, ZO-2 e ZO-3. Estas proteinas

fazem parte da familia MAGUK (membrane-associated guanylate kinase-like homologs) e a

principal representante, ZO-1, interage diretamente com diversas proteinas integrais de

membrana como a ocludina, as claudinas, JAMs e CAR, através de dominios independentes.

Além disso, as proteinas ZOs interagem entre si e promovem a principal ligacdo das JT com o

citoesqueleto de actina (Fig.6) (Shin et al., 2006). Apesar da importancia individual de cada

proteina ZO, alguns trabalhos relatam uma redundéancia funcional entre elas. Foi observado

em duas linhagens celulares epiteliais de mama e rim que a auséncia de ZO-1 atrasava, mas

ndo impedia a formacéo das JT (Umeda et al., 2004; McNeil et al., 2006). Apenas a auséncia
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das trés proteinas ZO resultou no bloqueio da formacdo das JT e perda da sua funcdo de
barreira (Umeda et al., 2006).

O complexo CRB3-Pals1-PATJ foi descrito originalmente em Drosophila e esta
envolvido na regulacdo da polaridade apico-basal da célula. A localizacéo deste complexo nas
JT é mediada através de uma interacdo direta de Palsl (protein associated with lin seven 1)
com a por¢cdo C-terminal de CRB3, e uma ligacdo direta entre Palsl e PATJ (PALS1-
associated TJ protein) (Fig.6) (Tepass et al., 2001). O silenciamento de Palsl utilizando
RNAI leva a um defeito na formacdo das JT acompanhada por uma perda na expressdo de
PATJ (Straight et al., 2004). Por sua vez, o bloqueio de PATJ prejudica a formacgéo de
barreira das JT, perda de expressdao de Palsl, internalizacdo de CRB3 e redistribuicdo de
outros componentes protéicos das JT como ocludina e ZO-3 (Michel et al., 2005; Shin et al.,
2005).

No complexo PAR-3-a-PKC-PAR-6, PAR-3 e PAR-6 interagem diretamente com a
PKC (proteina quinase C) regulando sua localizacdo e atividade (Fig.6) (Ohno, 2001). Foi
demonstrado que PAR-3 se liga especificamente a JAM-A, -B e —C, e que a ligacdo com
JAM-A serve como ancora para ligacdo do complexo PAR-3-aPKC-PAR-6 com a JT (Ebnet
et al., 2003) (Fig. 6). A funcdo deste complexo protéico nas JT parece ser mais importante na
sua formacdo do que na sua manutencdo (Ooshio et al., 2007). Estudos aplicando mutantes
negativos de cada uma das proteinas deste complexo revelaram que os efeitos negativos sdo
observados apenas durante o processo de formacdo dos contatos célula-célula, ndo tendo
efeito em células epiteliais polarizadas e com as JT ja formadas. (Gao et al., 2002; Nagai-
Tamai et al., 2002).
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Figura 6: Interagdes moleculares entre proteinas integrais de membrana e os
complexos protéicos citoplasméaticos presentes nas jungOes tight. A.
Complexo CRB3-Pals1-PAT]J regula a formagdo das JT. B. Complexo das
proteinas ZO interage com diversas proteinas integrais de membrana
servindo como ligacdo entre as JT e o citoesqueleto. C. Complexo PAR-3-
aPKC-PAR-6 esta associado a membrana através da ligacdo de PAR-3 com
JAM-A. E importante na formacéo das JT e na manutencdo da polaridade
apico-basal. Adaptado de Ebnet, 2008.
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Juncdes Aderentes (JA):

As JA sdo estruturas juncionais com importante funcdo na manutencdo da adesao
célula-célula e sua dindmica de organizacdo/desorganizacdo € rigorosamente controlada
durante a morfogénese e homeostase tecidual. A principal molécula de adesdo das JA é a
caderina. Esta proteina faz parte de uma grande familia de moléculas de adesdo célula-célula
dependentes de Ca®**. A E-caderina é 0 membro melhor caracterizado desta familia e esta
expresso principalmente no epitélio. Esta proteina € uma glicoproteina transmembrana de
passagem Unica que interage de forma homofilica com E-caderinas de células vizinhas. A
porcao extracelular da E-caderina possui cinco dominios que contém sitios de ligacdo para o
Ca®*. Diferentes protefnas interagem com a porcdo citoplasmatica da E-caderina realizando
sua ligacdo com o citoesqueleto de actina. Essas proteinas de ligacdo compreendem o0s
membros da familia das cateninas: o-catenina, B-catenina, y-catenina e pl20 catenina
(D’Souza-Schorey, 2005).

A PB-catenina e a pl20 catenina se associam diretamente & por¢cdo membranar mais
distal e proximal da E-caderina, respectivamente (Fig.7). Quando a B-catenina ndo estd
expressa ou apresenta-se em baixa expressdo, seu sitio de ligacdo na E-caderina pode ser
ocupado pela y-catenina/placoglobina que por sua vez se liga preferencialmente a caderina
desmossomal (desmocolina e desmogleina) (Zhurinsky et al., 2000; Perez-Moreno & Fuchs,
2006). Estudos mostraram que modificacfes poés-traducionais em [-catenina, como
fosforilagdes, alteram sua afinidade pela E-caderina, causando perda da atividade adesiva
desta proteina (Pokutta & Weis, 2007). A associacdo E-caderina/B-catenina também ¢é
necessaria para estabilizar B-catenina na membrana, pois, no citoplasma ela é rapidamente
degradada pela via ubiquitina-proteassoma ou se ndo degradada, é translocada para o nucleo
ativando uma importante via de sinalizagéo, a via Wnt, a qual sera descrita com detalhes mais
adiante (Nelson & Nusse, 2004).

A associacdo de pl20 catenina a regido justamembranar de E-caderina possui um
papel reciproco de estabilizacdo e localizagdo destas proteinas nos contatos célula-célula.
Qualquer alteracdo desta associacdo é capaz de promover desestabilizacdo dos contatos
célula-célula, onde p120 livre no citoplasma pode modular proteinas Rho GTPases e
subseqientemente induzir aumento de migracdo celular (van Roy & McCrea, 2005;

Fukumoto et al., 2008). Outro importante papel desempenhado pela p120 catenina é a sua
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capacidade de regulacdo da transcricdo de alguns genes através de sua interacdo com fatores
de transcricdo, como KAISO (Dauvis et al., 2003).

A fungdo da o-catenina é pouco esclarecida. Por muito tempo considerou-se que a-
catenina era a responsavel pela ligacdo das JA ao citoesqueleto de actina através da sua
ligagdo com a B-catenina e com a F-actina (Fig.7). Porém, estudos demonstraram que o-
catenina se apresenta como um mondmero ou um homodimero com diferentes propriedades
de interacdo. A a-catenina monomérica se liga mais fortemente ao complexo E-caderina-f-
catenina, ja o dimero se liga preferencialmente aos filamentos de actina (Drees et al., 2005;
Yamada et al., 2005). Uma hipotese sugerida por Ebnet (2008) seria a presenca de uma
terceira proteina que faria a ponte entre a a-catenina presente no complexo heterodimérico -
catenina-a-catenina associado a E-caderina e o citoesqueleto de actina. Portanto, os detalhes
moleculares da estrutura que faz a ligacdo da JA com o citoesqueleto de actina permanece
ainda desconhecido.

Outro importante complexo protéico presente nas JA consiste nos membros da familia
das nectinas e sua ligante citoplasmatica AF-6/afadina (Takai & Nakanishi, 2003). As
nectinas sao proteinas imunoglobulinas-like formadas por quatro membros: nectina-1, -2, -3, e
-4. A afadina € uma proteina de ancoragem que interage com as nectinas e com 0
citoesqueleto de actina através de dominios independentes, sugerindo que ela seria a
responsavel pela ligacdo da nectina ao citoesqueleto de actina (Fig.7) (Mandai et al., 1997).

Estudos vém mostrando que os dois complexos protéicos presentes nas JA podem
interagir entre si através de diversas interacGes moleculares. A afadina liga-se diretamente a
a-catenina e proteinas como ponsina/SH3P12, LMO7 (Lim domain only 7)e ADIP (afadin Dil
domain-interacting protein) medeiam a ligacdo da afadina com as proteinas ligantes de F-
actina, vinculina e a-actinina. No entanto, a existéncia de uma ligag&o direta da F-actina entre
afadina com a-catenina, permanece por ser definida (Fig.7) (Asada et al., 2003; Ooshio et al.,
2004).
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Figura 7: Estrutura molecular das juncGes aderentes. A figura mostra também as interagdes protéicas
nas juncBes aderentes: Existem dois importantes complexos protéicos encontrados nas jungdes
aderentes. O complexo E-caderina-catenina representado pelas proteinas E-caderina, B-catenina e a-
catenina. Promovem uma adesdo Ca®'-dependente. O complexo nectina-afadina promove uma
adesdo Ca®*-independente. A afadina se liga diretamente ao citoesqueleto de actina e, portanto,
promove a interagcdo do complexo nectina/afadina ao citoesqueleto da célula. Adaptado de Ebnet,
2008.

Proteinas do complexo juncional apical e cancer: vias de sinalizacéo celular envolvidas:

Além da importante fungdo de manter as células epiteliais unidas, as proteinas
juncionais também estdo envolvidas em mecanismos de sinalizacdo celular que medeiam
eventos relacionados com o desenvolvimento tumoral, tais como, perda da polaridade,
proliferacdo, migragdo e sobrevivéncia (Perez-Moreno & Fuchs, 2006). Dessa forma,
alteracdes estruturais destas proteinas podem resultar em diminuicdo da adesdo, perda de
polaridade, aumento de atividade migratoria, da capacidade invasiva e proliferacdo
desordenada. Uma das consequéncias dessas alteragdes consiste na formacgdo de tumores

malignos.



28

A perda da estrutura e funcdo das proteinas que compdem as JT é constantemente
observada em tumores epiteliais. Oliveira & Morgado-Diaz (2007) relataram uma revisao
detalhada sobre alteracbes da expressdo de diferentes tipos de claudinas e a fungdo no
desenvolvimento de diversos tipos de cancer epiteliais, incluindo o cancer colo-retal (CCR).
Alteracdes na expressdo das claudinas séo freqlientes em diversos tipos de tumores como
célon, mama, pancreas, prostata, Utero e ovario (Dhawan et al., 2005; Oliveira et al., 2005;
Hewitt et al., 2006; Mees et al., 2009; Takehara et al., 2009). Estas alteragdes geralmente
causam aumento da permeabilidade paracelular, da migracdo e da invasividade do tumor. No
entanto, os mecanismos moleculares que regulam a expressao diferencial destas proteinas e
seu relacionamento com a progressdo tumoral permanecem por ser definidos.

O complexo protéico PAR-3-a-PKC-PAR-6, responsavel pela manutencdo da
polaridade celular, também se mostra alterado durante processos tumorigénicos. Um estudo
utilizando células epiteliais de glandula mamaria demonstrou que este complexo é um alvo do
receptor oncogénico ErbB2. A sinalizacdo alterada da via ErbB2 resulta na interagdo deste
receptor com o complexo PAR-3-a-PKC-PAR-6 ocasionando perda da polaridade celular,
hiperproliferacdo e bloqueio da apoptose (Aranda et al., 2006).

As proteinas ZOs servem como ancoragem para proteinas sinalizadoras que regulam a
proliferacdo epitelial e morfogénese. Kaihara e colaboradores (2003) observaram que 0s
niveis de expressdo de ZO-1 encontravam-se bastante diminuidos em tumores colo-retais e
em metastases de figado. A diminuicdo da expressdo de ZO-1 constitui um problema ja que
ZO-1 se associa ao fator de transcricdo ZONAB inibindo a transicdo da fase G1 de ciclo
celular para a fase S, controlando dessa forma a proliferacdo celular (Sourisseau et al., 2006).
Além disso, foi observado que a interacdo da proteina ZO-1 ao ZONAB é importante na
regulagdo do proto-oncogene ErbB2 em células da linhagem MDCK Il (Balda & Matter,
2000). Z0O-2, diferentemente de ZO-1, parece estar sempre migrando entre o nicleo e as JT.
Esta proteina interage com diversos fatores transcricionais como AP-1 (activator protein 1),
C/EBP (CCAAT-enhancer-binding proteins), SAF-B (scaffold attachment factor B) e ARVCF
(Armadillo Repeat gene deleted in Velo-Cardio-Facial syndrome) que regulam a expressao de
genes responsaveis pela proliferagdo e diferenciacdo celular (Traweger et al., 2003; Betanzos
et al., 2004, Kausalya et al., 2004).

A participacdo da ocludina no processo de sinalizagdo celular ndo € bem definida.
Sabe-se que a regulacdo da sua fosforilacdo/desfosforilacdo por fosfatases interfere na

permeabilidade paracelular (Sallee & Burridge, 2009). Além disso, sua expressdao pode ser
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alterada pela acdo de diferentes vias de sinalizacdo como TGF-p e Ras ocasionando altera¢des
na funcdo de barreira paracelular (Zhong et al., 2008; Ronaldson et al., 2009).

A participacéo das proteinas JAM em vias de sinalizag¢do celular é mais bem descrita
em células sanguineas, onde apresentam importante funcdo na migracdo de leucdcitos e na
ativacdo de plaquetas (Bazzoni, 2003). Em células epiteliais MDCK |1, foi descrito que JAM-
4 ativa a via Rac aumentando o potencial de HGF (fator de crescimento de hepatdcitos) de
causar o espalhamento de células (Mori et al., 2004). Wang e colaboradores (2009) sugeriram
que JAM-A juntamente com claudina-7 estdo envolvidas no controle da expressdao do
antigeno prostatico (PSA) na linhagem celular de préstata LNCaP.

As proteinas que compdem as JA, B-catenina, a-catenina e p120 catenina participam
da sinalizacdo celular funcionando como co-fatores transcricionais (Perez-Moreno e Fuchs,
2006). A B-catenina esta envolvida em uma importante via de sinalizacdo, a via Wnt. Em
condicOes de ativacdo desta via, a B-catenina funciona como um co-ativador transcricional
interagindo com o complexo transcricional Tcf/Lef (T cell factor/ lymphoid enhancing factor)
ativando a transcricdo de genes especificos relacionados, dentre outros eventos, com aumento
da proliferacdo celular e da atividade migratoria da célula (Hurlstone & Clevers, 2002; Nelson
& Nusse, 2004; Bienz, 2005). Ainda, a presenga de 3-catenina no nucleo das células tumorais
indica um mau progndstico e esta relacionado com uma maior invasividade tumoral (Cheng et
al., 2005). Mees e colaboradores (2009) observaram que o aumento de expressdo de f-
catenina esta associado a tumorigénese colo-retal. a-catenina parece estar envolvida com a
via Sonic hedgehog (Shh) controlando o balanco entre proliferacdo celular e diferenciagéo.
Mutagdes no gene de o-catenina tém sido observadas em células derivadas de tumores de
pulmdo, ovario, prostata e em carcinomas de células escamosas (Kobielak & Fuchs, 2006).

A localizacdo nuclear de pl120 catenina é freqlentemente observada em tumores
gastricos (Mayerle et al., 2003). No nucleo, p120 catenina interage com 0 repressor
transcricional Kaiso fazendo com que genes que eram antes reprimidos, passem a ser
expressos como, por exemplo, MMP-7 (metaloproteinase 7) e ciclina-D1, ambos implicados
na tumorigénese (Ogden et al., 2008). Kim e colaboradores (2004) observaram que o
complexo p120 catenina/Kaiso pode modular a via Wnt controlando a expressdes de genes
favoraveis a propagacdo de tumores. Liu e colaboradores (2009) analisaram amostras de
cancer de pulmdo e observaram que pl20 catenina e E-caderina encontravam-se
ectopicamente expressas no citoplasma das células. Além disso, observaram que a perda de

p120 catenina em células derivadas de cancer pulmonar aumentava a invasividade e o
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potencial metastatico do tumor. Bellovin e colaboradores (2005) demonstraram que a
localizagéo alterada de p120 catenina em amostras de adenocarcinomas colo-retais consistiam
um indicativo de agressividade tumoral. Além disso, p120 catenina esta envolvida na ativacao
e inativacdo das Rho GTPases regulando a dindmica do citoesqueleto de actina e
conseqiientemente controlando a migracdo celular (Perez-Moreno e Fuchs, 2006).

A proteina E-caderina é essencial para a determinagdo do fendtipo epitelial da célula
visto que diversos estudos vém demonstrando que a perda de expressdo de E-caderina acarreta
uma série de eventos moleculares induzindo uma modificacdo fenotipica da célula epitelial
para um fenotipo mesenquimal. Este fendmeno é denominado transicédo epitélio-mesenquimal
(TEM). As células epiteliais que sofrem TEM perdem a adesdo com células adjacentes e
adquirem um potencial migratério e invasivo (Radisky, 2005). Ambos os fenémenos sédo
necessarios a disseminacdo da célula tumoral e, por esta razdo, a TEM esta sendo apontada
como um importante indutor da progressdo tumoral (Spaderna et al., 2008). A perda de
expressdo de E-caderina é observada em uma grande variedade de tumores, incluindo o CCR
e representa um mau progndstico para o paciente (Chen et al., 2005; Cheng et al., 2005).

A perda de funcdo das proteinas de juncdo devido a mutagbes ou diminuicdo da sua
expressdo pode levar, portanto, a ativacdo inadequada de vias de sinalizacdo e
consequentemente, ao desenvolvimento da tumorigénese em diferentes 6rgdos. Neste
contexto, alteracdes na via Wnt estdo implicadas na tumorigénese do cancer de mama,
préstata, pulmao, cancer esofagico de células escamosas, cancer gastrico e principalmente no
cancer colo-retal (Akiri et al., 2009; Jiang et al., 2009; Matsuda et al., 2009). Mutacdes em
proteinas que participam da via Wnt, como a [3-catenina, iniciam a transformacéo do epitélio
intestinal normal em um adenocarcinoma colo-retal. Fearon & Vogelstein (1990) propuseram
que a tumorigénese colo-retal se inicia invariavelmente através de uma mutacdo na via Wnt
levando a formacdo de um adenoma benigno e consequentemente, outras mutagdes como nos
genes Kras, Smad4 e p53, levando a transformacdo do adenoma benigno para um

adenocarcinoma metastatico.

O cancer colo-retal (CCR)

O CCR é uma das principais causas de morte por cancer em paises desenvolvidos e é o

4° tipo de cancer mais comum entre homens e 0 3° mais comum entre as mulheres no Brasil
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(Tabela 1). Em todo mundo, cerca de 850.000 pessoas desenvolvem CCR anualmente e em
torno de 500.000 vem a 6Obito. Tanto para homens como para mulheres, a incidéncia de CCR
aumenta a partir dos 40 anos e cerca de 90% dos individuos diagnosticados com CCR
possuem mais de 50 anos de idade (Benson, 2007). Entre os pacientes que desenvolvem CCR,

30-40% apresentam metéstase de figado.

Tabela 1: Estimativas para o ano de 2010 dos nimeros de novos casos de cancer, em homens e
mulheres no Brasil. Fonte: Estimativa 2010: Incidéncia de Cancer no Brasil. Ministério da Saude.

INCa

Localizagao Primdria Estimativa de Casos Novos

Neoplasia Maligna Masculino Feminino Total
Prostata 52.350 - 52.350
Mama Feminina - 49.240 49.240
Tragueia, Bronguio e Pulméo 17.800 9.830 27.630
Cdlon e Reto 13.310 14.800 28.110
Estémago 13.820 7.680 21.500
Colo do Utero - 18.430 18.430
Cavidade Oral 10.330 3.790 14120
Esdfago 7.890 2.740 10.630
Leucemias 5.240 4.340 9.580
Pele Melanoma 2.960 2.970 5.930
QOutras Localizagbes 59.130 78.770 137.900
Subtotal 182.830 192.590 375.420
Pele ndo Melanoma 03.410 60.440 113.850
Todas as Neoplasias 236.240 253.030 489.270

Os fatores de risco para o desenvolvimento de cancer colo-retal estdo apresentados na
Tabela 2. Além da idade, outros fatores como pré-disposicao genética, doengas intestinais pré-
existentes e agentes externos, representam importantes fatores de risco para 0
desenvolvimento do CCR. Dentre os fatores externos estdo alimentacdo inadequada,
tabagismo, alcool, sedentarismo e obesidade. O CCR acomete igualmente, em termos de
incidéncia e mortalidade, todos os grupos étnicos. A incidéncia de CCR entre homens é
ligeiramente maior do que nas mulheres. Estudos tém sugerido que drogas antiinflamatorias
ndo esteroidais (AINE) (como ibuprofeno) e inibidores de COX-2 (como celecoxibe) podem
reduzir o risco de desenvolvimento de CCR. Além disso, foi demonstrado que a mortalidade
relacionada ao CCR é reduzida em cerca de 40-50% em individuos que tomam aspirina ou
outras AINE (Benson, 2007).
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Tabela 2: Principais fatores de risco para o desenvolvimento de CCR. Adaptado de Benson,
2007.

FATORES DE RISCO PARA O CANCER COLO-RETAL (CCR)
Idade < 50 anos

Presenca de pdlipos intestinais
Historico familiar de CCR
Colite ulcerativa

Doenca de Crohn’s

Dieta rica em gordura

Dieta pobre em frutas e vegetais
Sedentarismo

Obesidade

Tabagismo

Alcool

Aproximadamente 20% dos casos de CCR sdo hereditarios e 70% sdo ditos
esporéadicos, ou seja, ndo tém relacdo familiar. As duas sindromes hereditarias incluem a
polipose adenomatosa familiar (FAP) e a ndo poliposa (HNPCC).

A FAP é caracterizada pela presenca de centenas e até milhares de pdlipos ou
adenomas (tumores benignos) no epitélio intestinal que surgem antes dos 30 anos de idade. Os
adenomas se desenvolvem a partir de mutacdes herdadas no gene supressor de tumor APC
(adenomatous polyposis coli) e, inevitavelmente, 100% dos pacientes com FAP desenvolvem
CCR aos 40 anos de idade aproximadamente. A FAP representa 1-2% dos casos de CCR e
possui um comportamento agressivo em termos de invasividade e metastase. HNPCC ou
sindrome de Lynch é causada por uma mutacdo herdada em qualquer um dos 5 genes de
reparo MMR (mismatch repair) de DNA e representa 3-5% dos casos de CCR. Apesar da
nomenclatura “sindrome nao poliposa”, pacientes com HNPCC desenvolvem polipos que em
70-80% dos casos evolui para um CCR (Sancho et al., 2004; Benson, 2007).

Cerca de 70-90% dos casos de CCR evoluem a partir de um pdlipo adenomatoso. A
progressao do adenoma para o adenocarcinoma (tumor maligno) é dependente do acimulo de
mutacdes génicas associadas aos fatores ambientais citados na tabela 2 e é caracterizado como
um sistema de varios passos (multisteps). As mutacdes envolvem diversos oncogenes e genes
supressores de tumor. O evento primario para o desenvolvimento do CCR é a mutacdo no

gene supressor de tumor APC. Esta mutacdo ocorre em cerca de 60-80% dos casos
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esporédicos de CCR. Outros eventos necessarios para a progressdao maligna dos tumores
intestinais envolvem mutacGes nos genes da [B-catenina (10% dos casos), Axina (5%),
Kirsten-ras (K-ras) (40%) e p53 (75%) (Pinto & Clevers, 2005; Benson, 2007). A figura 8

ilustra as diversas seqiiéncias de mutagdes necessérias para o desenvolvimento do CCR.
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B-RAF
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\

Figura 8: Correlagdo entre a progressdo do CCR e o acimulo de mutagGes genéticas.
Adaptado de Sancho et al., 2004.

Como visto, observamos que uma das mutacdes iniciais que levam ao CCR ocorre na
proteina juncional B-catenina. Esta proteina juntamente com as proteinas APC e Axina que
também sofrem mutacgdes no processo inicial da tumorigénese colo-retal, fazem parte de uma
importante via de sinalizacéo, a via Wnt.

A via Wnt encontra-se ativa durante a embriogénese e em células-tronco adultas de

tecidos como epitélio intestinal, prostata, retina e pele (Wang & Wynshaw-Boris, 2004; Blum
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et al., 2009; Haegebarth & Clevers, 2009; Locker et al., 2009). No entanto, diversos estudos
vém mostrando que a ativacao inadequada desta via é responsavel pelo inicio e progressao de

tumores em diferentes tecidos, incluindo o CCR (Jiang et al., 2008, Carethers, 2009).

A via Wnt, homeostase do epitélio intestinal e desenvolvimento do cancer colo-retal

A via Wnt é altamente conservada em todo o reino animal (Clevers, 2006). Sua
descoberta foi iniciada por Nisslein-Volhard e Wieschaus (1980) que descreveram o0 gene wg
(drosophila wingless) responsavel pela polaridade de Drosophila durante o desenvolvimento
larval. Em 1982, Nusse e Varmus descreveram o gene murino Int-1 como sitio preferencial
para um virus causador de tumor mamario. Posteriormente, foi visto que wg e Intl eram
homologos o que resultou na denominacéo atual Wnt (Rijsewijk et al., 1987).

Diversos estudos demonstram que a via Wnt é essencial para o0 correto
desenvolvimento embrionario (Dominguez et al., 1995; Guger & Gumbiner, 1995; He et al.,
1995; Wang & Wynshaw-Boris, 2004; Byrum et al., 2009; Lindvall et al., 2009; Verma &
Lenka, 2009). Byrum e colaboradores (2009) bloguearam a via Wnt em embrifes de ourigo
do mar e observaram o impedimento da gastrulacdo e da esqueletogénese. Verma e Lenka
(2009) demonstraram que a ativagdo da via Wnt induz a formagdo do mesoderma e do
endoderma em embriGes de camundongo além de ser importante para a cardiomiogénese.
Outros estudos demonstram a importancia da via Wnt na formacéo do coracdo em Drosophila
e em mamiferos (Wu et al., 1995; Kwon et al., 2007).

Além de sua importancia na embriogénese, pesquisadores revelaram a participacdo da
via Wnt no controle da auto-renovacao de diferentes tecidos (Clevers, 2006).

No controle da homeostase do epitélio intestinal, esta via encontra-se ativa nas células
indiferenciadas e proliferativas da cripta, e inativa nas células diferenciadas das vilosidades.
Diversos estudos in vivo comprovam a importancia da via Wnt na renovacdo do epitélio
intestinal (Bienz & Clevers, 2000; Pinto et al., 2003; Fevr et al., 2007). A superexpressdo da
proteina DKkk-1, antagonista da via Wnt, reduz fortemente a proliferacdo das células epiteliais
da cripta intestinal e posteriormente, ocasiona a perda das criptas (Korinek et al., 1998). Fevr
e colaboradores (2007) demonstraram que a via Wnt é indispensavel para manter as células-

tronco adultas da cripta em estado indiferenciado.
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Aspectos moleculares da via Wnt:

As proteinas Wnt representam uma grande familia de ligantes compostas por 19
proteinas homologas que possuem a mesma funcao apesar de apresentarem seqiiéncia distinta
de aminoacidos. Alem disso, possuem diversos sitios de glicosilacdo e apresentam 22 residuos
de cisteina (Nusse, 2008).

Os receptores dos ligantes Wnt constituem a proteina de sete algas transmembrana
Frizzled (Fzd) e a proteina de passagem Unica LRP que faz parte da familia de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL). As proteinas da familia Fzd sdo constituidas por 10 membros,
Fzdl a Fzd10, e todos conttm um grande dominio extracelular composto por uma regido
conservada rica em residuos de cisteina denominada CRD (cysteine-rich domain). O dominio
CRD dos receptores Fzd reconhecem e se ligam com alta afinidade a multiplas proteinas Wnt.
Na porcédo citoplasmaética, Fzd interage com a proteina dishevelled (Dsh) (Nusse, 2008). Os
receptores LRP, denominados LRP5 e LRP6 (LRP 5/6), possuem um pequeno dominio
intracelular e um grande dominio extracelular com varios sitios de interacdo (He et al., 2006).

A via Wnt pode ser classificada como via canénica que é dependente da proteina
juncional B-catenina, e via ndo canénica que é independente de B-catenina (Vlad et al., 2008).
Tradicionalmente as glicoproteinas Wnt e os receptores Fzd tém sido classificados como
ativadores tanto da via canonica como da ndo canonica (Vincan & Barker, 2008). Os
receptores LRP 5/6 participam apenas da via Wnt candnica.

A figura 9 ilustra 0 mecanismo de funcionamento da via Wnt canbnica: a) na auséncia
da sinaliza¢do de Wnt, a [3-catenina citoplasmatica, ou seja, que ndo esta interagindo com a E-
caderina nas juncdes aderentes, é fosforilada para posterior degradacdo. Essa fosforilacdo é
realizada por um complexo protéico, denominado “complexo de destruicao”, formado pelas
proteinas APC e Axina, e pelas tirosinas quinases caseina quinase 1 (CKla) e glicogénio
sintase quinase 3 B (GSK3-B). A fosforilagdo ocorre nos residuos de serina e treonina da
porcdo N-terminal da B-catenina. A P-catenina fosforilada é reconhecida pelo complexo -
TrCP-E3-ligase que medeia sua ubiquitinizacdo e degradacdo pelo complexo proteassémico.
Como resultado, os niveis citoplasmaticos de [-catenina sdo controlados. Também na
auséncia da sinalizacdo da via Wnt, as proteinas ligantes de DNA nuclear da familia Tcf/Lef
agem no nucleo como repressores transcricionais. Com isso ndo ha a transcricao de genes alvo
da via Wnt; b) a sinalizacdo da via Wnt ¢ iniciada quando as proteinas Wnt se ligam ao
receptor Fzd que se associa com o receptor LRP5/6. Com esta ligacdo, a proteina citosélica

Dsh é fosforilada e conseqilientemente interage com a axina recrutando-a para a porcéo
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citoplasmatica de LRP 5/6. Com o deslocamento de axina, o “complexo de destruigdo” ndo ¢
formado e, portanto, B-catenina nao é fosforilada. A nao fosforilagdo de B-catenina impede sua
degradagdo e, conseqiientemente esta proteina se acumula no citoplasma da célula. A B-
catenina acumulada no citoplasma sofre uma translocacdo para o nucleo e se liga aos
membros da familia Tcf/Lef convertendo-os a ativadores transcricionais pelo recrutamento,
dentre outros, de co-fatores transcricionais como a histona acetilase CBP e a proteina
remodeladora de cromatina Brg-1. A formacdo deste complexo estimula a transcricdo de
diversos genes relacionados com proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia e motilidade.
Alguns exemplos de genes alvos da via Wnt sdo c-myc, ciclina D1, MMPs, NF-kB, VEGF,
WISP-1, c-jun, Slug/Snail e CD44 (He et al., 1998; Hurlstone & Clevers, 2002; Nelson &
Nusse, 2004; Huang & Du, 2008).
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Figura 9. Mecanismos de sinalizagdo da via Wnt candnica. A. Representa a via inativa: Na auséncia de
sinalizagdo da glicoproteina Wnt, a B-catenina se associa ao complexo protéico formado pelas proteinas
APC e Axina, e pelas quinases GSK-3B e CK1a. A B-catenina fosforilada é reconhecida e degradada via
proteassoma. B. Representa a via ativa: Na presenca da glicoproteina Wnt, a axina se liga ao dominio
citoplasmatico do receptor LRP5/6 e com isso o “complexo de destrui¢do ndo é formado. A B-catenina
se acumula no citoplasma sendo posteriormente translocada para o nicleo, onde se liga ao fator
transcricional TCF/LEF ativando genes alvos relacionados com a tumorigénese. Adaptado de Barker &
Clevers, 2006.

A via Wnt ndo candnica pode ser subdividida na via Wnt/Ca** e na via Wnt de
polaridade celular denominada Wnt/JNK nos vertebrados e Wnt/PCP em Drosophila. Ambas
ndo requerem a participacdo de p-catenina e do receptor LRP. Na via Wnt/Ca**, o Ca** é
liberado no meio intracelular e ativa as quinases dependentes de Ca** PKC e CamKlI

(proteina quinase Il dependente da Ca**-calmodulina) (Fig. 10) (Veeman et al., 2003;
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Slusarski & Pelegri, 2007). A via Wnt/PCP é responsavel pela polarizacdo das células no
epitélio de Drosophila. Uma via similar em vertebrados, a via Wnt/JNK, envolve a ativacéo
das GTPases Rac, Rho e Cdc42 que regulam a atividade de ROCK, MAPK e JNK (Fig.10).
De uma forma geral as vias Wnt ndo canénicas regulam a adesdo, polaridade e migracéo

celular (Vincan & Barker, 2008).

VIA WNT NAO CANONICA

Wnt/Ca** Vertebrate PCP
Wnt /FZD Wnt /FZD
v W CELSR (flamingo)
Dsh Dsh <> VANGL (strabismus)

Diversin (diego)

v / Ny ‘Prickle
[Ca™] Rho GTPases
&

I/ \ INK = Rearranjo do
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Figura 10: Via Wnt n&o candnica. A via Wnt néo candnica pode ser subdividida na via Wnt/Ca* e na
via Wnt de polaridade celular denominada Wnt/JNK nos vertebrados e Wnt/PCP em Drosophila. As
vias Wnt ndo candnicas regulam a adesdo, polaridade e migracdo celular. Adaptado de Vincan &
Barker, 2008.
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A via Wnt canbnica ¢ a mais estudada devido ao seu envolvimento com a
tumorigénese da maioria dos tumores epiteliais, inclusive do CCR, e, portanto, serd a via
abordada neste trabalho.

A figura 11 representa um modelo da atividade do complexo B-catenina/Tcf/Lef nas
células do epitélio intestinal e formacdo inicial de polipos (van de Wetering et al., 2002).
Neste modelo, as células mesenquimais produzem as proteinas Wnt que estimulam as células-
tronco proliferativas das criptas intestinais. Estas células acumulam B-catenina no nucleo que
interage com o complexo Tcf/Lef promovendo a ativagdo de genes como c-myc que
promovem a proliferacdo celular. A medida que as células alcangam a regido mediana da
cripta, o gradiente de proteinas Wnt diminui e conseqiientemente a atividade do complexo f3-
catenina/Tcf/Lef é reduzida e isso resulta na interrupcdo do ciclo celular e diferenciacdo em
enterdcitos. Por outro lado, células que apresentarem mutacfes tais como na B-catenina ou
APC, permitem que a via Wnt passe a ser constitutivamente ativa, mantendo o complexo -
catenina/Tcf/Lef ativo. Portanto, estas células vao continuar a se comportar como células-
tronco proliferativas dando origem aos poélipos ou adenomas intestinais. Marcadores
especificos de células-tronco adultas intestinais como o Lgr5, sdo observados nos adenomas
(Barker & Clevers, 2006).
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Figura 11: Modelo representativo da atividade do complexo B-catenina/Tcf na cripta intestinal e
formacdo de pdlipos. Na base das criptas, as células-tronco proliferativas acumulam B-catenina no
nlcleo e através da interagdo desta com o complexo transcricional Tcf/Lef, promove a ativagdo de
genes alvo como o c-myc. A medida que as células migram em diredo a superficie, o complexo p-
catenina/Tcf é desligado. Dessa forma, as células param de proliferar dando origem a células
diferenciadas. Em células com muta¢des nas proteinas APC ou [-catenina, o complexo f-
catenina/Tcf/Lef continua ativo e as células crescem de forma indiferenciada ocorrendo entdo a
formacdo de polipos. Adaptado de van de Wetering et al., 2002.
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A via Wnt e a transicao epitélio mesenquimal (TEM)

O tecido epitelial tem como caracteristica béasica a forte adesdo célula-celula e célula-
matriz extracelular, que sdo determinantes para a polaridade celular. Células mesenquimais,
por outro lado, apresentam pouco ou nenhum contato com as células vizinhas e ndo séo
polarizadas, alem disso, possuem maior capacidade migratéria, pois sdo capazes de remodelar
a matriz extracelular através da producdo de metaloproteinases. Estas células também sdo
fontes abundantes de proteinas sinalizadoras como, por exemplo, glicoproteinas da familia
Whnt, fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento de hepatdcitos (HGF) e
fibroblastico (FGF) assim como TGFf (Radisky, 2005).

A transicdo epitélio mesenquimal (TEM) consiste em uma série de eventos
morfogenéticos que leva a conversdo de uma célula epitelial em uma célula com fendtipo
mesenquimal. Este fendmeno é essencial durante muitos estagios do desenvolvimento
embrionario como na gastrulacdo e na formacao das cristas neurais (Radisky, 2005)..

Um evento critico da TEM € a diminuicdo da expressdo de marcadores epiteliais
como as proteinas que compdem as juncdes aderentes, E-caderina, cateninas e as proteinas de
JT, claudinas (Thiery et al., 2006). A perda de fungdo ou diminuicdo da expressao dessas
proteinas leva a degradacdo da adesdo célula-célula e aumento da motilidade celular, sendo
ambos os fendmenos necessarios a disseminacdo de uma célula tumoral. Por esta razdo, a
TEM esta sendo apontada como um importante indutor da progressao tumoral (Spaderna et
al., 2007).

A TEM pode ser induzida pelo microambiente tumoral ou de forma autdcrina por
glicoproteinas da familia Wnt, TGF-f e fatores de crescimento que ativam diversos
repressores e ativadores transcricionais como SIP-1, LEF, TWIST, SNAIL (Barr et al., 2007,
Spaderna et al., 2007). Estes indutores da TEM estdo intensamente expressos em varios tipos
de carcinoma e tém como principal objetivo a supressdo do gene da E-caderina e proteinas
marcadoras de polaridade celular como as do complexo Crumbs e Scribble (Bates & Mercurio
2005). A figura 12 ilustra resumidamente eventos que ocorrem durante a TEM como perda
das juncGes célula-célula, mudanca fenotipica da célula epitelial e aquisicdo de capacidade

invasiva e migratoria.
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Figura 12: Transicdo Epitélio Mesenquimal (TEM). A perda das juncdes célula-célula é o evento
primario que leva a TEM. As células epiteliais perdem sua polaridade apico/basal e adquirem
mobilidade assim como passam a expressar proteinas mesenquimais como vimentina. Desta forma a
célula tumoral pode migrar para os vasos sanguineos/linfa e colonizar um novo sitio, caracterizando

desta forma a metastase. Adaptado de Zvaifler, 2006.

Varios estudos vém mostrando que um dos eventos morfoldgicos do desenvolvimento da

TEM e subseqiiente progressdo do cancer colo-retal € a perda da adesdo célula-célula. Nesse
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sentido, nosso grupo, utilizando linhagens celulares de cancer de colon, vem mostrando
mecanismos de sinalizagdo celular envolvidos com a perda da adesdo célula-célula.
Inicialmente, mostramos que a fosforilacdo de tirosina de proteinas causou desorganizagdo
das JAs, mas néo alteracdo da morfologia e funcdo das JTs, sugerindo que estas estruturas séo
reguladas por mecanismos independentes (Morgado-Diaz and de Souza 2001). Além disso,
relatamos o envolvimento da via PKC e EGFR (receptor do fator de crescimento epidermal)
com ativacdo de MAPK (mitogen activated protein kinase) na regulacdo da adesdo celula-
célula mediada pela E-caderina em ceélulas de adenocarcinoma de co6lon (Barbosa et al.,
2003). Mostramos também que, em amostras de pacientes com cancer colo-retal as proteinas
claudinas 1, -3, e —4 eram superexpressas em relacdo ao tecido normal, concomitantemente a
um aumento da permeabilidade celular (Oliveira et at., 2005).

Nosso grupo investigou o efeito da radiagdo ionizante, um dos tratamentos para o cancer
colo-retal, e verificamos que este tratamento causou redistribui¢do das principais proteinas do
CJA, o que levou a desorganizacdo e perda da funcionalidade deste complexo em células
Caco-2 (de Carvalho et al., 2006). Em trabalhos recentes, demonstramos a existéncia de uma
inter-relacdo entre a proteina PKA e GTPases da familia Rho para mediar eventos
relacionados com perda da adesdo célula-célula e desorganizacdo do citoesqueleto de actina
(Leve et al., 2008). Ainda, reportamos que tratamento de células Caco-2 com PGE2, o
principal produto das enzimas COX-I1 e Il, induziu a desorganizacdo do CJA em um evento
mediado atraves de receptores PGE2, EP1 e EP2 e sinalizagdo via PKC e claudina-1 como
proteina responsavel pelos eventos sobre o CJA (Tanaka et al., 2008). Arauljo e colaboradores
(2010) demonstraram uma interacdo entre as vias Wnt e PI3K na linhagem células de CCR
HCT-116. No entanto, se a perda da adesdo célula-célula causada por estes agentes, assim
como as diferentes vias de sinalizacdo que modulam este evento, poderiam estar envolvidos
com o desenvolvimento da TEM, permanece por ser investigado.

Existe uma grande dificuldade entre os pesquisadores de acompanhar a ocorréncia da
TEM de tumores humanos in vivo devido a grande diversidade celular e organizagdo
demonstrada nos neoplasmas. Conseqiientemente, a importancia deste processo na progressao
do carcinoma ainda precisa ser estabelecida, particularmente em tumores solidos “bem
diferenciados” como o carcinoma colo-retal (Thiery et al., 2009). Muito do que se conhece

atualmente sobre TEM deriva de estudos com linhagens celulares.
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O fator de crescimento epidermal (EGF) e CCR

O EGF (fator de crescimento epidermal) é um importante ativador da via das MAPKs
e esta intimamente relacionado com o CCR. Este ligante pertence a familia dos fatores de
crescimento epidermal que inclui outros membros como anfiregulina (AR), fator de
crescimento transformante-o. (TGF-a), betacelulina (BTC), heparin-binding epidermal
growth factor (HB-EGF), epiregulina (EPR) e neuregulina 1-4 (NRG) (Holbro et al., 2003).
Estes ligantes ativam os receptores tirosina quinase da familia ErbB. Esta familia de
receptores é formada por quatro membros: (1) EGFR/ErbB1/HER1, (2) ErbB2/Neu/HER2,
(3) ErbB3/HERS3 e (4) ErbB4/HER4. Todos estes receptores tém em comum um dominio
extracelular que interage com ligantes da familia do EGF, uma regido transmembrana de
passagem Unica e um dominio citoplasmatico com atividade tirosina quinase. A interacdo dos
ligantes com os receptores ErbB induz a homo- ou heterodimerizacdo destes receptores e,
consequentemente, a ativacdo tirosina quinase do seu dominio citoplasmatico (Fig. 13). Estes
residuos fosforilados servem de substrato para varias proteinas iniciarem suas cascatas de
sinalizacdo intracelular (Holbro et al., 2003; Hynes & Lane, 2005).

Os receptores ErbB sdo importantes pelo seu envolvimento na tumorigénese de
diversos tecidos. Pacientes com cancer que apresentam alteragdes nos receptores EGFR e
ErbB2 tendem a desenvolver tumores mais agressivos e conseqiientemente apresentam pior
prognostico (Salomon et al., 1995; Holbro et al., 2003).

O EGFR ¢ alvo constante de mutacdes e delecbes tanto na sua porcdo extracelular
quanto no dominio intracelular, que podem fazer com que o receptor se torne
constitutivamente ativo na célula tumoral. Alteracdes deste tipo sdo observadas em diferentes
tumores, dentre eles o glioblastoma, carcinoma de pulméo de células ndo pequenas e mama
(Ekstrand et al., 1992; Garcia de Palazzo et al., 1993; Wikstrand et al., 1995). A estimulacdo
autocrina e continua deste receptor também é bastante comum em diferentes tipos de tumores.
A superexpressdo de receptores da familia ErbB também esta relacionada com a tumorigénese
em diversos tecidos. E especulado que altos niveis de receptores ErbB na membrana da célula
acarreta a sua dimerizagdo espontanea causando conseqiientemente sua ativacdo (Holbro et
al., 2003). Esta alteracdo € observada em tumores mama, ovario, bexiga, gastrico dentre
outros (Slamon et al., 1989; Lemoine et al., 1991; Sauter et al., 1993).

No caso do céancer colo-retal, EGFR e seu principal ligante EGF estdo freqiientemente
superexpressos 0 que representa um mau prognostico para o paciente (Spano et al., 2005;
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Solmi et al., 2008). EGFR e EGF sdo reconhecidos por ativarem diversas quinases
intracelulares como MAPK, PI3-K, JAK-STAT e p90rsk que inibem a enzima GSK-3
aumentando os niveis citoplasmaticos e nucleares de [B-catenina (Eldar-Finkelman et al.,
1995; Lu et al., 2003; Tan et al., 2005; Sinha et al., 2005; Li et al., 2008). Portanto, é sugerida
uma relacdo entre as vias EGFR e Wnt. Considerando que a via Wnt também possui um
importante papel na tumorigénese colo-retal, estudos que visam entender a interacdo entre
estas duas vias sdo necessarios para o melhor entendimento dos eventos moleculares que
ocorrem durante a progressdo do CCR. Além disso, novos alvos terapéuticos podem ser

identificados no sentido de evitar a disseminacdo da metastase neste tipo de cancer.
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Figura 13: Receptores e ligantes da familia de fatores de crescimento epidermal. A ligagdo dos
diferentes ligantes dos receptores da familia ErbB induz a homo- ou heterodimerizacdo dos
receptores e a ativagdo por fosforilagdo do dominio citoplasmético tirosina quinase. Estes
residuos fosforilados servem de substratos para diferentes quinases intracelulares. A figura
também ilustra a superexpressao do receptor ErbB2 observada em diferentes tipos de tumores.
Adaptado de Hynes & Lane (2005).
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A guinase GSK3-p e o CCR

No desenvolvimento do CCR a ativagdo da via Wnt se deve principalmente a
mutacdes nas proteinas que compdem esta via e ndo pela ligagdo das glicoproteinas Wnt aos
seus receptores (Akiyama, 2000; Logan & Nusse, 2004; Pinto & Clevers, 2005; van der Flier
& Clevers, 2009). Alguns estudos vém mostrando que além das mutagdes destas proteinas, a
ativacdo inadequada de outras vias de sinalizacdo celular como as vias de receptores tirosina-
quinases/Ras (RTK/Ras) e TGFB podem acarretar no funcionamento anormal da via Wnt.
Diferentes estimulos podem ativar receptores tirosina-quinase, que por sua vez ativam varias
quinases, por exemplo PI3K, MAPK e mTOR, que tem como alvo em comum a enzima
GSK3-B (Fig. 14) (Frame & Cohen, 2001). Diferentemente da maioria das quinases, a GSK3-
B encontra-se constitutivamente ativa na célula em repouso e quando fosforilada em
decorréncia de sinalizagdes celulares, como estimulos proliferativos e migratorios, a GSK3-f3
torna-se inativa (Rayasam et al., 2009).

A enzima glicogénio sintase quinase 3 (GSK3) foi originalmente identificada como
uma das diversas proteinas quinases capazes de fosforilar a enzima responsavel pela sintese
de glicogénio, a glicogénio sintase (Patel et al., 2004). Atualmente sabe-se que GSK3 possui
um papel central em diversas vias de sinalizago celular além de funcionar como regulador de
diferentes fatores de transcricdo (Grimes & Jope, 2001). Existem duas isoformas de GSK3 em
mamiferos: GSK3-a ¢ GSK3-f expressas por genes diferentes, mas com grande homologia
nos seus dominios quinase (97%) (Rayasam et al., 2009). Apesar disso, as duas isoformas ndo
sdo funcionalmente redundantes. Um estudo mostrou que a delecdo de GSK3-B resulta na
morte de embrides de camundongo apds 16 dias de desenvolvimento sugerindo que a funcéo
de GSK3-p nao foi compensada por GSK3-a (Hoeflich et al., 2000). Os efeitos causados pela
delecéo de shaggy, um homologo de GSK3-p em Drosophila, é recuperado quando inserida
GSK3- humana, mas ndo GSK3-o, demonstrando a distinta funcéo fisiologica das duas
enzimas (Ruel et al., 1993). GSK3-f é a menor das isoformas consistindo em 482
aminoacidos. Apesar de ter sido originalmente isolada do musculo esquelético, a GSK3-p ¢
encontrada em todos os tecidos, sendo particularmente abundante no cérebro (Woodgett,
1990).
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Figura 14: Esquema mostrando modulacdo da enzima GSK3-f por quinases. O esquema mostra que
GSK3-B pode ser inativada por diferentes quinases (S6K, PKB/AKT, MAPKAP-K1). Em vermelho
estdo indicados variados inibidores farmacoldgicos de quinases e da prépria GSK-3 que podem
participar da sua inibi¢do. Adaptado de Frame & Cohen, 2001.

A GSK3-f ¢ uma serina/treonina quinase reguladora de numerosas vias de sinalizagao
como a Wnt, vias de receptores tirosina/quinase (RTKSs) e receptores acoplados a proteina G,
responsaveis por varias respostas celulares como inibicdo da proliferacdo, migracdo e
apoptose. Isso se deve a uma vasta gama de substratos que esta enzima é capaz de fosforilar
(Doble & Woodgett, 2003), A tabela 3 mostra exemplos de substratos que podem ser
fosforilados pela GSK3-p.



Tabela 3. Substratos que s&o fosforilados pela enzima GSK3-p.

SUBSTRATOS DA GSK3-8 REFERENCIA

Bcl3 Viatour et al., 2004
[-catenina Ikeda et al., 1998
c-Jun Nikolakaki et al., 1993
CREB Fiol et al., 1994
Ciclina-D1 Diehl et al., 1998
Sintase de glicogénio Rylatt et al., 1980
c-Myc Gregory et al., 2003
Notch 1C Foltz et al., 2002

p53 Turenne & Price, 2001
Tau Hanger et al., 1992
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A oncoproteina Bcl-3 é um fator de transcricdo que ativa genes alvo da via NF-xB. A
fosforilagdo desta proteina por GSK3-f atenua sua oncogenicidade através do controle de
diversos genes como SLPI e Cxcl 1 (Viatour et al., 2004). GSK3-p também fosforila ciclina-
DI, uma proteina mitogénica muito ativa em tumores, “marcando-a” para degradacdo
proteassomica (Diehl et al., 1998). O mesmo ocorre para c-myc (Gregory et al., 2003). A
proteina associada ao microtubulo (Tau) é fosforilada por GSK3-f diminuindo sua associa¢éo
com os microtubulos (Hanger et al., 1992). AlteracGes na atividade de GSK3-3 acarretam no
desenvolvimento de diversas doengas em humanos. A inibicdo de GSK3-f est4 associada ao
surgimento de diferentes tipos de cancer e inversamente, a atividade exarcebada desta enzima
estd associada a doencas como Alzheimer, transtorno bipolar e diabetes mellitus néo
dependente de insulina (Doble & Woodgett, 2003; Rayasam et al., 2009).

Sutherland e colaboradores (1993) relataram que a quinase p70S6 (70-kDa ribosomal
protein s6 kinase) e p90Rsk poderiam fosforilar e inativar GSK3-f em resposta a insulina.
Inversamente, comprovaram que PP2A, uma proteina fosfatase, poderia reativa-la. Saito e
colaboradores (1994) observaram que em células epidermoides da linhagem A431, a quinase
p90Rsk induzia inativagdo da enzima GSK3- em resposta ao tratamento com EGF. O mesmo
foi observado por Eldar-Finkelman e colaboradores (1995) em fibroblastos murinos da
linhagem NIH/3T3. A via PI3K/Akt é apontada por varios autores como uma das principais
vias responsaveis pela inativacdo de GSK3-f. Esta atividade inibitéria pode ser induzida por

diferentes estimulos como fatores de crescimento e stress oxidativo (Cui et al., 1998;
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Quevedo et al., 2000; Desbois-Mouthon et al., 2001; Sinha et al., 2005). A via MAPK
também é apontada como inibidora de GSK3-p. Esta via ¢ regulada por uma variedade de
estimulos como fatores de crescimento, citosinas e fatores de stress celular. Os componentes
que se encontram upstream desta via sdo as MAPKKK (MAP3K) que fosforilam as MAPKK
(MAP2K) que por fim fosforilam as MAPKSs representadas pelas enzimas p38, JNK1/2 e
ERK1/2 (Steeg, 2003). Caraci e colaboradores (2008) observaram que TGF-B1 ativa a via
Whnt através da fosforilacdo de GSK3-p por ERK1/2 durante a transi¢ao de fibroblastos em
miofibroblastos. Outros trabalhos também comprovaram a inativacdo de GSK3- por ERK1/2
em linhagens celulares derivadas de carcinoma hepatico e fibroblastos pulmonares (Grimes &
Jope, 2001; Ding et al., 2005; Caraci et al., 2008).

Inversamente, a fosforilacdo do residuo Tyr216 da GSK3-p aumenta a atividade da
enzima. Porém, poucos estudos tém analisado este tipo de fosforilacdo. Kim e colaboradores
(1999) demonstraram que em Dictyostelium discoidium a tirosina quinase ZAK1 aumenta a
atividade de GSK3-p através da fosforilagdo do residuo Tyr216. Outro estudo, em células SH-
SY5Y de neuroblastoma humano, revelou que a enzima Fyn, da familia das Src quinases,
fosforilava GSK3-f no residuo Tyr216 aumentando sua atividade (Lesort et al., 1999).
Também em células SH-SY5Y, foi demonstrado que a fosforilacdo do residuo Tyr216 de
GSK3-P ocorre com o aumento transiente do Ca®* intracelular (Hartigan & Johnson, 1999).

A figura 15 ilustra as quinases e os sitios de fosforilacdo que em resposta a diferentes

estimulos sdo capazes de modular a atividade desta enzima.
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Figura 15: Modulacéo da atividade da enzima GSK3-p. A fosforilagdo do residuo de Ser9 da GSK3- por
diferentes quinases inibe sua atividade. Algumas destas quinases sdo estimuladas por fatores de
crescimento como EGF e insulina. Por outro lado, outras enzimas como Fyn e ZAK1 fosforilam GSK3-
no residuo Tyr216, aumentando ainda mais sua atividade O aumento intracelular de Ca®* também
acarreta no aumento de atividade de GSK3-B. Adaptado de Grimes & Jope, 2001.

Como visto na figura 14, além das quinases que inibem a atividade de GSK3-p,
existem moléculas farmacologicas que apresentam a mesma fungdo e com isso ativam a via
Whnt (Sinha et al., 2005). Por esta razédo, diversos estudos que visam caracterizar a ativagéo da
via Wnt em diferentes linhagens celulares utilizam os inibidores farmacologicos da enzima
GSK3-B. O inibidor melhor descrito de GSK3-B ¢ o cloreto de litio (LiCl). O LiCl é um
inibidor seletivo de GSK3 e compete com esta enzima pelo Mg®* intracelular (Klein et al.,
1996; Ryves & Harwood, 2001). Ryves e Harwood (2001) relataram que a atividade de

GSK3-B ¢ dependente de Mg®* e que Li* estaria rompendo esta interacdo. Outros inibidores
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tém sido desenvolvidos sendo que a grande maioria inibe GSK3-p pela competicdo por ATP
como as maleimidas (SB216763), indirubinas (BIO) e aloisinas (Cross et al., 2001; Damiens
et al., 2001; Martinez et al., 2002; Mettey et al., 2003).

Apesar de ser um reconhecido ativador da via Wnt, uma vez que tem a capacidade de
inativar GSK3-B, alguns estudos vém demonstrando que o LiCl pode induzir outros efeitos,
independente de GSK3-f3. Estes efeitos incluem alteracdo da fosforilacdo das enzimas MEK e
ERK e inibicdo da proliferacdo celular (Pardo et al., 2003; Stump et al., 2006; Sun et al.,
2007; Wang et al., 2008). O efeito de inibicdo da proliferacdo é bastante contraditorio ja que
LiCl, sendo um ativador da via Wnt, deveria aumentar a proliferacdo. Pardo e colaboradores
(2003) relataram uma diminuicdo na fosforilacdo de MEK e ERK em astrdcitos tratados com
LiCl. Stump e colaboradores (2006) observaram que LiCl inibiu a proliferacdo, migracdo e a
transicdo epitélio mesenquimal (TEM) em células epiteliais de retina. Sun e colaboradores
(2007) e Wang e colaboradores (2008) observaram inibicdo da proliferacdo em linhagens de
cancer de prostata e na linhagem Eca-109 de cancer de es6fago, respectivamente. Um Gltimo
dado recente de Néel e colaboradores (2009) demonstrou que LiCl inibiu a motilidade e a
invasividade de células v-src transformadas. Portanto, muitos autores vém propondo que LiCl
teria propriedades anti-tumorigénicas.

Ainda ndo ha na literatura estudos mostrando os efeitos do tratamento com LiCl em uma
linhagem de céncer colo-retal. Portanto, uma das propostas de nosso estudo é avaliar os
efeitos deste inibidor farmacologico sobre a GSK3-f e sua relagdo com eventos envolvidos
com a progressdo deste tipo de cancer. Por outro lado, considerando que a sinalizacdo
mediada pelo EGF também possui um importante papel na tumorigénese colo-retal, estudos
que visam entender a interacdo entre estas duas vias sdo necessarios para o melhor

entendimento dos eventos moleculares que ocorrem durante a progressdo deste tipo de CCR.
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1. OBJETIVOS

1.1 Geral

Este estudo visa esclarecer a relagdo entre as vias Wnt e EGFR na progressao do
cancer colo-retal usando a linhagem celular de adenocarcinoma colo-retal humano, Caco-2,
como modelo. Além disso, avaliamos os mecanismos moleculares de modulacdo do LiCl
sobre a enzima GSK3-B, bem como sua possivel propriedade anti-tumorigénica no cancer

colo-retal.

1.2 Especificos

Avaliar mudancas morfolégicas das células Caco-2 apos tratamento com EGF e LiCl.

- Investigar os efeitos de EGF e LiCl sobre o sistema da adesdo célula-célula avaliando
a expressao e a localizacdo das proteinas de adesdo claudina-1 e B-catenina.

- Analisar se EGF é capaz de ativar a via Wnt avaliando a localizagdo da proteina -
catenina e o estado de fosforilagdo da quinase GSK3-8.

- Avaliar a proliferacdo, migracdo e capacidade de formacdo de col6nia em baixa
densidade nas células Caco-2 apds tratamento com EGF e LiCl.

- ldentificar por citometria de fluxo, o ciclo celular de células Caco-2 apds tratamento

com LiCl para assim avaliar seu potencial antitumorigénco.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cultura de células

Foi utilizada a linhagem celular Caco-2 (ATCC, # HTB-37, Rockville, MD, EUA)
derivada de um adenocarcinoma colo-retal humano. As células foram cultivadas em garrafas
de 25 cm? contendo meio DMEM (Dulbelcco’s Modified Eagle Medium) (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 60 mg de
estreptomicina e 100 mg de penicilina G, a 37°C em atmosfera de 5% de CO, Para a
manutencdo da cultura e experimentos, as células em monocamada eram tripsinizadas com
uma solucéo de tripsina 0,25% (w/v) — EDTA 0,03% (w/v) e o meio de cultura trocado 2X

por semana para manutencgéo da cultura.

2.2 Tratamentos com EGF e LiCl

Antes dos tratamentos, as células foram incubadas em DMEM sem soro por 24 horas.
Posteriormente, o fator de crescimento epidermal (EGF) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)
e/ou LiCl (Sigma Chemical Co, MO, EUA) foram adicionados ao meio de cultura em uma
concentracdo final de 100 ng/ml e 50 mM, respectivamente, por 24, 48 e 72 horas (Bowley et
al., 2005; Li et al, 2008).

2.3 Obtencao de lisado total e fracdes solGveis e insolGveis em Triton-X-100 (TX-100)

2.3.1 Lisado total

Apos os tratamentos, as células foram lavadas em PBS e incubadas por 30 min em
tampéo de lise (1% de Triton X-100, 0,5% de Deoxicolato, 0,2% de SDS, 0,15 M de NaCl, 10
mM de HEPES pH 7,3, 2 de mM EDTA) contendo 1 mM de ortovanadato (Sigma Co, MO,
EUA), 20 mM de NaF e coquetel de inibidores de proteases (1:100) (Sigma Co, MO, EUA).
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Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 10000 g por 10 minutos e o sobrenadante
foi coletado e armazenado a -20° C para anélises subsequentes.

2.3.2 Obtencao de fracdes sollveis e insoliveis em TX-100

Ap0s os tratamentos, as células foram incubadas por 20 min a 4°C em tampédo CSK
(NaCl 50 Mm, PIPES 10 Mm pH 6,8, MgCl, 3 mM, Triton X-100 0,5%, sacarose 300 mM)
contendo ortovanadato 1mM, NaF 20 mM e coquetel de inibidores de proteases (1:100).
Posteriormente, as células foram homogeneizadas e centrifugadas a 10000 g por 10 minutos a
4°C. O sobrenadante, correspondendo a fracdo sollvel em Triton X-100 (proteinas néo
associadas ao citoesqueleto de actina), foi coletado e armazenado a -20°C. O pellet foi
homogeneizado em tampédo SDS (Tris-HCI 20 mM, EDTA 5 mM, EGTA 2,5 mM, SDS 1%)
e fervido a 100 °C por 10 minutos. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 10000 g
por 10 min e o sobrenadante, correspondendo a fracdo insolivel em TX-100 (proteinas

associadas ao citoesqueleto) foi coletado e estocado a -20°C.

2.3.3 Fracionamento subcelular

Apos os tratamentos, as células foram lavadas em PBS, ressuspendidas em tampao de
lise A (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, sacarose 250 mM, MgCl, 1 mM) contendo ortovanadato 1

mM, NaF 20 mM e coquetel de inibidores de proteases (1:100), e homogenizadas com um
homogeneizador tipo Potter com 30 a 60 strokes. O homogeneizado foi centrifugado a 3000 g
por 10 min e o pellet, representando a fracdo nuclear, armazenado a 4 °C. O sobrenadante foi
coletado e centrifugado a 30000 g por 1h a 4 °C. O sobrenadante resultante, representando a
fracdo citosdlica foi armazenado a —20 para posterior utilizacdo. O pellet, representando a
fragdo de membrana foi ressuspendida em tampdo de lise B (Tris-HCI 20 mM pH 7.5, EDTA
2 mM, SDS 0.1%, deoxicolato de sédio 5%, TX-100 1%, NaCl 137 mM, glicerol 10%)
contendo ortovanadato 1 mM, NaF 20 mM e coquetel de inibidores de proteases (1:100), e
armazenada a —20°C. A fragéo nuclear foi homogeneizada em tampéo hiperténico (HEPES-
KOH 20 mM pH 7.9, glicerol 25%, NaCl 420 mM, MgCl, 1.5 mM, EDTA 0.2 mM, DTT 0.5

mM) contendo ortovanadato 1 mM, NaF 20 mM e coquetel de inibidores de proteases

(1:100), em vortex constante por 20 min a 4°C. A amostra foi centrifugada a 30000 g por 1 h
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e 0 sobrenadante contendo as proteinas nucleares foi armazenado a —20°C. Todos 0s passos
do fracionamento foram realizados a 4°C. A fracdo nuclear foi confirmada por Imunoblotting
através da marcacdo com anticorpo monoclonal produzido em camundongo anti-Lamina B
(1:500) (Calbiochem, Darmstadt, Germany).

O conteudo protéico dos lisados totais bem como o das fracdes foi estimado
utilizando-se o kit comercial para dosagem de proteina BCA (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, CA, EUA), utilizando a proteina BSA (albumina sérica bovina) (Sigma Chemical
Co, MO, EUA) como padréo.

2.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo sédio dodecilsulfato (SDS-PAGE) e

imunoblotting

Para andlise por Imunoblotting, 30 — 40 pg de proteinas foram separadas por SDS-
PAGE em géis de 10 e 12%, e transferidas do gel para membranas de nitrocelulose utilizando-
se um aparelho de transferéncia semiseco (BIORAD) a 10 V por 60 min. As membranas
foram bloqueadas por 1 h em TBS-T (Tris 20 mM p.H 7,6, NaCl 137 mM, Tween-20 0,1%)
contendo 5% de leite desnatado ou, no caso das proteinas fosforiladas, bloqueadas em 1% de
BSA em TBS-T. Posteriormente, as amostras foram incubadas overnight a 4°C com o0s
anticorpos primarios: monoclonal anti-B-catenina (Sigma Chemical Co, MO, EUA, 1:4000),
monoclonal anti-GSK3-p total (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA, 1:1000),

policlonal anti-fosfo-GSK-3p (Ser9) (Cell Signaling Technology, 1:1000), monoclonal anti-
E-caderina (BD Bioscience, San Diego, CA, EUA, 1:2500), policlonal anti-claudina-1
(Zymed Laboratories Inc., South San Francisco, CA, EUA, 1:250) ou monoclonal anti-a-
tubulina (Zymed, 1:1000). Ap6s lavagem em TBS-T durante 20 minutos, as membranas
foram incubadas por 1 hora com os anticorpos secundarios conjugados a peroxidase anti-
coelho 1gG (Zymed, 1:60000) ou anti-camundongo IgG (Zymed, 1:50000). A detec¢édo da
imunomarcacao foi realizada através de reacdo de quimiluminescéncia usando o kit ECL (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK).

A densitometria foi efetuada utilizando-se o software Labworks 4.6 (UVP Inc.,
Upland, CA, EUA). Para as diferentes bandas de um mesmo immunoblotting, foram
atribuidas areas iguais para a densitometria. Para a confec¢do dos graficos foram adotados os
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seguintes procedimentos: (a) Quantificacdo de nives protéicos em lisados totais - apds a
conclusdo de 3 experimentos independentes, os valores densitometricos referentes as bandas
das proteinas em estudo foram divididos pelo valor densitométrico referente a banda da
proteina constitutiva a-tubulina. (b) Grau de associacdo das proteinas com o citoesqueleto de
actina pela andlise da presenca de proteinas nas fragcdes soltveis e insoltveis em Triton X-100
- 0s valores densitométricos referentes as bandas da fracdo solivel em Triton X-100
(proteinas ndo associadas ao citoesqueleto de actina ) foram divididos pelos valores referentes
as bandas da fracdo insoldvel em Triton X-100 (proteinas associadas ao citoesqueleto de
actina). (c¢) Quantificacdo de nives protéicos de B-catenina em diferentes fracGes subcelulares
de Caco-2. Para -catenina nuclear, apds a conclusdo de 3 experimentos independentes, 0s
valores densitometricos referentes a banda de [-catenina foram divididos pelo valor
densitométrico referente a banda da proteina constitutiva nuclear Lamina B. Para os gréaficos
de B-catenina na fracdo citoplasmatica e de membrana, os valores densitométricos de trés
experimentos independentes foram considerados. (d) Quantificacdo da fosforilacdo de GSK3-
B - os valores densitométricos referentes a banda de GSK3-f fosforilada foram divididos pelo
valor densitométrico referente a banda de GSK3-B total. A proteina tubulina foi utilizada

como controle de aplicacdo da concentracdo de proteinas no gel de poliacrilamida.

2.5 Imunofluorescéncia

As células foram cultivadas em laminulas redondas de 12 mm de didmetro em placas
de 24 pocos e tratadas com EGF e/ou LiCl conforme ja descrito. As laminulas contendo a
monocamada foram posteriormente lavadas com PBS e fixadas em paraformaldeido 4% por 5
minutos. A permeabilizacdo foi feita em TX-100 0,5% por 10 minutos e entdo as células

foram lavadas e incubadas com NHCIl4 50 mM em PBS por 10 min. Posteriormente, o

blogqueio foi feito com BSA 3% por 1 h e as células incubadas com 0s anticorpos primarios
anti-p-catenina (1:500), ou anti-claudina-1 (1:25) por 1 h. As células foram lavadas em PBS e
incubadas com os anticorpos secundarios Alexa 488 anti-coelho IgG ou Alexa 546 anti-
camundongo IgG (Invitrogen, 1:500), e entdo lavadas 5 vezes em PBS e montados em meio
contendo N-propil galacto. A imunofluorescéncia foi detectada em um microscépio invertido
AXIOVERT S 100 e as imagens adquiridas por uma camera CCD VarioCam, (PCO
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Computer Optics, Germany). A analise das imagens foi feita através do software KS 300
(Carl Zeiss Inc., Alemanha).
As mesmas laminas foram observadas por contraste de fase para observacao geral da

morfologia das células apds os tratamentos.

2.6 Ensaio de proliferacdo

As células foram tripsinizadas, contadas em cdmara de Neubauer, e, uma aliquota de 2
x 10* células/ml foi cultivada em placas de 96 pocos na presenca ou ndo dos tratamentos.
Apbs 24, 48 e 72 horas de tratamento, as células foram fixadas em etanol e coradas com uma
solucdo de Cristal Violeta 0,05% e etanol 20% por 10 minutos. Apds esse tempo, as células
foram lavadas em agua deionizada e descoradas por 5 minutos em metanol. A leitura foi
realizada em um espectrofotdbmetro de placa Spectra Max 190 (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA) utilizando-se um comprimento de onda de 595nm. O grafico representa

a média do resultado de trés experimentos independentes e o desvio padréo.

2.7 Ensaio de migracéo

As células foram cultivadas em placas de 6 pogos até atingirem 90% de confluéncia.
Trés diferentes areas de um mesmo pogo foram riscadas com a ponta de uma ponteira de 200
ul. Apds lavagem em PBS para retirada de células em suspensdo, as células foram tratadas ou
ndo com EGF e/ou LiCl. A migracdo das células para a area riscada foi fotografada e avaliada
com a ajuda de um microscopio invertido Zeiss Axiovert S100 (Carl Zeiss Inc). A distancia
entre as células foi medida apos 24 e 48 horas de tratamento utilizando-se uma ferramenta do
software Adobe Photoshop 6.0. O grafico representa a media do resultado de trés

experimentos independentes e o desvio padrao.
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2.8 Ensaio de formacéo de colonia

Uma aliquota de 5x10° células/ml foi crescida em placas de 12 pocos e ap6s 4 horas de
incubacdo, foram adicionados EGF e/ou LiCl ao meio de cultura e as células foram cultivadas
por 10 dias. O meio foi trocado a cada dois dias e as drogas recolocadas. Ao final do
experimento, as células foram coradas em solugdo de 0,05% cristal violeta em 20% etanol e a
leitura realizada no espectrofotdmetro Spectra Max 190 utilizando o comprimento de onda de
595 nm. O grafico representa a média do resultado de trés experimentos independentes e o

desvio padréo.

2.9 Analise de ciclo celular por citometria de fluxo

As células Caco-2 foram cultivadas em uma densidade de 4x10° células/ml em placas
de 6 pocos e cultivadas em meio sem soro overnight. Posteriormente, as células foram
tratadas com EGF e/ou LiCl. O cloreto de sodio (NaCl) foi utilizado como controle de LiCl a
fim de comprovar que os resultados observados sdo independentes de diferengas osmaticas no
meio de cultura. Apos 24 e 48 h de tratamento, as células foram tripsinizadas, lavadas em PBS
e ressuspendidas em solucdo contendo iodeto de propidio (Pl) e RNases. A porcentagem de
células em cada fase do ciclo celular foi mensurada pelo citémetro FACSalibur (BD

Biosciences) e o resultado analisado pelo software CELLQUEST (BD Biosciences).

2.10 Andlise estatistica

Os dados foram obtidos de pelo menos trés experimentos independentes e expressos
como média e SD (desvio padrdo). Para analise estatistica dos dados, foi realizado o teste one-
way analysis of variance (ANOVA), sequido pelo pos-teste de Dunnet. O método two-way
analysis of variance (ANOVA) seguido pelo pos-teste de Bonferroni foi utilizado para as
andlises estatisticas do ensaio de proliferagdo. As diferencas foram consideradas significativas
guando o p<0,05. O programa utilizado para auxiliar a analise estatistica foi o GraphPad

Prism versao 4.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA).
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3 RESULTADOS

3.1 Efeitos dos tratamentos com EGF e cloreto de litio (LiCl) sobre a morfologia de

culturas densas e esparsas das células Caco-2

Para avaliar os efeitos do tratamento de EGF e LiCl sobre a morfologia celular, foram
utilizadas culturas densas (monocamadas) e culturas esparsas de células Caco-2. Na Figura
16A ¢ possivel observar por contraste de fase uma monocamada de células Caco-2 confluente.
Células Caco-2 controle apresentavam um formato tipico denominado “honeycomb” com
nitidas regides de contato célula-célula. O tratamento com EGF por 24 horas ocasionou o
arredondamento das células com aparente perda de adesdo entre elas. Células cultivadas na
presenca de LiCl ndo demonstraram modificacdes morfologicas evidentes. As células tratadas
com EGF+LiCl apresentaram as mesmas alteracdes das células tratadas somente com EGF,
aparente perda de adesdo entre as células e arredondamento.

Células Caco-2 em proliferacdo, representadas aqui pelas culturas esparsas,
apresentam um padrdo de expressdo génica distinto das células diferenciadas que formam a
monocamada segundo descricdo de S&if e colaboradores (2007). Em culturas esparsas (Fig
16B), as células Caco-2 ndo tratadas apresentavam uma morfologia fibroblastica com
abundantes expansdes citoplasmaticas denominadas filopodios, que representam o inicio do
contato entre células adjacentes (Faix et al., 2009). O tratamento com EGF por 24 horas
acarretou na formacao precoce das denominadas "ilhas" de células. Nestas ilhas ja ¢ possivel
observar contatos célula-célula maduros, mas ainda estdo presentes os filopddios. O
tratamento das células Caco-2 com LiCl inibiu a formagao dos filopodios apesar de ndo afetar
a formagdo das “ilhas celulares”. O mesmo efeito foi observado nas células tratadas com

EGF+LiCl, auséncia de filopodios apesar da formagao das “ilhas”.
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3.2 Efeitos dos tratamentos com EGF e cloreto de litio (LiCl), na localizacdo das

proteinas de juncdo célula-célula

Inicialmente, por analise de imunofluorescéncia, verificamos o efeito do tratamento do
EGF e do LiCl por 24 horas na distribuicdo das proteinas do compliexo juncional apical.
Dentre as proteinas de jungdes tight, foi analisada a localizagdo da proteina claudina-1. Nas
células Caco-2 sem tratamento, claudina-1 mostrou um padrao de localizagdo epitelial tipica
nos contatos célula-célula (Fig. 17A). Apos o tratamento com EGF, as células apresentaram
marcacdo citoplasmatica, no entanto a marcag¢ao nos contatos intercelular ainda foi observada
(Fig. 17B). O tratamento com LiCl causou uma diminui¢do de marca¢do na membrana com
perda em alguns contatos, no entanto marcagdo citoplasmatica foi também observada (Fig.
17C) O tratamento com EGF + LiCl mostrou resultados semelhantes aqueles observados com
as células tratadas com EGF, a proteina continuava expressa na membrana, porém também

apresentava marcagao citoplasmatica (Fig. 17D).



62




63

Uma vez que proteinas das JAs também desempenham um importante papel na adesao
célula-célula, a localizagdo subcelular da f-catenina também foi investigada.

Como esperado, em células ndo tratadas -catenina estava localizada nos contatos
intercelulares (Fig. 18A). Apds tratamento com EGF, B-catenina ainda encontrava-se na
membrana, porém de uma forma irregular. Também foi observada uma marcagao
aparentemente nuclear (Fig. 18B). A localizagdo de B-catenina foi severamente alterada em
células Caco-2 tratadas com LiCl. Algumas células apresentavam marca¢ao na membrana,
porém grande parte possuia marcagdo sugestivamente citoplasmatica e nuclear (Fig. 18C). O
tratamento com EGF e LiCl acarretou em uma localizacdo supostamente nuclear apesar da

proteina ainda se localizar na membrana (Fig. 18D).
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3.3 Analise da expressao das proteinas do complexo juncional apical

Para observar se os tratamentos com EGF e LiCl ocasionaram mudangas na expressao
das proteinas juncionais, as células foram homogenizadas como descrito na se¢cdo de materiais
e métodos e os extratos protéicos foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida.
Apos a transferéncia eletroforética, foi realizado o imunoblotting para andlise da expressao
das proteinas E-caderina, claudina-1 e B-catenina usando anticorpos especificos. A figura 19
mostra imunoblottings representativos e as respectivas analises densitométricas onde se
observa que os tratamentos ndo causaram qualquer mudancga significativa na expressao das

proteinas analisadas.
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3.4 Anédlise da distribuicio das proteinas B-catenina, claudina-1 e E-caderina em fracoes

sollveis e insolaveis em Triton-X-100 (TX-100)

E conhecido que a funcionalidade do complexo juncional apical (CJA) depende da
associacao dos seus componentes com o citoesqueleto de actina. Desta forma, foi analisada
por imunoblotting a distribui¢do das proteinas -catenina, E-caderina e claudina-1 em fragdes
soluveis e insoluveis em TX-100. As fracdes TX-100 soluveis representam as proteinas
citosolicas, por outro lado, as fragdes TX-100 insoluveis representam as proteinas conectadas
ao citoesqueleto e, portanto funcionais (Tenenbaum et al., 2008; Nighot et al., 2009). Foi
observado que o tratamento com LiCl causou um aumento significativo de B-catenina na
fragdo soltivel em TX-100 (p<0,05). O tratamento com EGF causou o aumento -catenina na
fragdo soluvel em TX-100, porém, este aumento ndo foi significativo (Fig. 20). Apesar de
EGF nio ter efeito sobre a distribuicdo da B-catenina na fragdo soluvel em TX-100, foi
observado um aumento significativo desta proteina na fracdo soluvel em TX-100 apds o
tratamento com EGF + LiCl (p<0,01). A localizac¢do subcelular de E-caderina ndo foi afetada
significativamente ap6s os tratamentos com EGF e LiCl (Fig. 20).

No caso de claudina-1, EGF causou aumento significativo desta proteina na fragao
solivel em TX-100 (p<0,05), porém este efeito mostrou-se mais acentuado em células
tratadas com LiCl (p<0,01). O co-tratamento das células com EGF e LiCl causou um efeito
sinérgico no aumento da localizacdo de claudina-1 na fragdo soltivel em Triton-X-100

(p<0,01).
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4.5 Anélise da localizagdo da B-catenina em diferentes fragdes subcelulares

A localizacdo subcelular da proteina 3-catenina ¢ um fator importante que pode definir
a ativagdo/inativacao da via Wnt em cancer colo-retal. Considerando a aparente localizacao
nuclear como visto nas analises de imunofluorescéncia e localizacao nas fragdes soluveis em
TX-100 apds os diferentes tratamentos, decidimos avaliar a localizacao desta proteina usando
diferentes fragdes subcelulares por imunoblotting. O tratamento das células Caco-2 com EGF
e LiCl causou aumento da localizagdo de B-catenina na fragdo nuclear (p < 0,01). Porém,
diferentemente do que foi observado no ensaio com Triton-X-100, ndo houve efeito sinérgico
na localizagdo de B-catenina na fracdo nuclear em células tratadas com EGF+LiCl. -catenina
foi observada na fragdo citoplasmatica somente em células tratadas com LiCl (p< 0,01) e em
menor intensidade em células tratadas com EGF + LiCL (p < 0,05). O tratamento das células
com EGF ndo acarretou na localizagdo citoplasmatica de [-catenina. Quando comparamos
estatisticamente a localizacdo na fracdo citoplasmatica de -catenina em células tratadas com
LiCl e aquelas tratadas com EGF + LiCl observamos uma redugdo significativa da expressao
citoplasmadtica de (-catenina (p< 0,01). Além disso, ndo houve modificacdes estatisticamente

significativas na localizagdo de B-catenina na fracdo de membrana das células tratadas ou ndo

com EGF e LiCl (Fig.21).
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3.6 Ativacao da via Wnt

Como foi observado que os tratamentos com EGF, LiCl e EGF+LiCl causaram
translocacdo de [-catenina para o nucleo das células, procuramos entender se essa
translocacdo foi devido a inibigdo de GSK3-f, uma importante enzima da via Wnt. LiCl ¢
reconhecido como um inibidor especifico e n3o competitivo da enzima GSK3-B, e
conseqiientemente, um ativador da via Wnt/B-catenina (Hedgepeth et al., 1997; Ryves &
Harwood, 2001).

A atividade da enzima GSK3-B foi avaliada por imunoblotting usando um anticorpo
que reconhece a fosforilagdo da enzima no residuo Ser9. A figura 22 mostra que o tratamento
com LiCl ocasionou um aumento da fosforilagdo da GSK3-f, indicando que esta droga
causou inativa¢do da enzima (p< 0,05). Entretanto, ndo houve aumento de fosfo-GSK3- em
células tratadas com EGF. No entanto, o tratamento com EGF + LiCl causou um aumento na

fosforilagdo da GSK3-f3, provavelmente devido a acdo do LiCl e ndo do EGF (p< 0,05).
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3.7 Efeitos do tratamento com EGF e/ou LiCl na proliferacdo, migragdo e na formagao

de colbnia em células Caco-2

Células epiteliais tumorais necessitam adquirir um potencial metastatico para
colonizar outros tecidos. Para isto ¢ necessdria uma alteragdo no fendtipo da célula que
modifique sua capacidade proliferativa, migratéria e seu potencial tumorigénico.

O aumento da proliferacio ¢ um dos primeiros eventos que ocorrem no
desenvolvimento de tumores epiteliais. Genes como c-myc e ciclina D1 sdo superexpressos
pela via Wnt (Huang & Du, 2008). Portanto, resolvemos avaliar o potencial proliferativo de
células Caco-2 apos tratamento com EGF e LiCl por 24, 48 ¢ 72 h. O tratamento das células
com EGF causou um aumento da proliferacdo apds 48h e mais acentuadamente apds 72h
quando comparada a proliferagdao das células controle (p<0,01 e p<0,001, respectivamente).
Como o LiCl ¢ um ativador da via Wnt, ¢ esperado que haja um aumento da proliferacdo das
células Caco-2 apds tratamento com este agente. Surpreendentemente, LiCl inibiu a
proliferagdo das células Caco-2 em todos os tempos de tratamento (p<0,001). O mesmo foi
observado para células tratadas com EGF + LiCl (p<0,001). Quando comparamos a
proliferagdo de células tratadas com EGF e aquelas tratadas com EGF+LiCl, observamos uma
reducdo bastante significativa na proliferagdo celular (p<0,001). Este resultado sugere que

LiCl poderia estar de alguma forma impedindo o EGF de exercer sua capacidade proliferativa

(Fig. 23).
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Devido aos dados observados no ensaio de proliferacdo e a fim de confirmar a inibi¢ao
da proliferagdo mediada por LiCl, foi realizado uma anélise do ciclo e morte celular. Células
Caco-2 foram tratadas com EGF, LiCl e EGF+LiCl por 24 h, logo marcadas com iodeto de
propideo e as diferentes fases do ciclo celular e morte foram monitoradas no citdmetro de
fluxo.

Como mostrado na figura 24, ndo foi observada morte celular, representada pela
porcentagem de células em sub-G0O, em nenhum dos tratamentos analisados. Os valores para
as células controle, tratadas com NaCl, EGF, LiCl e EGF+LiCl foram de 2,77%, 2,70%,
2,52%, 3,08% e 2,49%, respectivamente. A porcentagem de células controle, tratadas com
EGF e tratadas com NaCl na fase GO/G1 foram similares com valores de 65,45%, 62,10% e
64,19%, respectivamente. Por outro lado, células tratadas com LiCl e EGF+LiCl
apresentaram uma porcentagem inferior de células na fase GO/Glphase com os valores de
36,98% e 35,16%, respectivamente. A porcentagem de células controle e tratadas com NaCl
na fase S, foi de 19,86% e 17,27% respectivamente. Células tratadas com EGF apresentaram
um aumento de sua porcentagem na fase S quando comparada as células controle, com valor
de 21,49%. A porcentagem de células tratadas com LiCl e EGF+LiCl na fase S foi 27,40% e
25,91%, respectivamente, ainda maior daquelas observadas nas células controle. A
porcentagem de células controle, tratadas com EGF e tratadas com NaCl na fase G2/M foi de
14,93%, 16,61% e 18,69, respectivamente. Por outro lado, a porcentagem de células tratadas
com LiCl e EGF+LiCl na fase G2/M foi de 35,97% e 39,32%, respectivamente. Estes
resultados indicam que LiCl pode promover a entrada das células Caco-2 na fase S e na fase

G2/M.
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Outro importante pardmetro no progresso do cancer epitelial ¢ o ganho de motilidade
das células tumorais (Tsuji et al., 2009). No presente trabalho, a migragdo celular foi
analisada pelo método de wound-healing. O tratamento com EGF por 24 horas ocasionou um
aumento significativo na capacidade migratéria das células (p<0,001). LiCl ndo alterou
significativamente a migragao das células ap6s 24 h assim como o tratamento com EGF+LiCl.
Porém, quando comparamos a migracao das células tratadas com EGF+LiCl com aquelas
tratadas com EGF, observamos uma redugdo bastante significativa na migragdo celular
(p<0,001). Apods 48 horas, apesar de a imagem demonstrar que a ferida na monocamada
tratada com EGF estava quase fechada, ndo houve diferenga significativa quando comparada
ao fechamento da monocamada das células controle. Por outro lado, células tratadas com LiCl
continuaram migrando mais lentamente do que as células controle e aquelas tratadas com
EGF (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). Além disso, LiCl continuou a inibir os efeitos
sobre a migragdo causados pelo EGF, como visto em células tratadas com EGF+LiCl, porém

com menor intensidade daquela observada em 24 horas (p<0,05) (Fig. 25).
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A capacidade de formacgdo de colonia em baixa densidade ¢ outro importante
parametro para avaliar o potencial tumorigénico em células epiteliais que necessitam de
contatos célula-célula para proliferarem. Nos observamos que EGF nao aumentou o nimero
de colonias quando comparadas as células controle. LiCl, por sua vez, reduziu o numero de

colonias (p<0,01) (Fig. 25).
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4 DISCUSSAO

O CCR tem maior prevaléncia em paises ocidentais onde o modo de vida dos
individuos como a ma alimentacéo e o stress, propiciam o aparecimento deste e de outros
tipos de tumores (Tanaka, 2009). No Brasil, segundo publicacdo recente do INCa, o
namero de casos novos de cancer de célon e reto no ano de 2010 serd de 13.310 casos em
homens e de 14.800 em mulheres. Estes valores correspondem a um risco estimado de 14
casos novos a cada 100 mil homens e 15 para cada 100 mil mulheres (Estimativa 2010:
Incidéncia de Cancer no Brasil). Apesar disso, a sobrevida para esse tipo de neoplasia é
considerada boa, se a doenca for diagnosticada em estagio inicial.

A cirurgia é o tratamento primario para o CCR. E retirada a parte do intestino
afetada e os linfonodos préximos a esta regido. Apds o tratamento cirdrgico, a radioterapia
associada ou ndo a quimioterapia € utilizada para diminuir a possibilidade da volta do
tumor (recidiva). Quando a doenca esta disseminada, com metastases para o figado, pulméo
ou outros 6rgéos, as chances de cura diminuem. A quimioterapia atual mais utilizada para o
tratamento do CCR, especialmente as formas mais agressivas, tem como alvo principal o
VEGF (fator de crescimento vascular endotelial), utilizando o bevacizumab, e 0 EGFR,
utilizando o cetuximab e panitumumab (Punt & Tol, 2009). Todas estas drogas s&o
anticorpos monoclonais que agem diretamente nas vias de sinalizacdo de VEGF e EGFR.

Atualmente, uma série de estudos vem ressaltando a importancia da via de
sinalizacdo Wnt/B-catenina no desenvolvimento do CCR. Esta via possui um papel muito
importante na homeostase normal do epitélio intestinal, no entanto, mutacdes em
componentes desta via podem acarretar alteracbes da sua atividade e conduzir a
superexpressdo de uma gama de genes relacionados com a progressdao do CCR (Cheah,
2009).

O estudo aprofundado de vias que participem da tumorigénese colo-retal €
importante ja que viabiliza o desenvolvimento de drogas cada vez mais especificas, mais
eficientes e com menos efeitos colaterais. Os tratamentos combinados, ou seja, com mais de
uma droga com diferentes alvos, muitas vezes melhoram a eficacia do tratamento e
conseqlientemente a sobrevida do paciente. Por esta razdo, a pesquisa basica exerce um

papel muito importante na elucidacdo da interacdo entre duas vias de sinalizagdo que
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posteriormente pode ser aproveitada pelos estudos clinicos para o desenvolvimento de
novas drogas.

Neste contexto, e devido a importancia das vias EGFR e Wnt/B-catenina na
tumorigénese do CCR e ao desconhecimento da existéncia de uma interrelagéo entre estas
vias durante a progressdo do CCR, no presente estudo avaliamos os efeitos do tratamento
com EGF, o principal ligante do EGFR e do cloreto de litio, um conhecido inibidor da
enzima GSK-3B e importante componente da via Wnt, usando células Caco-2, uma
linhagem tumoral derivada de adenocarcinoma de colon, como modelo de CCR.

Primeiramente, analisamos a morfologia das células Caco-2 em culturas esparsas ou
densas tratadas com EGF e LiCl. E sabido que células Caco-2 mudam a expressdo génica
apos atingirem confluéncia e tornam-se diferenciadas (S&af et al., 2007). Isso se deve ao
fato de que a interacdo célula-célula é capaz de regular a transducdo de sinais intracelulares
assim como mecanismos regulatorios da transcricdo e traducdo de genes envolvidos no
controle da proliferacdo celular e na diferenciacdo (Balda & Matter, 2009). Observamos
que células controle e células tratadas com EGF de culturas esparsas apresentavam
morfologia fibroblastica com longos prolongamentos citoplasmaticos denominados
filopddios. Os filopodios sdo projecdes celulares compostas por feixes de actina que
funcionam como estruturas sensoriais, por exemplo, no crescimento dos cones neuronais e
durante a fusdo de bordas epiteliais. Além disso, também agem como sitios precursores de
adesdo célula-célula (Faix et al., 2009). Ndo observamos, portanto, diferencas morfoldgicas
significativas entre células controle e tratadas com EGF. O tratamento com LiCl causou o
desaparecimento dos filopodios. Nowicki e colaboradores (2008) observaram o mesmo
efeito na morfologia de células de glioma. Owen & Gordon-Weeks (2003) relataram que
LiCl e SB216763, outro inibidor da quinase GSK3-f3, inibiram o alongamento de axénios
em cultura de neurénio de galinha. Além disso, estes autores demonstraram que GSK3-
pode influenciar a dindmica do citoesqueleto de actina na formag&o e no crescimento dos
filopddios. Portanto, a inibicdo da formacdo dos filopodios em ceélulas Caco-2 apds
tratamento com LiCl pode ser devido a inibigdo de GSK3-f. O mesmo efeito inibitorio de
LiCl foi observado nas células tratadas com EGF+LIiCl.

Em culturas densas, o tratamento com EGF ocasionou aparente perda de adeséo

entre as células. Este efeito provavelmente se deve ao fato da agédo proliferativa de EGF ja
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que células em proliferacdo necessitam desestruturar suas juncdes celulares acarretando no
seu arredondamento (Boonstra, 1999). O tratamento das células com LiCl ndo modificou a
morfologia das células Caco-2 quando comparado as células controle. Porém, quando
tratadas com EGF+LICl, as células sofriam os mesmos efeitos daquelas tratadas somente
com EGF, ou seja, arredondamento celular com aparente perda de ades&o.

Com este ensaio, concluimos que as células Caco-2 respondem diferentemente aos
tratamentos com EGF e LiCl dependendo da densidade da cultura. Este fato se deve
provavelmente as modificacdes na expressdo génica que células Caco-2 sofrem apds
atingirem confluéncia e tornarem-se diferenciadas (Saaf et al., 2007). A proxima etapa foi
a analise da localizacdo e expressdo das proteinas do CJA claudina-1, E-caderina e B-
catenina. N&o foram encontradas modificagdes na expressdo das proteinas claudina-1, B-
catenina e E-caderina em células Caco-2 tratadas com EGF ou LiCl. Porém, pelos ensaios
de imunofluorescéncia, foi observada uma internalizacdo parcial das proteinas da
membrana plasmatica para o citoplasma das células. Este resultado foi confirmado por
Western blot usando fracGes sollveis/insollveis em TX-100, onde observamos que 0
tratamento com EGF ou LiCl causou um aumento das proteinas claudina-1 e -catenina na
fracdo soltvel em Triton-X-100. Além disso, 0 co-tratamento com estes agentes aumentou
ainda mais a localizacdo destas proteinas na fracdo solivel em Triton-X-100 indicando um
efeito sinérgico destes compostos. Estes resultados sugerem que o tratamento das células
com EGF e LiCl causa uma perda estrutural do CJA.

Os efeitos de EGF na localizacdo de B-catenina foram descritos por outros autores
(Lu et al., 2003; Li et al., 2008; Colomiere et al., 2009). Lu e colaboradores (2003)
demonstraram que o tratamento de células epiderméides humanas da linhagem A431 com
EGF resultou na perda dos contatos célula-célula e translocagdo de P-catenina com
aumento subsequiente da sua atividade transcricional. Li e colaboradores (2008) trataram
duas linhagens de cancer célon-retal, HCT-116 e SW480 com EGF e ndo encontraram
modificacdo na expressdo de B-catenina, no entanto, translocacdo desta proteina para o
nucleo da célula, foi observado. Recentemente, Colomiere e colaboradores (2009)
observaram que em linhagens celulares de cancer de ovario tratadas com EGF houve uma

translocacdo desta proteina para o nucleo da célula e um aumento da migragdo celular.
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Estes resultados corroboram com nossos achados em relacdo ao efeito do EGF sobre a
expressao e localizacdo de 3-catenina.

Alguns trabalhos tém descrito regulacdo da expressdo e localizacdo de diferentes
tipos de claudina por fatores de crescimento, porém o mecanismo desta regulacdo ainda é
desconhecido (Singh et al., 2004; Chen et al., 2005; Dhawan et al., 2005). Singh e
colaboradores (2004) ndo observaram modificacdes nos niveis de B-catenina em células
MDCK II tratadas com EGF. Porém, houve uma diminuicdo nos niveis de claudina-2 e um
aumento na expressdo total de claudina-1, -3 e —4 assim como uma translocacdo de
claudina-1 da fracdo solivel em TX-100 para a fragdo insoltvel em TX-100, indicando um
retorno da claudina-1 para as juncdes tight. Estes resultados conflitantes quando
comparados aos nossos, podem ser devido a diferenca de linhagem. MDCK Il é uma
linhagem celular normal derivada de epitélio renal de cdo, ja a Caco-2 é uma linhagem
humana tumoral de epitélio intestinal e, portanto podem se comportar de forma diferente no
que se refere a localizacdo e expressdo de claudina-1 apos tratamento com EGF. Dhawan e
colaboradores (2005) demonstraram aumento de claudina-1 em diferentes tipos de tumores
humanos assim como uma altera¢do na localizacdo desta proteina da membrana plasmatica
para o citoplasma e nucleo da célula. Além disso, foi visto que tumores e linhagens
celulares mais agressivos apresentavam maior expressao ectdpica de claudina-1 assim
como maior capacidade migratéria. Seguindo a hipotese de Dhawan e colaboradores
(2005), o comportamento mais agressivo de Caco-2 demonstrado pelo aumento na
proliferacdo e migracdo apos tratamento com EGF pode ser explicado por esta alteracéo na
localizacdo de claudina-1 nas células. No entanto, mais estudos seriam necessarios para
confirmar esta hipotese.

Os efeitos de LiCl na expressdo e localizacdo de claudina-1 nunca antes havia sido
descrito. NOs demonstramos que o inibidor de GSK3-, LiCl, ndo sé altera a localizac&o
subcelular de B-catenina mas também afeta a proteina de JT claudina-1. O mecanismo desta
acao e ainda desconhecido.

A diminuicdo de expressédo de E-caderina € uma caracteristica molecular crucial
para que ocorra a TEM, porém, EGF e LiCl mostraram-se incapazes de reduzir a expressao
desta proteina em células Caco-2. Estes resultados juntamente com as observagdes do

ensaio de contraste de fase mostrando auséncia de alteragdes da morfologia indicam que
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ambos tratamentos ndo foram capazes de induzir TEM. Este fato pode ser explicado pela
natureza menos agressiva e mais diferenciada de Caco-2 em relacdo a outras celulas
tumorais ja induzidas a sofrer TEM (Cai et al., 2009; Hugo et al., 2010). A TEM talvez ndo
dependa apenas da ativacdo de vias oncogénicas, mas também da expressao génica da
célula. Além disso, muitos pesquisadores utilizam ndo sé o EGF para induzir TEM em
linhagens celulares, mas sim o co-tratamento com TGF-B, outro importante indutor de
TEM (Docherty et al., 2006; Tian et al., 2007; Uttamsingh et al., 2008).

O LiCl é um reconhecido ativador da via Wnt através da inativacdo da enzima
GSK3-B com conseqiiente translocagdo da B-catenina para o ndcleo das células. A fim de
avaliarmos a ativacdo da via Wnt em células Caco-2 ap0s os tratamentos, realizamos
diferentes ensaios para verificar a localizagdo de p-catenina no nucleo das células Caco-2.
Através dos ensaios de imunofluorescéncia, observamos aparente marcacdo nuclear da
proteina [B-catenina, e 0s ensaios usando o detergente TX-100 corrobora com este
resultando como visto no aumento da localizacdo de -catenina na fracdo soluvel em TX-
100. Assim, para definir se o tratamento com LiCl estaria induzindo localiza¢do nuclear da
B-catenina em células Caco-2, realizamos um ensaio de fracionamento celular para obter
fracbes subcelulares de membrana, citoplasma e nucleo. Através do ensaio de
fracionamento, demonstramos que EGF e LiCl promoveram a localizagdo nuclear de -
catenina mas diferentemente do que foi observado no ensaio com TX-100, o co-tratamento
ndo agiu sinergicamente na translocacdo de P-catenina para o ndcleo. A localizagcdo no
citoplasma foi vista apenas em células tratadas com LiCl e com menor intensidade em
celulas tratadas com EGF+LiCl. EGF ndo causou acimulo citoplasmatico de B-catenina.
Diferentes autores, utilizando esta técnica e uma variedade de células, tais como em
linhagens celulares epidermdides de cancer esofagico humanas e células tubulares renais de
camundongo, observaram que LiCl causou a translocacdo de [-catenina da membrana
plasmatica para o nucleo destas células (Jones et al., 2003; Sinha et al., 2005). Além disso,
nossos resultados mostrando que o EGF e LiCl promoveram translocacdo da B-catenina
podem ser explicados pelos diferentes efeitos destes agentes na enzima GSK3-B. NoOs
observamos que diferentemente de LiCl, EGF néo inativou GSK3- como visto nos ensaios

de imunoblotting. Este resultado discorda daqueles que demonstraram que a estimulagéo de
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EGFR por EGF em algumas linhagens celulares pode promover a inibicdo de GSK-3p por
uma variedade de quinases (Saito et al., 1994; Eldar-Finkelman et al., 1995). Sobre a base
de nossos resultados, € possivel sugerir que em células tratadas com LiCl, a GSK3-p esta
inativa e portanto ndo fosforila B-catenina. Na forma ndo fosforilada esta proteina esta
acumulando no citoplasma e consequentemente translocando para o nucleo. Em células
tratadas com EGF, GSK3-B ndo esta sendo inativada e, portanto esta fosforilando [3-
catenina que conseqiientemente deveria estar sendo degradada pela via proteassomica.
Porém, B-catenina estd sendo translocada para o nucleo de forma independente de GSK3-
por algum mecanismo ainda ndo esclarecido. Similar a estes nossos resultados, Lu e
colaboradores (2003) observaram -catenina nuclear e aumento da atividade transcricional
do complexo B-catenina-TCF/LEF-1 em células humanas de carcinoma epiderméide A431
tratadas com EGF. Porém, os autores também relatam que nédo foi observada alteracdo nos
niveis de fosforilagdo de GSK3-B (Ser 9). Nossos resultados sugerem que EGF ativa a via
Whnt/B-catenina, porém isto ocorre por uma regulacdo independente de GSK3-B. O
mecanismo pelo qual EGF transloca -catenina para o nucleo da célula sem inativar GSK3-
B, permanece por ser elucidado.

O aumento na proliferacdo e migracdo sdo importantes processos para a progressao
tumoral. Nossos resultados mostraram que EGF aumentou a proliferagéo de Caco-2 a partir
de 48 h de tratamento. Este resultado era esperado ja que EGF age no receptor EGFR,
ativando diversas vias de sinalizacdo como PI3K, MAPK e o transdutor de sinal e ativador
transcricional 3 (STAT3) que regulam diversos processos celulares incluindo a proliferacéo
celular (Colomiere et al., 2009; Park & Han, 2009). Por outro lado, LiCl inibiu a
proliferacdo de Caco-2 e ainda impediu o efeito proliferativo de EGF como demonstrado no
tratamento de EGF+LICI. Este resultado foi surpreendente ja que este composto ativa a via
Whnt/B-catenina que por sua vez ativa diversos genes como c-myc e ciclina D1 responsaveis
pelo aumento da proliferacdo (Huang & Du., 2008).

A fim de tentar explicar o efeito inibitorio de LiCl sobre a proliferacdo quando
ceélulas Caco-2 foram tratadas com EGF, decidimos analisar o ciclo celular por citometria
de fluxo apds os diferentes tratamentos. Analise do ciclo celular revelou que LiCl
ocasionava uma parada do ciclo celular na fase G2/M e além disso, ndo apresentava

citotoxicidade a célula. Este mesmo efeito foi observado por outros autores, no entanto em
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outras linhagens celulares (Stump et al., 2006; Sun et al., 2007; Wang et al., 2008). Stump
e colaboradores (2006) concluiram também que LiCl inibiu a TEM induzida por TGF-$ em
célula epiteliais de retina humana através da diminuicdo da proliferacdo, da migracéo e da
expressao do marcador mesenquimal alfa - SMA (alfa actina de musculo liso). Sun e
colaboradores (2007) observaram que LiCl inibiu a proliferacdo de células de cancer de
prostata atraves da reducdo da expressdo de diversos fatores relacionados a replicagdo do
DNA como cdc6 (cell division cycle 6), ciclina A, ciclina E e cdc25C. Wang e
colaboradores (2008) observaram que LiCl reduzia a proliferacdo da linhagem de cancer
esofagico humano Eca-109 através da inducdo de parada do ciclo celular na fase G2/M e
reducdo na expressdo de ciclina B1. Além de inibir a proliferacdo de Caco-2, o LiCl
também blogueou a proliferacdo induzida por EGF. Pardo e colaboradores (2003)
descreveram que LiCl diminui de uma forma tempo- e dose-dependente a fosforilacdo de
MEK e ERK. Portanto, é possivel sugerir que LiCl esteja inibindo a proliferacdo mediada
por EGF através da via MEK. S&o necessarias mais investiga¢cdes quanto ao envolvimento
de LiCl com a via MAPK e com outras vias de sinalizacdo em células Caco-2. Um fator
importante observado por nosso grupo, e também descrito em outros trabalhos, é que o
LiCl ndo reduziu a viabilidade celular (Wu et al., 2007; Wang et al., 2008).

Outro fator importante na progressao tumoral é a aquisicdo de motilidade celular.
Na tentativa de determinar se os diferentes tratamentos estariam causando alteracdo no
potencial migratorio das células, nds analisamos a taxa migratoria celular usando o ensaio
de wound-healing. Nossos resultados mostraram que o EGF aumentou a migracdo celular a
partir de 24 h de tratamento. Este resultado esta de acordo com outros trabalhos (Harms et
al., 2005; Jiang et al., 2006). Harms e colaboradores (2005) observaram que o tratamento
com EGF aumentou a motilidade da linhagem celular CHO. Jiang e colaboradores (2006)
demonstraram que EGF induziu a migracdo celular em culturas de células epiteliais de
retina humanas num evento mediado pelas vias ERK e PISK/AKT. Nossos resultados
também demonstraram que o LiCl inibiu a migracéo celular apds 48 h e reduziu a migracéo
induzida por EGF em 24 e 48 h de tratamento. Uma possivel explicacdo seria que LiCl
estaria diminuindo a fosforilagdo de MEK e ERK mediada pelo EGF, como sugerido por

Pardo e colaboradores (2003), e dessa forma, inibindo a migragéo.
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A capacidade que células epiteliais ttm de formar col6nias quando cultivadas em
baixa densidade é uma caracteristica para se avaliar o potencial tumorigénico da mesma.
Isso se deve a necessidade que as células tem de formar contatos com células adjacentes e
assim estabelecer uma comunicacdo e conseqientemente iniciar dentre outros processos, a
proliferacdo. Nossos resultados mostraram que o tratamento com EGF ndo alterou a
capacidade de formar col6nias de células Caco-2 quando comparado as células controle.
Porém, o tratamento com LiCl reduziu a formacdo de coldnias e impediu a formacao de
col6nia mediada por EGF, como visto no tratamento de EGF+LICI.

Juntos, nossos resultados demonstram um papel antagbnico do LiCl. Apesar de o
LiCl alterar a localizacdo das proteinas B-catenina e claudina-1, ele inibiu a proliferacéo,
migracdo e formacédo de colbnia sugerindo a este composto, portanto, uma potencial agao
antitumorigénica. Além disso, a utilizacdo do LiCl como um inibidor de GSK3-f deve ser

mais discutida ja que importantes efeitos colaterais sao observados.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que EGF altera a localizagdo de -catenina e claudina-1 em
células de adenocarcinoma colo-retal humano Caco-2, ativa a via Wnt/p-catenina como
demonstrado pela localizacdo nuclear de 3-catenina, porém esta ativacdo ocorre através de um

mecanismo independente de GSK3-p.

LiCl também altera a localizacdo de (-catenina e claudina-1, e ativa a via Wnt/p-catenina

como demonstrado pela localizagdo nuclear de -catenina e inativagdo da quinase GSK3-p.

LiCl inibe a proliferacdo, migracdo e a formacao de colénia em células Caco-2. Analises do
ciclo celular por citometria de fluxo demonstraram que a inibi¢do da proliferacdo mediada por
LiCl € devida a uma parada no ciclo celular na fase G2/M.

LiCl impediu a acéo proliferativa e migratéria de EGF como demonstrado pelos resultados de

células tratadas com EGF+LICl.

O efeito dual de LiCl demonstra que esta substancia age ndo sé como um inibidor da enzima
GSK3-B, mas também possui outros alvos moleculares que fazem do LiCl uma potencial

droga antitumorigénica.
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