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RESUMO

O fator de crescimento epidermal (EGF) ativa, por interacdo com seu receptor
(EGFR), vias de sinalizacdo celulares importantes como: proliferacdo, migracao,
diferenciacdo e tumorigénese. Esse receptor pode ser encontrado no nucleo, onde
exerce fungdes relacionadas a sintese e reparo de DNA, a regulacéo transcricional e a
processos oncolégicos. A presenca de EGFR no nucleo tem sido associada a um pior
prognostico em pacientes com cancer e ao desenvolvimento de resisténcia aos
tratamentos. Modelos que caracterizam a translocacdo do receptor estimulado por
ligante para o nucleo foram estabelecidos. No entanto, a cinética dessa translocagao e
a sua comparacdo entre diferentes tipos celulares tem sido pouco estudada. Os
componentes nucleares envolvidos nesse trafego também foram pouco explorados.
Diante disso, avaliamos a cinética de translocacdo do EGF para o nucleo em células-
tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano (hASC) e em células
tumorais SK-HEP-1, linhagem com caracteristicas mesenqguimais. Células estimuladas
por 5, 10, 20 e 40 minutos com EGF conjugado a Alexa Fluor® 488 foram analisadas
por microscopia de superresolucdo, e imagens de secgbes Opticas em seérie foram
adquiridas para a quantificacdo do numero e do volume de clusters (aglomerados) de
EGF no nucleo em cada tempo. Foi observado que a cinética de translocacédo difere
entre os dois tipos celulares, uma vez que as hASC aparentam atingir equilibrio de
translocagcdo em 10 minutos de estimulo, enquanto nas SK-HEP-1 a translocagéo
continua ocorrendo em tempos posteriores. Verificamos que os clusters de EGF
parecem se aglomerar no nacleo com o aumento do tempo de estimulo, o que sugere
localizacbes subnucleares especificas para esse seu receptor. Ao analisarmos a
presenca de EGF em duas organelas nucleares, o reticulo nucleoplasmético e o
nucléolo, observamos que alguns clusters se localizam em ambas. Essa andlise
sugere que o reticulo nucleoplasmatico esteja envolvido no mecanismo de
translocacdo de EGFR para o nucleo e que este receptor desempenhe funcdes
especificas no nucléolo. Outros clusters se encontram distribuidos difusamente no
nucleoplasma, o que sugere que o EGFR possa estar em outras organelas nucleares.
Os resultados indicam que o estudo da translocacdo do EGF e de sua localizacéo
subnuclear em diferentes células pode contribuir para desvendar mecanismos

associados as fun¢des que seu receptor ativado desempenham no ndcleo.

Palavras-chave: Fator de crescimento epidermal; cinética; translocacdo; nucleo;

reticulo nucleoplasmético.
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ABSTRACT

By interacting with its receptor (EGFR), epidermal growth factor (EGF) activates
cell signaling pathways involving proliferation, migration, differentiation and
tumourigenesis. This receptor can be found in cell nucleus, where it has functions in
DNA synthesis and repair, transcriptional regulation and oncological processes.
Nuclear EGFR has been associated with a worse prognosis and with treatment
resistance in cancer patients. Models that characterize the translocation of ligand-
stimulated receptor to the nucleus have been established. However, the kinetics of this
translocation and its comparison between different cell types is not well studied.
Furthermore, little is known about the nuclear components involved in this traffic. Thus,
we evaluated the EGF translocation kinetics to the nucleus in human adipose tissue-
derived mesenchymal stem cells (hASC) and in SK-HEP-1 tumor cells, which have
mesenchymal characteristics. Cells were stimulated by EGF conjugated to Alexa Fluor®
488 for 5, 10, 20 and 40 minutes and they were analyzed by superresolution
microscopy. Images of serial optical sections were acquired to quantify the number and
volume of EGF clusters in the nucleus at each stimulation time. We observed that the
kinetics of EGF translocation differs between the two cell types, since hASC appear to
achieve translocation equilibrium within 10 minutes of stimulation while in SK-HEP-1
cells the translocation continues to occur at later times. We verified that EGF clusters
appear to assemble in the cell nucleus at later times, which suggests specific
subnuclear localizations for this receptor. When we analyzed the presence of EGF in
two nuclear organelles, the nucleoplasmic reticulum and the nucleolus, we observed
that some clusters are located in both. This suggests that the nucleplasmic reticulum
may be involved in the mechanism of EGFR translocation to the nucleus and that this
receptor performs specific functions in the nucleolus. Some clusters were diffusely
scattered in the nucleoplasm, suggesting that EGFR may also be in other nuclear
organelles. These results indicate that the study of EGF translocation and its
subnuclear localization in different cell types can contribute to unravel mechanisms

related to EGFR functions in the cell nucleus.

Key-words: Epidermal Growth Factor; kinetics; translocation; nucleus; nucleoplasmic

reticulum.
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1. INTRODUCAO

1.1 - Fator de crescimento epidermal (EGF) e seu receptor (EGFR)

Stanley Cohen, em 1962, observou que, ao injetar em camundongos neonatos
extratos de glandulas salivares de camundongos, a abertura das palpebras e o
surgimento de dentes ocorria precocemente em relacdo aos neonatos nao injetados
(COHEN, 1962). O fator isolado por ele, responsavel por esse fendmeno, foi
denominado fator de crescimento epidermal (EGF) e teve sua estrutura primaria
determinada. O EGF é um polipeptideo de cadeia Unica com a presenca de seis
residuos de cisteina formadores de trés pontes dissulfeto (SAVAGE; INAGAMI;
COHEN, 1972). Estudos pioneiros verificaram que o EGF estimula o crescimento e
queratinizacao de células epidermais (COHEN, 1965; COHEN; ELLIOTT, 1963), ativa
a proliferagéo de células epiteliais de glandula mamaria e de carcinoma mamario in
vitro (TURKINGTON, 1969a; TURKINGTON, 1969b) e promove alteracdes
metabdlicas em células epidermais, como estimulo da sintese proteica e do transporte
de metabdlitos (COHEN, 1972). Em 1975, o EGF foi isolado de humanos pela primeira
vez e foi verificado que sua estrutura e funcdes biolégicas eram similares as
observadas para o0 EGF de camundongo, estimulando o crescimento de fibroblastos
de pele humana e de células do epitélio da cérnea (COHEN; CARPENTER, 1975).
Funcdes do EGF na diferenciacdo celular (SUNDELL et al., 1980) e na carcinogénese
(STOSCHECK; KING, 1986) também foram descritas.

Em experimentos com EGF humano marcado com '#I, Carpenter sugeriu que
o EGF é capaz de se ligar a receptores de superficie cuja estrutura ndo é
irreversivelmente alterada por essa ligagdo. ApOs a associacdo do EGF a superficie
celular, verificou-se que ele é internalizado e degradado por um processo dependente
de energia e que, a0 mesmo tempo, ligantes ndo sdo capazes de se associar a outros
receptores da superficie (CARPENTER; COHEN, 1976). Numa analise cinética da
internalizacdo do EGF marcado, foi confirmada sua ligacdo a membrana plasmatica
por microscopia eletrbnica, e foi observado que ele se localizava progressivamente em
estruturas lisossomais, 0 que sugeriu um processo de degradacdo lisossomal do
ligante associado ao receptor (GORDEN et al., 1978).

Posteriormente, o receptor ao qual o EGF se liga (EGFR) foi purificado, e
observou-se que ele possuia atividade tirosina cinase e capacidade de
autofosforilacdo (COHEN; FAVA; SAWYER, 1982; COHEN et al.,, 1982; USHIRO;
COHEN, 1980). Em 1984, Downward e colaboradores obtiveram a sequéncia de

aminoacidos de peptideos do EGFR e verificaram que sua composi¢cdo era similar a
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sequéncia do oncogene v-erb-B do virus da eritroblastose aviaria (DOWNWARD et al.,
1984). Alguns meses depois, Ullrich e colaboradores determinaram a sequéncia de
amino&cidos completa do EGFR, o que possibilitou a predicdo de sua estrutura e do
seu mecanismo de transducgéo de sinal (ULLRICH et al., 1984).

O EGFR é classificado como um receptor tirosina cinase (RTK) da familia
ERBB, (ou HER em humanos), da qual também fazem parte o ERBB2 (HER2 ou
NEU), ERBB3 (HER3) e ERBB4 (HER4) (CITRI; YARDEN, 2006). Esses receptores
sdo expressos em células de origem ectodérmica e mesodérmica e desencadeiam
sinais para adesdo, migracédo, proliferacdo, organogénese e oncogénese (YARDEN;
SLIWKOWSKI, 2001). A deplecdo de tais receptores em camundongos gerou
anormalidades cardiacas, neurais e epiteliais, levando a morte embrionaria ou poés-
natal (SIBILIA et al., 2007). Os ERBBs apresentam estrutura, mecanismo de ativacéo
e funcdes semelhantes, participando de uma rede de sinalizagcdo na qual a ativacao
dos componentes e a interacdo entre eles esta relacionada ao contexto biologico da
célula (YARDEN; SLIWKOWSKI, 2001).

A estrutura do EGFR é definida por: uma regido extracelular, na qual ocorre a
associacao do ligante; uma regido citoplasmatica, com atividade tirosina-cinase, e um
dominio transmembrana entre as duas regides (ULLRICH et al., 1984). A regido
extracelular (com, aproximadamente, 620 residuos de aminoacidos) possui 4
dominios, dos quais os dominios | e lll formam o sitio de ancoragem dos ligantes
(LEMMON; SCHLESSINGER; FERGUSON, 2014). A regido intracelular do EGFR
(com, aproximadamente, 540 residuos de aminoacidos) é composta por um dominio
tirosina cinase (TKD) e um dominio carboxi-terminal (CTD) com residuos de tirosina
(LEMMON; SCHLESSINGER; FERGUSON, 2014). A estrutura esquematica do EGFR
esté representada na figura 1A.

Os ligantes da familia dos ERBB sé&o caracterizados por possuirem um motivo
de 50 aminoéacidos (dominio EGF, representado na figura 1B) e trés alcas moleculares
formadas por pontes dissulfeto. Os precursores de tais ligantes sdo clivados por
metaloproteases que geram sua conformacao ativa, capaz de se associar ao receptor
(YARDEN; SLIWKOWSKI, 2001). Dos 11 ligantes de ERBBs, 7 séo capazes de ativar
o EGFR (figura 1B). Estes sdo: EGF, anfiregulina (ARG), B-celulina (BTC), epigeno
(EGN), epiregulina (EPR), fator de crescimento transformante alfa (TGF-a) e fator de
crescimento semelhante ao EGF ligado a heparina (HB-EGF) (HARRIS; CHUNG;
COFFEY, 2003).
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Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura do EGFR e do dominio EGF dos
ligantes da familia ERBB (Adaptada de LEMMON; SCHLESSINGER; FERGUSON, 2014).
A- Dominios do EGFR. A regido extracellular é composta pelos dominios I, Il, Il e IV, sendo
que os dominios | e lll apresentam estrutura semelhante (representada pelo dominio I) e
formam o sitio de ancoragem dos ligantes. Os dominios Il e IV, cuja estrutura é representada
pelo dominio 1V, também se assemelham em relagdo a sequéncia de aminoacidos. A regido
citoplasmatica € composta pelo dominio tirosina cinase (TKD) representado estruturalmente, e
pelo dominio carboxi-terminal (CTD) com residuos de tirosina. Entre a regido extracelular e
citoplasmatica, observa-se o dominio transmembrana. Os numeros ao lado do esquema
representativo indicam a posicdo dos aminoéacidos que limitam cada dominio. B- Ligantes da
familia dos ERBB. Dos 11 apresentados, 7 (EGF: fator de crescimento epidermal; TGF-a: fator
de crescimento transformante alfa; ARG: anfiregulina; EGN: epigeno; HB-EGF: fator de
crescimento semelhante ao EGF ligado a heparina; EPR: epiregulina; BTC: 3-celulina) podem
se ligar ao EGFR. O receptor ERBB2 ndo apresenta ligante conhecido e o receptor ERBB3
possui TKD alterado, 0 que compromete sua atividade enzimética. Todos os ligantes ERBB
apresentam o dominio EGF, cuja estrutura esta representada na parte superior da figura. C1 e
C2 correspondem a dois modelos de ponte dissulfeto. Em C1, uma Unica ponte dissulfeto
forma uma alca em laco, e em C2, duas pontes dissulfeto ligam 4 residuos de cisteina. NRG:
neuroregulinas.

A associagdo do ligante promove mudancas conformacionais nos dominios
extracelulares do receptor, as quais culminam na projecéo do braco de dimerizacdo do
dominio Il e em sua estabilizagdo (DAWSON et al., 2005). Esse processo promove a
formacdo de homodimeros de receptores EGFR ou de heterodimeros entre EGFR e
outros receptores ERBB (YARDEN; SLIWKOWSKI, 2001). A associacdo de receptores
leva a formacao de dimeros assimétricos dos dominios tirosina cinase. Nesse dimero,
o lobo carboxilico de um TKD (ativador) interage com o lobo amino do outro TKD
(recebedor), levando a transicdo deste para uma forma ativa. O recebedor, por sua
vez, fosforila residuos de tirosina do CTD do ativador, levando a ativacdo do receptor
por autotransfosforilacdo (ZHANG et al., 2006; LEMMON; SCHLESSINGER;
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FERGUSON, 2014). A sinalizacao intracelular gerada por essa ativacdo € dependente
do ligante que se associou ao EGFR, do dimero formado, dos residuos fosforilados e
das moléculas efetoras capazes de propagar ou regular esse sinal (YARDEN;
SLIWKOWSKI, 2001).

1.2 - Vias de sinalizacdo ativadas por EGFR

Apébs a autofosforilacdo do EGFR, moléculas adaptadoras se ancoram aos
residuos fosforilados no CTD do receptor e desencadeiam a ativagdo de vias de
sinalizacao intracelulares. Essas moléculas sédo proteinas com dominio homadlogo ao
Src (SH2) ou com dominio de ligagdo a fosfotirosinas (PTB) que promovem o
recrutamento de componentes de vias classicamente envolvidas na sinalizacdo por
RTKs (SCHULZE; DENG; MANN, 2005). Essas vias tém papel importante no ciclo,
proliferacdo, diferenciacdo e migragao celular.

Uma das vias que pode ser desencadeada por EGFR é a das proteinas
transdutoras de sinal e ativadoras da transcricao (STAT), cujas proteinas STAT 1, 3 e
5 sdo ativadas pelo receptor (DAVID et al.,, 1996). Por meio do dominio SH2, as
STATs se ligam diretamente ao EGFR ativado e sdo fosforiladas por ele. Em uma via
indireta, proteinas cinases Src podem ativa-las apds estimulo por ligante. Apés
fosforiladas, as STATs se dimerizam e translocam para o ndcleo para regular a
transcricdo génica ou outros fatores de transcricdo, como c-fos e c-jun, promovendo
proliferacéo, diferenciagcéo e sobrevivéncia celular (QUESNELLE; BOEHM; GRANDIS,
2007).

A via das fosfolipases C (PLC) também pode ser ativada por EGFR. A ligacéo
de PLCy1 pelo seu dominio SH2 a residuos de tirosina fosforilados do EGFR leva a
sua ativacdo mediada por esse receptor (MARGOLIS et al., 1990); (ROTIN et al.,
1992). A PLCyl ativada catalisa a clivagem de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
(Ptdins(4,5)P2) em diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (Ins(1,4,5)P3). Este se
liga a receptores no reticulo endoplasmatico e leva a liberacdo dos estoques de Ca*
intracelulares (PATTERSON et al., 2005). Esse ion se liga a proteina calmodulina e
ativa proteinas cinases dependentes de Ca*/calmodulina (BERRIDGE; BOOTMAN;
RODERICK, 2003). O DAG é cofator de ativacdo de proteinas da familia da proteina
cinase C (PKC), que também sao ativadas por célcio (SCHLESSINGER, 2000).

Outra via classica ativada por EGFR e outros receptores tirosina cinase € a via
da fosfatidilinositol 3-cinase (PI13K). Ativada por meio da ligacéo direta ou mediada por
proteinas adaptadoras (IRS1 e Gabl) a residuos fosforilados do receptor, a PI3K
fosforila PtdIns(4,5)P2 a fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (Ptdins(3,4,5)P3), que recruta
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proteinas sinalizadoras, como Akt, para a membrana, ativando-as por fosforilacdo
(SARBASSOV et al.,, 2005). A Akt esta envolvida na inibicdo da apoptose por
inativacdo de fatores pré-apoptéticos e ativacdo de fatores antiapoptoticos. Além
disso, ela medeia a ativacdo de rapamicina, que promove fosforilagdo de proteinas
envolvidas na traducdo, na formacdo de ribossomos e no crescimento celular
(SCHLESSINGER, 2000; LI et al., 2016).

A via das proteinas cinases ativadas por mitogeno (MAPK) também pode ser
desencadeada por EGFR. A molécula adaptadora Grb, complexada a um fator de
troca de guanina denominado Sos, se liga a residuos de tirosina fosforilados no
receptor, diretamente ou por meio de outra proteina adaptadora, Shc. Essa interacao
leva a aproximacao entre Sos e Ras, 0 que estimula a ativacdo de Ras. Ras ativa Raf,
gue fosforila MAP-cinase-cinase (MAPKK), e esta entdo fosforila MAPK (ERK) para
sua ativagdo. ERK ativa substratos citoplasmaticos e nucleares, regulando processos
metabdlicos e proliferativos (MCKAY; MORRISON, 2007; SCHLESSINGER, 2000).

A internalizagdo do EGFR é importante para regular a sinalizagdo por ele
desencadeada. Desde a sua descoberta, tem sido observado que o receptor se
redistribui na membrana apds associacéo do ligante e sdo endocitados em vesiculas
revestidas no interior da célula (HAIGLER; MCKANNA; COHEN, 1979; GORDEN et
al., 1978). Desses endossomos primarios, o EGFR pode retornar a membrana
plasmatica ou pode ser destinado a endossomos tardios, 0s quais se associam a
lisossomos para degradacdo (SORKIN; VON ZASTROW, 2009; AVRAHAM; YARDEN,
2011). A internalizacdo do EGFR, além de ser importante para o controle da
sinalizacdo e reciclagem do receptor, leva ao seu transporte para outros
compartimentos celulares, como a mitocéndria (DEMORY et al., 2009), o complexo de
Golgi, o reticulo endoplasmaético (ER) e o nucleo (WANG; HUNG, 2012).

No nucleo, o EGFR pode promover proliferacdo, sintese e reparo de DNA e
progressao tumoral, por atuar na regulagéo transcricional, na transducao de sinal e por
interagir com outras proteinas nucleares (LEE; WANG; HUNG, 2015). Como regulador
transcricional, o terminal carboxilico do EGFR promove transativagdo de genes
envolvidos com tumorigénese, instabilidade cromossémica, resisténcia a drogas e
inflamacao, via associacdo com outras proteinas que se ligam ao DNA (LEE; WANG;
HUNG, 2015). Dentre os genes regulados por EGFR nuclear estdo: Aurora-A (HUNG
et al., 2008), INOS (LO et al., 2005a), ciclina D1 (LIN et al., 2001), cicloxigenase 2 (LO
et al., 2010) proteina do cancer de mama (BRCA) (HUANG et al., 2011), timidilato
sintase (KIM et al., 2009) e STAT 1 (HAN et al., 2013).

Um dos exemplos do EGFR nuclear como sinalizador via atividade cinase esta

na sua capacidade de mediar a fosforilacdo do antigeno nuclear de proliferacéo celular
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(PCNA), o que aumenta a estabilidade deste na interacdo com a cromatina e a
consequente eficiéncia do metabolismo do DNA (WANG et al.,, 2006). O EGFR
também é capaz de mediar modificagcbes pds-traducionais na cromatina, como a
metilacdo da histona H4, importante para a regulacdo da sintese de DNA e para o
reparo de quebra de dupla fita (CHOU et al., 2014). Além de sinalizador, 0 EGFR
nuclear pode estabelecer interacbes com proteinas, como a proteina cinase
dependente de DNA (DNAPK), molécula que participa do reparo de DNA por quebra
de dupla fita e do reparo de DNA por juncdo ndo homoéloga. Essa interacdo € ativada
por fatores que causam danos ao DNA, como tratamento com cisplatina, radiagao
ionizante e luz ultravioleta (DITTMANN et al., 2005; LICCARDI; HARTLEY;
HOCHHAUSER, 2011).

Além dessas fung¢des, o EGFR nuclear poderia participar da sinalizagdo de
calcio no nucleo, uma vez que esse calcio, além de estar envolvido na ativagéo de
fatores de transcricdo e de proteinas cinases, regula a proliferacdo celular de vérias
linhagens, o que foi mostrado em experimentos in vitro e in vivo (RODRIGUES et al.,
2007). Componentes da via de sinalizagdo de célcio, como Ptdins(4,5)P2, PLC e
Ins(1,4,5)P3 estdo presentes no nucleo (GOMES et al.,, 2008). A translocagdo do
EGFR para o nucleo poderia, portanto, ativar a maquinaria que leva a sinalizagéo de
calcio nuclear, como foi verificado para os receptores de insulina (RODRIGUES et al.,
2008) e do fator de crescimento hepatico (GOMES et al., 2008) apds associacdo dos

seus respectivos ligantes.

1.3 - Translocacéo de EGFR para o nucleo

O transporte de EGFR para o nucleo é ativado por associagéo do ligante ou por
mecanismos que geram danos a célula, como radiagdo ionizante, tratamento com
cisplatina, radiacdo ultravioleta e estresse oxidativo ou térmico (DITTMANN et al.,
2005; XU et al.,, 2009; DITTMANN et al.,, 2011; WANG; HUNG, 2012). Entre seis
ligantes desse receptor testados, quatro (EGF, HB-EGF, TGF-a e BTC) ativam a
translocacdo de EGFR para o nucleo e estdo associados ao aumento da fosforilacédo
de residuos de tirosina e da capacidade migratéria de células SK-HEP-1 (FARIA et al.,
2016). Alguns ligantes, como EGF, TGFa e HB-EGF, também foram encontrados no
nucleo, o que sugere que a associacdo com seus receptores também possa ocorrer
nesse compartimento (WANG; HUNG, 2012).

Um dos primeiros trabalhos que confirmaram a presenca de EGFR no nucleo
foi desenvolvido pelo grupo de Hung e colaboradores, em 2001. Nele foi demonstrado

gue o EGFR nuclear ocorre em maior quantidade em tecidos com alta capacidade de
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proliferacdo, como o Utero de camundongos gravidos, embrides de camundongo e
tecidos de cancer oral e de mama humanos. Isso também foi verificado para células
de linhagens tumorais humanas, observadas por microsopia confocal. O estimulo
dessas linhagens com EGF levou ao aumento de EGFR nuclear, que estava ativado
por fosforilagcdo e que era proveniente da membrana plasmética, 0 que sugeria um
mecanismo de translocacdo desse receptor para o nucleo (LIN et al., 2001).

O estudo de Lo e colaboradores em 2006 verificou que o EGFR interage com
importina 1 (proteina de transporte nuclear), e que o sinal de localizacdo nuclear
(NLS) presente na estrutura do EGFR é importante para essa interacdo e para a
translocacdo do receptor para o nucleo. Os autores também observaram que a
internalizacdo de EGFR por endocitose € necessaria para essa translocagdo, e
sugeriram que vesiculas endociticas participem dela. Além disso, foi observado que o
receptor interage com a exportina CRM1, a qual pode estar associada a translocacao
do EGFR do nucleo para o citoplasma (LO et al.,, 2006). Mais tarde, Hsu e
colaboradores caracterizaram dois NLS tripartidos na regido justamembranar do
EGFR, necessérios para a translocacdo desse receptor para o nucleo (HSU; HUNG,
2007).

Em 2007, Liao e colaboradores sugeriram uma via pela qual o EGFR, ap6s o
estimulo com EGF, é translocado para o reticulo endoplasmatico, onde se associa
com o translocon Sec6l e €& retrotranslocado para o citoplasma. Essa
retrotranslocacao é dependente da proteina citoplasmatica Hsp70 e é importante para
a funcdo do EGFR como ativador da expressdo de ciclina D1. Como o EGFR
recuperado no nucleo é extraido por tampdes sem detergente e com alta concentracao
de sal e, por isso, ndo esta associado a membrana, 0s autores sugerem que a
retrotranslocacdo por Sec6l seja um mecanismo para a extracdo do receptor da
membrana (LIAO; CARPENTER, 2007). O modelo de translocacdo de EGFR para o
nucleo sugerido pelo estudo é mostrado na figura 2A.

Apesar de ter sido proposto que, durante a translocacdo do EGFR, ocorre um
transporte retrogrado do complexo de Golgi para o ER, essa evidéncia s6 foi verificada
em 2010 por Wang e colaboradores. Foi observado que, nessas organelas, o EGFR
tem o N-terminal voltado para o limen e o C-terminal voltado para o citoplasma, o que
sugere um transporte vesicular envolvido na translocacdo do receptor. Os autores
mostraram que o transporte de EGFR de Golgi para o ER é dependente de vesiculas
revestidas por COPI, uma vez que a inibicdo de COPI ou mutacdo de ARF (GTPase
de COPI) diminuem os niveis de EGFR no ER e no nucleo. EGFR interage com a
subunidade gama de COPI, e quando essa subunidade é depletada por siRNA, ha

diminuicdo dos niveis nucleares de EGFR. Em resumo, o estudo sugere que a
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translocacdo de EGFR para o nucleo é regulada pelo transporte retrégrado de Golgi
para o ER por meio de vesiculas revestidas por COPI (WANG et al., 2010a).

Ainda em 2010, 0 mesmo grupo de pesquisadores verificou, por um método de
fracionamento nuclear, que o EGFR é translocado para a membrana nuclear interna
(INM) do envelope nuclear (EN) ap6s estimulo por EGF, num processo dependente de
importina B e de interagdo com o complexo do poro nuclear (NPC). Por uma série de
experimentos  envolvendo  imunoprecipitagdo,  fracionamento  nuclear e
imunomicroscopia eletrénica, foi observado que o EGFR se colocaliza na INM com
Sec613, uma das proteinas que compdem o translocon Sec61. Além disso, o estudo
indica que a Sec61B tem papel no transporte do EGFR da INM para o nucleoplasma,
uma vez que sua deplecdo inibe essa translocacdo. Os autores sugerem um novo
modelo, exposto na figura 2B, no qual a translocacdo de EGFR ocorre por uma via de
transporte integral do ER para o envelope nuclear (integral trafficking from the ER to
the nuclear envelope transport — INTERNET) (WANG et al., 2010b; WANG et al.,

2012), o que difere do modelo anterior de Liao e colaboradores.
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Figura 2: Modelos de translocacdo de EGFR para o nucleo. Os dois modelos sugerem que
o receptor € endocitado apds ativacdo por ligante e os endossomos sdo direcionados ao
complexo de Golgi e desse para o reticulo endoplasmatico via transporte retrogrado. A-
Translocagdo de EGFR para o nudcleo segundo Liao e colaboradores. No Reticulo
endoplasmatico, o EGFR é retrotranslocado para o citosol pelo complexo Sec61. No citosol, o
receptor se associa as proteinas Hsp70 e Importina 3, que medeia sua passagem através do
complexo do poro nuclear para o nucleoplasma (fonte: LIAO; CARPENTER, 2007). B-
Translocagdo de EGFR para o nlcleo de acordo com Wang e colaboradores. Do reticulo
endoplasmatico o receptor se desloca para a membrana nuclear interna pela via de
endomembranas denominada INTERNET. Da membrana nuclear interna, o EGFR €, entéo,
translocado para o nucleoplasma por associagao a Sec61p (fonte: WANG et al., 2010b).
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Para avaliar os processos iniciais da translocacdo de EGFR para o nucleo,
Campos e colaboradores, em 2011, verificaram a translocagdo de EGF conjugado a
Alexa Fluor® 488 por microscopia confocal em tempo real, e observaram que ela tem
pico aos 10 minutos e que o ligante utilizado se colocaliza com seu receptor. Esse
trafego € dependente de dinamina e clatrina, ja que a expressdo de uma forma
dominante negativa de dinamina e a deplecdo de clatrina por pequenos RNAs de
interferéncia (siRNA) levam ao acumulo de EGFR na membrana plasmatica da célula
(CAMPOS et al., 2011).

Complementando a via de translocacdo de EGFR para o nucleo, em outro
estudo do grupo do Hung e colaboradores, foi investigada a via de translocacéo de
EGFR para o complexo de Golgi. Observou-se que ela é dependente de sintaxina 6,
uma proteina SNARE que regula trafego endossomal para o Golgi e que interage
diretamente com EGFR. Além disso, microtibulos e dineina sdo requeridos para a
translocacéo desse receptor para Golgi, o0 que sugere que vesiculas endociticas
contendo EGFR sejam transportadas via microtubulos por associagdo com dineina.
Por fim, verificaram que sintaxina, dineina e microtibulos sdo importantes para a
deteccdo de EGFR no nucleo (DU et al., 2013).

Apesar de varios aspectos da translocagdo de EGFR para o nucleo terem sido
estudados, € necessério verificar outras moléculas que participam da ativagdo e
regulacdo dessa via, bem como os mecanismos pelos quais isso ocorre. A importancia
da translocac&o em tipos celulares diferentes, a localizacdo subnuclear dos receptores
translocados e a funcdo desempenhada por eles no nucleo séo tépicos ainda pouco

investigados.

1.4 - EGFR e Cancer

Desde a década de 1970 a associacao do EGFR e seus ligantes a processos
oncogénicos tém sido estudada. Scher e Todaro verificaram que células derivadas de
alguns tumores solidos humanos eram capazes de proliferar em meio sem fatores de
crescimento, 0 que ndo ocorria para fibroblastos e células epiteliais ndo tumorais
(SCHER; TODARO, 1971). Essas células tumorais seriam capazes de secretar fatores
de crescimento de forma autécrina, assim como células infectadas por alguns tipos de
virus (SPORN; TODARO, 1980). Mais tarde, com o sequenciamento do EGFR, foi
confirmada a alta homologia entre as regides transmembrana e citoplasmatica desse
receptor e a proteina oncogénica v-erbB, indicando que essa proteina seria originada
da incorporacao dessas regides do EGFR aviario pelo virus da eritroblastose aviaria.

Foi verificado também que o EGFR de células tumorais A431, além de superexpresso,
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possuia variantes ndo encontradas nas células de tecido placentario (ULLRICH et al.,
1984). Na mesma época, um estudo mostrou que células de carcinoma escamoso de
pulméo e de cabeca e pesco¢o humanos apresentavam expressdo de EGFR 2,5 a 5
vezes maior do que células epiteliais normais (HENDLER; OZANNE, 1984). Outros
estudos reportaram a superexpressdo de EGFR em tumores primarios de cérebro de
origem né&o neuronal (LIBERMANN et al., 1984) e a presenca de variantes do receptor
em tumores primarios de origem glial (LIBERMANN et al., 1985).

Atualmente j4 se sabe que alteragbes como amplificacdo génica, delecdes,
superexpressao e mutacées no dominio tirosina cinase dos receptores ERBB estédo
associadas a neoplasias, como cancer de pulméo de células ndo pequenas (NSCLC),
de mama, de colon, de ovario e glioblastoma. Devido a essa relagéo, terapias contra o
cancer que tém esses receptores como alvo tém sido desenvolvidas (ROSKOSKI,
2014; YARDEN; PINES, 2012). Essas terapias, em geral, apresentam menos efeitos
colaterais do que 0s quimioterapicos citotoxicos de amplo espectro (ROSKOSKI, 2014)
e sdo mais eficazes quando utilizadas em combinacdo a esses tratamentos e a
radioterapia (NYATI et al., 2006).

Na década de 80 foi visto que anticorpos monoclonais produzidos em
camundongos que inibem a capacidade de ligacdo do EGF ao EGFR blogueavam a
fosforilagdo desse receptor e a proliferacdo de fibroblastos induzida pelo ligante
(revisado por YARDEN; PINES, 2012). Com base em estudos que mostravam a
capacidade de inibicdo do crescimento de tumores por esses anticorpos, foi gerado
um anticorpo quimérico capaz de inibir a proliferagdo de células tumorais, conhecido
como cetuximab (Erbitux; Bristol-Myers Squibb). Esse foi aprovado pela Food and
Drugs Administration (FDA), inicialmente, para tratamento de céancer colorretal
metastatico em combinacdo a quimioterapia e, posteriormente, para tratamento de
carcinoma de células escamosas de cabeca e pescog¢o, em conjunto a outros
quimioterapicos ou a radioterapia. (PENG et al.,, 1996; YARDEN; PINES, 2012). O
anticorpo humano anti-EGFR panitumumab (Vectibix; Amgen) também foi aprovado
pela FDA para tratamento de pacientes com cancer colorretal como terapia Unica de
segunda linha. Ambos o cetuximab e o panitumumab se ligam com alta afinidade ao
EGFR e inibem sua ativacao por ligante (ROSKOSKI, 2014).

Outra classe de drogas aprovadas para terapias anticancer foram os inibidores
de tirosina cinase (TKI), moléculas derivadas da quinazolina que inibem a
autofosforilagdo do EGFR (ROSKOSKI, 2014). O gefitinib (Iressa; AstraZeneca) foi
aprovado pela FDA, em 2003, para tratamento de segunda linha de NSCLC, mas foi
visto que sua eficacia estava associada a muta¢des associadas ao género, a etnia e a
pacientes ndo fumantes (LYNCH et al., 2004; PAEZ et al., 2004; PAO et al., 2004). O
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erlotinib (Tarceva; Roche/Genentech) também foi aprovado para tratamento de
segunda linha de pacientes com NSCLC por ter sido visto aumento da sobrevida de
pacientes que usaram esse TKI (COHEN et al., 2005). O erlotinib é, ainda, utilizado
como tratamento de primeira linha de pacientes com NSCLC que apresentam
delecbes no éxon 19 ou mutacdo L858R no éxon 21 de EGFR e de pacientes com
cancer de péancreas, em conjunto com gemcitabina (ROSKOSKI, 2014). O afatinib
(Gilotrif; Boehringer Ingelheim), diferentemente do gefitinib e do erlotinib, € um inibidor
irreversivel do EGFR e foi aprovado em 2013 pela FDA para tratamento de primeira
linha de pacientes com NSCLC que apresentam dele¢cdes no éxon 19 ou mutacao
L858R no éxon 21 de EGFR (ROSKOSKI, 2014). O Lapatinib (Tykerb;
GlaxoSmithKline) € um inibidor reversivel da fosforilagdo de EGFR e de ERBB2, com
inibicdo subsequente da fosforilagdo de Akt (XIA et al., 2002), e tem sido usado para
tratamento de segunda linha de tipos de cancer de mama que expressam ERBB2
(ROSKOSKI, 2014).

A resisténcia as terapias que tém como alvo o EGFR é um dos problemas
enfrentados por pacientes oncologicos. Em relacdo a resisténcia aos anticorpos anti-
EGFR, foi observado que ela est4 associada a muta¢des no gene KRAS (DI FIORE et
al., 2007). Resisténcia secundaria ao tratamento esta relacionada a mutacdes que
inibem a ligacdo do cetuximab ao receptor, como a S492R (no ectodominio de EGFR)
(MONTAGUT et al., 2012), ou ao aumento da expressdo de ERBB2 (YONESAKA et
al., 2011). Para os inibidores de tirosina cinase gefitinib e erlotinib, a mutacdo T790M
no EGFR (secundéria a terapia), a qual altera a associacdo desses inibidores ao
receptor, é responsavel por resisténcia em pacientes com cancer de pulméo de células
ndo pequenas (PAO et al., 2005). Além disso, a ativagdo da via PI3K por aumento da
expressao do receptor do fator de crescimento hepatico desencadeia resisténcia ao
gefitinib (ENGELMAN et al., 2007). Todos esses mecanismos mostram que a
resisténcia a terapias anti-EGFR, em geral, ocorre por modificacdes secundarias do
receptor ou por desenvolvimento de vias alternativas para a sinalizacdo do receptor
(YARDEN; PINES, 2012). Inibidores irreversiveis de tirosina cinase de terceira
geragcdo desenvolvidos tém apresentado eficiéncia na inibicdo da mutagdo T790M
(HAN; DU, 2017). Em adic&o a isso, novas drogas e novas formas de tratamento com
a combinagcdo de terapias alvo especificas entre elas ou com quimioterapia e
radioterapia estdo em fase de estudo clinico (“Clinical Trials”).

A presenca de EGFR no nucleo foi relacionada a diversos tipos de tumores
(PEREIRA et al., 2015; RODRIGUES et al., 2016; LO; HSU; HUNG, 2006), e o EGFR
nuclear também tem sido associado a resisténcia de pacientes a tratamentos

radioterdpicos e quimioterapicos, o que apresenta relevancia clinica (LEE; WANG;
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HUNG, 2015). Resisténcia ao cetuximab pode estar relacionada a uma interacéo entre
EGFR nuclear e proteinas kinases Src (IIDA et al., 2013a), e terapias que degradam o
EGFR s&o promissoras para o tratamento de pacientes resistentes a essa droga (IIDA
et al., 2013b). O EGFR nuclear também esté associado a resisténcia ao gefitinib, uma
vez que, apos a fosforilagdo do receptor por Akt, este ativa BRCP, um cassete
transportador ligado a ATP que leva ao efluxo do gefitinib intracelular (HUANG et al.,
2011; CHEN et al.,, 2011). Outro mecanismo de resisténcia a terapias anticancer
ocorre pela fosforilagdo da ATM por EGFR nuclear. Essa proteina cinase
serina/treonina participa da resposta a danos de quebra dupla do DNA, apés estimulo
por radiacdo ionizante, o que promove o reparo do DNA e a resisténcia a radioterapia
(LEE et al., 2015). Além de ser fator de resisténcia a tratamentos, a presenca do
EGFR no nucleo tem sido associada a pior prognéstico em diversos tipos de
neoplasias, como cancer de mama (LO et al., 2005b; HADZISEJDIC et al., 2010), de
ovario (XIA et al., 2009), esofagico (HOSHINO et al., 2007), de bexiga (LI et al., 2012),
de orofaringe (PSYRRI et al., 2005) e cancer de pulmao de células ndo pequenas
(TRAYNOR et al., 2013).

A inibicdo do processo de translocacdo de EGFR para o nucleo pode ser alvo
de terapias combinadas para impedir a resisténcia de pacientes a tratamentos
associada a essa via (HAN; LO, 2012). Entretanto, pouco ainda se sabe sobre os
mecanismo de resisténcia envolvidos na presenca de EGFR no ndcleo e sobre os
alvos que poderiam ser utilizados para inibir essa translocagdo. Além disso, a
localizacdo subnuclear do EGFR pode estar associada a outras fun¢des do receptor

ainda desconhecidas, e que podem ter importancia patologica.

1.5 - Envelope nuclear e Reticulo Nucleoplasmatico

Mais do que limitar a regido nuclear, separando-a do citoplasma, o envelope
nuclear (EN) constitui um microambiente especializado no nucleo, apresentando
funcbes na regulacdo da transcricdo génica, na organizacdo da cromatina, no
transporte de moléculas entre nucleo e citoplasma e na plasticidade, migracao e vias
de sinalizacao celulares (WILSON; BERK, 2010).

O EN é formado pelas membranas nucleares interna (INM) e externa (ONM),
gue sao interligadas por complexos do poro nuclear, os quais participam do transporte
ndcleo-citoplasmatico de moléculas. Entre as membranas esta o espaco perinuclear,
que é continuo ao limen do reticulo endoplasmético (PRUNUSKE; ULLMAN, 2006).
Abaixo da INM esta a ldmina nuclear, uma rede composta por proteinas do filamento

intermediario denominadas laminas do tipo A (lamina A e lamina C, formadas por
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splicing anternativo de um unico gene) e laminas do tipo B (lamina B1 e lamina B2,
cada uma codificada por um gene) (DECHAT et al.,, 2010). A rede complexa de
interacdes entre proteinas da ONM, da INM, do NPC e da lamina, bem como a
associacao dessas proteinas com componentes do esqueleto celular (citoesqueleto e
nucleoesqueleto) e com a cromatina séo fundamentais para a rigidez e integridade do
envelope nuclear e para as diversas fungbes que ele desempenha na célula (CHOW,
FACTOR; ULLMAN, 2012).

A ONM do envelope nuclear € continua a membrana do reticulo
endoplasmético, o que permite a difuséo lateral de proteinas integrais pela membrana
(PRUNUSKE; ULLMAN, 2006). Além de estar associado a uma organela
citoplasmética, o EN apresenta continuidade com uma organela nuclear, que pode
apresentar fungdes desempenhadas por ele em locais mais internos do nucleoplasma.
Essa organela é denominada reticulo nucleoplasmatico (RN).

O RN é formado por invaginagbes de uma ou ambas as membranas do
envelope nuclear para o nucleoplasma (figura 3). Bourgeois e colaboradores, em
1979, revisaram a associacdo dessas invaginacdes ao nucléolo em diversos tipos
celulares, e sugeriram o nome de “canais nucleolares” devido a essa caracteristica
(BOURGEOIS; HEMON; BOUTEILLE, 1979). Mais tarde, o nome reticulo
nucleoplasmatico foi sugerido devido a similaridade dessa organela com o reticulo
endoplasmatico quanto & estrutura e a capacidade de estocar e liberar Ca*
(ECHEVARRIA et al., 2003).

Em relacdo a estrutura, h& dois tipos de RN, determinados de acordo com
observacdes feitas por microscopia eletronica de transmissao. O tipo | é caracterizado
por invaginacdo apenas da INM, com cerne composto por espacgo perinuclear, que
contém marcadores do reticulo endoplasmatico como dissulfeto isomerase,
calreticulina e oligossacarideos N-ligados a manose. O RN tipo | pode ser desprovido
de proteinas do complexo do poro nuclear e de LAP23, uma proteina da INM. A lamina
pode ser vista revestindo essas invaginacdes, mas estdo geralmente ausentes. Ja o
RN tipo Il constitui-se de invaginacées da INM e ONM, apresentando NPC e cerne
citoplasmético com presenca de elementos do citoesqueleto, ribossomos, mitocondrias
e pequenas vesiculas. Essas invaginagfes podem transpassar todo o nucleo e sao
revestidas por lamina integra. Ambos os tipos de RN podem ocorrer na mesma célula,
sendo possivel, inclusive, ocorrer invaginacado do tipo | a partir de uma do tipo Il
(MALHAS; GOULBOURNE; VAUX, 2011). A representacdo esquematica dos dois

tipos de RN é mostrada na figura 3.
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Figura 3: Representacdo do reticulo nucleoplasmatico tipos | e Il (adaptado de MALHAS;
GOULBOURNE; VAUX, 2011). Esquemas representativos do perfil longitudinal (imagem
superior) e transversal (imagem do meio) das invaginacbes do envelope nuclear do tipo | (a
esquerda) e do tipo Il (a4 direita). A legenda define os compartimentos e estruturas
representados nessas figuras. Imagens de microscopia eletrénica (parte inferior) apresentando
cada um dos tipos de reticulo nucleoplasmatico. ONM: membrana nuclear externa; INM:
membrana nuclear interna.

A formacdo do RN pode estar associada ao rearranjo nuclear apés a mitose,
mas também é observada em células interfasicas. Em um estudo com nucleos
politénicos de Drosophila melanogaster, foi proposto um modelo no qual as forcas
mecéanicas exercidas pela condensacdo da cromatina atuam sobre a face nuclear do
envelope nuclear associado a ela, levando a formagédo das invaginagcbes do RN
(BOZLER et al., 2015). Alternativamente, o citoesqueleto, que também esta associado
a estrutura do EN, pode exercer forca sobre a face citoplasmatica deste, culminando
na invaginacao das membranas nucleares . Outra hipétese € a de que o RN é formado
de novo por maquinarias envolvidas na deformacdo de membranas lipidicas, como
ocorre na regulacdo da curvatura das membranas do reticulo endoplasmético pelos
reticulons (DROZDZ; VAUX, 2016). Além disso, foi visto que altera¢do da expresséo e
modificagbes nos componentes do envelope nuclear, como lamina A, podem aumentar
a quantidade de invaginacdes do RN (BOZLER et al., 2015; DROZDZ; VAUX, 2016).
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O RN foi identificado em células de invertebrados, plantas e mamiferos, em
condi¢Bes normais e também patoldgicas (MALHAS; GOULBOURNE; VAUX, 2011). A
quantidade de invaginacdes presentes na células pode estar relacionada ao seu
estado de diferenciagdo, e células cancerosas desdiferenciadas apresentam uma
maior quantidade de invaginacdes (JOHNSON et al., 2003).

A associacdo entre o RN, marcado por laminas tipo A, e outras estruturas
nucleares foi verificada por Legartova e colaboradores. Foi observado que o RN esta
associado a regides do nucléolo ricas em fibrilarina ou em UBF-1, onde ocorre
transcricdo ativa de genes ribossomais. Além disso, foi verificada associacdo das
l&minas invaginadas com a proteina da heterocromatina HP 13, refletindo na formagéo
de heterocromatina similar & que ocorre na periferia nuclear (LEGARTOVA et al.,
2014). Essas observacdes sugerem que o RN pode estar envolvido no transporte de
moléculas associadas a organelas nucleares, na ativagdo da transcricdo génica e no
remodelamento da cromatina. A presenca de complexos do poro nuclear nessas
invaginagbes sugere que ela também possa estar envolvida no transporte nucleo-
citoplasmético de moléculas, e a presenca de actina em seu cerne poderia estar
associada a uma mecanotransducdo de sinal do citoplasma para o nucleoplasma
(FRICKER et al., 1997).

Evidéncias sugerem que o RN seja responsavel pelo estoque e pela liberagéo
de célcio nuclear, uma vez que esse possui receptor de Ins(1,4,5)P3 e receptores de
rianodina, ambos envolvidos na liberacéo de célcio estocado no ER (ECHEVARRIA et
al., 2003; BOOTMAN et al.,, 2009). Além disso, Echevarria e colaboradores
observaram que o sinal de calcio induzido por liberacdo experimental de Ins(1,4,5)P3
no nucleo inicia-se préoximo ao RN (ECHEVARRIA et al., 2003).

Alteraces na morfologia do envelope nuclear estao frequentemente presentes
em células cancerosas e apresentam significancia prognoéstica (DEY, 2010). A
identificacdo dessas irregularidades tem permitido maior acuracia em exames
diagnésticos (SCHIRMER; DE LAS HERAS, 2014). Além disso, mudancas na
expressao, no processamento, nas interacdes e na estrutura de componentes do EN
estdo relacionadas a um fendtipo tumoral, uma vez que eles estdo associados a
migragdo e divisdo celulares, a estabilidade cromossdmica, a expressao génica e ao
controle da sinalizag&o intracelular, processos alterados no cancer (CHOW; FACTOR;
ULLMAN, 2012). Como o reticulo nucleoplasmético é continuo ao EN, sua frequéncia
e estrutura no nudcleo celular podem estar associadas a processos oncogénicos
relacionados a deformacdes do envelope nuclear, o0 que o torna, inclusive, um
potencial biomarcador tumoral (SCHIRMER; DE LAS HERAS, 2014).
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1.6 — Células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (hASC)

As células-tronco sdo capazes de se autorrenovar e de se diferenciar em
diversos tecidos. Por terem capacidade de diferenciacdo em células derivadas dos trés
folhetos embrionarios (pluripoténcia) e proliferacéo ilimitada (THOMSON et al., 1998),
as células-tronco embrionarias sdo visadas para uso no ambito cientifico. Porém,
aspectos éticos envolvidos na utilizacdo dessas células sdo um entrave para seu
estudo. Devido a isso, fontes de células-tronco em tecidos adultos foram estudadas na
tentativa de obtencdo de células imunocompativeis cujo uso nao seria impedido por
esses principios éticos. Nesse contexto, as células-tronco mesenquimais (MSC)
derivadas de medula Ossea, identificadas pela primeira vez por Friedenstein e
colaboradores (BIANCO; ROBEY; SIMMONS, 2008) e apresentando capacidade de
diferenciacdo em tecidos mesenquimais (PITTENGER et al., 1999), foram tidas como
promissoras para uso na engenharia de tecidos. No entanto, a quantidade dessas
células obtidas durante a extracao € pequena e o procedimento para essa obtencéo é
doloroso (SHAMBLOTT et al., 1998; ZUK, 2013).

As células-tronco mesenquimais humanas derivadas de tecido adiposo (hASC)
foram identificadas pela primeira vez por Zuk e colaboradores em 2001. Denominadas,
primeiramente, como células de lipoaspirado processado (PLA), elas foram derivadas
de populacdes aderentes da fracdo vascular estromal de lipoaspirado. Essas células
possuem morfologia fibroblastdide e sdo capazes de se diferenciar em linhagens
adipogénica, osteogénica, condrogénica e miogénica, assim como as MSC (ZUK et al.,
2001). Em 2002, Zuk e colaboradores realizaram a caracterizacdo bioquimica e
molecular da populagéo de células PLA e de clones isolados dessas, denominados
células-tronco derivadas de tecido adiposo. Nesse estudo, foi confirmado o perfil
tronco-mesenquimal das células derivadas do tecido adiposo (ZUK et al., 2002).
Desde esses trabalhos pioneiros, as hASC tém sido amplamente utilizadas em
pesquisas com células-tronco e em medicina regenerativa. Caracterizacfes
subsequentes do perfil de expressédo de marcadores e do potencial de diferenciacdo
em outras linhagens e tecidos (inclusive os de origem ectodérmica e endodérmica)
foram realizadas (ZUK, 2013).

Para uniformizar a definicdo de MSC, a Sociedade Internacional de Terapia
Celular propés um critério em 2006. Foi recomendada a denominagdo “células
estromais mesenquimais multipotentes” e foi definido que elas: sdo aderentes a
plastico em cultura; expressam CD105, CD73 e CD90 e nado apresentam o0s
marcadores CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA classe Il; sao

capazes de se diferenciar em osteoblastos, adipOcitos e condroblastos in vitro
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(DOMINICI et al., 2006). Em 2013, foi proposta uma adaptacdo desse critério para
melhor caracterizacdo de células-tronco derivadas de tecido adiposo. O novo critério
sugere que essas células devem apresentar no minimo dois marcadores negativos,
dentre os quais CD45, CD31, CD235a (com expressdo menor que 2%) e CD11b
(expresséo negativa ou baixa) e dois marcadores positivos, dentre os quais CD13,
CD29, CD73, CD90, CD44 e CD105 (com expressao maior que 80%) (BOURIN et al.,
2013).

1.7 - Células SK-HEP-1

A linhagem celular SK-HEP-1 foi estabelecida a patir de células retiradas do
liquido ascitico de um paciente do sexo masculino com adenocarcinoma hepatico.
Essa linhagem foi descrita morfologicamente pela primeira vez em 1975, por Fogh e
Trempe, como células originadas de carcinoma hepatocelular (HEFFELFINGER et al.,
1992), mas estudos posteriores verificaram que as células SK-HEP-1 ndo expressam
produtos proteicos especificos do figado (TURNER; TURNER, 1980) e que anticorpos
monoclonais produzidos contra essa linhagem ndo reagem com o figado (CARLSON
et al., 1985).

Em 1992, Heffelfinger e colaboradores fizeram uma nova caracterizacdo das
células SK-HEP-1. Eles verificaram que essas células nao expressam fibrinogénio alfa
e gama e albumina, proteinas especificas do figado. Ao cultivarem clones de SK-HEP-
1 em placas de microtitulagdo, foram observadas trés morfologias mais evidentes:
células pouco aderentes que crescem sobre células vizinhas aderidas, feixes de
células fusiformes e células individuais epiteldides. Andlises de imunohistoquimica
sugeriram uma origem mesenquimal e caracteristicas endoteliais para essas células, o
que foi endossado pela capacidade de formacédo de estruturas tubulares similares a
capilares em matrigel e em gel de colageno tipo | (HEFFELFINGER et al., 1992).

Apesar de ter sido caracterizada como célula endotelial de caracteristicas
mesenquimais, Eun e colaboradores, em 2014, verificaram que as SK-HEP-1 néo
expressavam CD31, marcador tipico de células endoteliais de origem mesenquimal.
Para investigar, entdo, as caracteristicas mesenquimais desse tipo celular, os autores
verificaram a expressdo de marcadores de superficie caracteristicos de algumas
linhagens. A expressdo de marcadores de linhagem hepatica, mioblastdide,
mioepitelial, hematopoiética e endotelial (CD34, CD31, CD144, E-selecina,
CD106/ICAM-1) néo foi detectada para as SK-HEP-1. No entanto, foi observado que o
perfil de expresséo de CD73, CD44, CD90, CD105, CD166, a-SMA, marcadores de

células-tronco mesenquimais, ndo diferiu entre as SK-HEP-1 e células-tronco
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mesenguimais derivadas de tecido adiposo ou de medula 6ssea (EUN et al., 2014). A
capacidade de diferenciacdo adipogénica e osteogénica das SK-HEP-1 e a expressao
de genes caracteristicos dessas linhagens por essas células também foram
observadas por Eun e colaboradores, confirmando o perfil de MSC dessas células
tumorais (EUN et al., 2014).

Na andlise do potencial tumorigénico, foi observado que as SK-HEP-1
possuem alta capacidade de formacéo de tumor e de metastase. A injecao subcutanea
de 10 células em camundongos imunodeficientes NOD/SCID/IL2rg foi capaz de gerar
tumores metastaticos em 96% dos casos, e a inje¢do de apenas uma célula gerou
tumores metastaticos em 10 de 28 camundongos injetados (EUN et al., 2014). Células
isoladas dos tumores produzidos foram novamente cultivadas e apresentavam
morfologia caracteristica das SK-HEP-1 e perfil de expressdo de marcadores de
superficie similares as células parentais. Além disso, quando as células isoladas dos
tumores gerados foram injetadas em camundongos imunodeficientes, ocorreu a
formacéo de tumores metastaticos de forma similar a anterior (EUN et al., 2014).

Devido a alta capacidade tumorigénica e metastatica das SK-HEP-1 e ao seu
perfil de célula-tronco mesenquimal, Eun e colaboradores sugeriram que essa
linhagem seria de células-tronco tumorais (CSC), composta por MSC transformadas
oncogenicamente com alta capacidade de autorrenovacao e proliferacdo e com alto
potencial tumorigénico e metastéatico. Além disso, o estudo foi 0 primeiro a mostrar
evidéncias de que MSC podem se transformar em CSC e que células provenientes de
tumores gerados por essas apresentam o mesmo perfil e capacidade tumorigénica da
célula parental (EUN et al., 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

A translocacdo de EGFR para o nlcleo tem importante papel para a biologia da
célula, uma vez que as funcbes do EGFR nuclear estdo associadas a proliferacédo, ao
reparo de DNA, a resisténcia a drogas e a radiacdo, a inflamacao e a tumorigénese.
Ha dois modelos principais que propéem um mecanismo de translocacdo do receptor.
Um deles estabelece que o EGFR é retrotranslocado do reticulo endoplasmatico para
o citoplasma e deste passa pelo complexo do poro nuclear para o nucleoplasma. O
outro prop6e que o EGFR é translocado por uma via de endomembranas da superficie
celular para a membrana interna do envelope nuclear, da qual é extraido para o
nucleoplasma. Ambas as hipéteses foram bem fundamentadas, e ainda ndo se sabe
qual delas estaria correta ou se ambas poderiam ocorrer em contextos ou tipos
celulares diferentes.

Apesar de alguns componentes da via de translocacdo terem sido
desvendados, pouco se sabe sobre sua cinética em diferentes tipos celulares e sobre
a participacdo de componentes nucleares nessa translocacdo. Como uma organela
associada ao envelope nuclear por ser constituida pela invaginacdo de suas
membranas para o nucleo, o reticulo nucleoplasmatico poderia participar do transporte
de EGFR associado a via de endomembranas. Além disso, por alcancar regides
profundas do nucleoplasma, o reticulo nucleoplasmatico poderia estar envolvido no
direcionamento do receptor para compartimentos especificos do ndcleo, como o
nucléolo, que estd associado a ele. A localizagdo subnuclear do EGFR néo foi
determinada, e pode estar associada a outras possiveis funcbes desse receptor no
nucleo celular.

Dada a importancia do EGFR nuclear em diversos tipos de cancer, tanto como
fator de pior progndstico quanto como mecanismo de resisténcia de pacientes a
terapias, investigar processos associados ao transporte desse receptor para 0 ndcleo
e a sua localizacdo subnuclear se faz necessario. A comparacdo desses processos
entre células tumorais e células nao tumorais seria relevante para desvendar aspectos

especificos da biologia do receptor em contexto normal e patoldgico.
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3. OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral

Estudar a cinética de translocacdo do fator de crescimento epidermal (EGF)
para 0 nucleo e a sua localizacdo subnuclear em células-tronco mesenquimais

derivadas de tecido adiposo (hASC) e em células mesenquimais tumorais (SK-HEP-1).

3.2 - Objetivos Especificos

- Estudar o perfil mesenquimal das células SK-HEP-1 e hASC;

- Verificar a capacidade de diferenciacdo de ambos os tipos celulares em linhagens

osteogénica e adipogénica;

- Analisar a cinética de translocagédo de EGF para o nucleo nos dois tipos celulares por

microscopia de superresolugéo;

- Quantificar a expresséo total de EGFR em ambos os tipos celulares;

- Estudar a colocalizacédo entre EGF e seu receptor (EGFR) nos dois tipos celulares

por microscopia de superresolucéo;
- Analisar a presenca e a estrutura do reticulo nucleoplasmético em ambos os tipos
celulares por microscopia eletrbnica de transmissdo e por microscopia de

superresolucao;

- Observar a localizacdo subnuclear especifica do EGF translocado nos dois tipos

celulares.
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4. METODOS

4.1 - Obtencdao das células

As células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano (hASC)
foram retiradas de 11 pacientes submetidos a lipoaspiracdo ou abdominoplastia na
clinica STK- Nucleo de Cirurgia Plastica (Belo Horizonte, MG) no periodo do estudo
(dois anos), conforme aprovado por comité de ética em pesquisa (COEP:
55698116.2.0000.5149). O tecido adiposo foi lavado em tampéo fosfato salino pH 7,4
(PBS: 0,138 M de NaCl; 0,010 M de fosfato e 0,0027 M de KCI) por duas vezes e
submetido a digestdo por 0,1 % de colagenase do tipo 1 (Sigma-Aldrich) a 37 °C por
45 a 60 minutos. A cada 15 minutos a solugéo foi vigorosamente agitada de forma
manual até que o tecido estivesse bem digerido. Em seguida, ela foi centrifugada a
300 x g por 10 minutos a 25 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado celular
foi ressuspendido em meio completo (composicdo detalhada na secéo 4.2). As células
foram transferidas para garrafa de cultura de 25 cm? (T25; Sarstedt) e mantidas em
estufa com atmosfera imida a 37 °C e 5 % de CO,. O meio de cultura foi trocado a
cada 2 dias até que a garrafa atingisse uma confluéncia aproximada de 80 % e as
células pudessem ser transferidas para garrafas de cultura de 75 cm? (T75; Sarstedt)
para subcutura.

As células humanas SK-HEP-1 (ATCC® HTB52) foram obtidas da American
Type Culture Collection e congeladas em tanque de nitrogénio liquido conforme

especificacdo do fornecedor.

4.2 - Cultivo das células

As células foram cultivadas em meio completo, composto por meio modificado
de Dulbecco com alta glicose (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium high glucose;
DMEM; Sigma-Aldrich), com 4,5 g/L de glicose e 4 mM de L-glutamina, suplementado
com 5 mM de bicarbonato de sodio (VETEC), 10 % de soro fetal bovino (SFB) (Gibco)
e com solucdo de antibidticos e antimicético com concentragdo final no meio de: 100
U/mL de Penicilina; 0,1 mg/mL de Estreptomicina e 0,25 ug/mL de Anfotericina B
(PSA; Sigma-Aldrich). Esse meio teve o pH ajustado para 7.2 e foi filtrado em
membrana de difluoreto de polivinilideno de 0,22 ym (Millipore).

As células foram cultivadas em garrafas de 75 cm?® (Sarstedt) e colocadas em
estufa com atmosfera imida a 37 °C e 5 % de CO,. A troca de meio ocorreu a cada 3

dias e a subcultura foi realizada quando a confluéncia da garrafa atingiu de 80 % a 90
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% ou a cada 3 dias. Para a subcultura, as células foram tratadas com 0,05 % tripsina-
EDTA (Gibco) por 4 a 6 minutos a 37 °C. As hASC foram utilizadas nas passagens de
3 a5 e as células SK-HEP-1 foram utilizadas nas passagens de 5 a 30.

4.3 - Caracterizacao imunofenotipica das células

A expressao de marcadores de superficie de células mesenquimais foi avaliada
por citometria de fluxo (Guava® easyCyte 6-2L — Millipore) para as células SK-HEP-1 e
hASC. Apé6s tratamento com 0,05 % tripsina-EDTA (Gibco), as células foram
centrifugadas a 300 x g por 10 minutos e incubadas com solugdo de bloqueio,
contendo 1 % de albumina de soro bovina (BSA) (Sigma) e 5 % de soro de cabra
(Gibco) em PBS. As células foram novamente centrifugadas e o precipitado foi
ressuspendido em solucdo contendo anticorpo monoclonal de camundongo na diluigdo
1:50 para cada um dos clusters de diferenciacdo (CD): CD105, CD90, CD45 (BD®
Bioscience) e CD11b (Immuno Tools). O grupo controle foi incubado apenas em PBS
com 1 % de BSA (Sigma). Ap6s incubacado por 30 minutos a 4 °C, as células foram
centrifugadas e ressuspendidas em solugcdo de anticorpo secundario anti-IlgG de
camundongo Alexa Fluor® 488 (Life Technologies) ou Alexa Fluor® 647 (Life
Techonologies) na diluicdo de 1:500. Apds incubacgdo por 30 minutos a 25 °C, as
células foram lavadas com PBS e diluidas para leitura no citbmetro.

Os parametros tamanho e granulosidade foram ajustados para o grupo controle
e a definicdo da populagéo de células que seriam analisadas foi feita apos leitura de
5000 eventos pelo citbmetro. O ajuste da intensidade de fluorescéncia para o Alexa
Fluor® 488 (filtro de emissdo 525/30) ou para o Alexa Fluor® 647 (filtro de emiss&o
661/19), em escala logaritmica, também foi realizado para o grupo controle, para
delimitar a faixa de auséncia de marcacdo. Definidos os parametros, iniciou-se a
leitura dos eventos em triplicata para cada um dos marcadores utilizados. Em células-
tronco mesenquimais, a marcacdo para CD105 e CD90 deve ser maior que 80 %,
enquanto para CD45 deve ser menor que 2 % e para CD11b deve ser baixa (BOURIN
et al.,, 2013). A porcentagem média de eventos positivos para cada um deles foi
determinada de acordo com o grupo controle ndo marcado por analise dos diagramas
de disperséo de pontos obtidos pelo citbmetro e foi representada por histogramas. As

analises foram feitas com o uso do software FlowJo™.
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4.4 - Diferenciacédo das células em linhagem osteogénica

Para a diferenciacdo de ambos os tipos celulares em linhagem osteogénica,
foram semeadas 1x10* células por poco (hASC) ou 1 a 5x10° células por poco (SK-
HEP-1) em placas de 6 pocos (Sarstedt). Apos 12 a 24 horas, o meio completo foi
substituido por meio de diferenciacdo osteogénica em pH 7,2 a 25 °C, composto por:
DMEM (Sigma-Aldrich), 1 % de PSA, 10 % de SFB (Gibco), 50 uM de &cido ascorbico
(Ecibra), 10 mM de B-glicerofosfato (Sigma-Aldrich) e 0,1 uM de dexametasona (Aché)
(ZUK et al., 2001). Para os pogos controles, o meio foi substituido por meio completo
novo. A troca de meio se deu a cada 2 dias, durante 21 dias.

No 21° dia, iniciou-se o protocolo de coloracdo de Von Kossa para as células
dos pocos experimentais e controles, como descrito a seguir. As células foram lavadas
com PBS e fixadas com etanol (Neon) a 70 % por 24 horas a 4 °C. Depois de lavadas
com &gua destilada, foi adicionada solu¢éo de nitrato de prata (Cromoline) a 5 % em
agua em todos os pocos, que foram, entéo, expostos a luz ultravioleta por 1 hora. As
células foram lavadas com &gua destilada, incubadas em solu¢cdo de 5 % de
tiossulfato de sédio (Cinética Quimica LTDA) em agua destilada por 5 minutos e foram
novamente lavadas. Em seguida, elas foram contra-coradas com eosina por 40
segundos e analisadas ao microscopio Olimpus IX70 para verificar a produgdo de
matriz de mineralizacdo caracteristica de células da linhagem osteogénica. A
fotodocumentacéo foi realizada nos aumentos de 4 x, 10 x e 20 x, com 0 uso da

camera QIClick e do software Image Pro Plus 7.01 (Media Cybernetics).

4.5 - Diferenciacédo das células em linhagem adipogénica

Para diferenciagdo em linhagem adipogénica, células foram semeadas na
concentracdo de 1x10” células por poco (hASC) ou 1 a 5x10° células por poco (SK-
HEP-1) em placas de 6 pocos (Sarstedt). Apdés 12 a 24 horas, o0 meio completo foi
substituido por meio de diferenciacdo adipogénica em pH 7,2 a 25 °C, composto por:
DMEM (Sigma-Aldrich), 1 % de PSA, 10 % de SFB (Gibco), 0,1 uM de dexametasona
(Aché), 50 uM de Indometacina (Sigma-Aldrich), 100 Ul de insulina (Lilly) e 0,5 mM de
isobutil-metilxantina (Sigma-Aldrich) (ZUK et al., 2001). Nos poc¢os controles o meio foi
substituido por meio completo novo. O meio dos pogos experimentais e controles foi
trocado a cada 2 dias.

No 21° dia de experimentacdo, as células foram lavadas com PBS e fixadas
por solucdo de formaldeido (Cromoline) a 10 % em PBS por 1 hora a temperatura

ambiente. Apés lavadas com agua destilada, as células foram incubadas em solugao
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de isopropanol (Neon) a 60 % em &gua destilada por 5 minutos e, em seguida,
incubadas em solugéo de 6leo vermelho O (Sigma-Aldrich) por 5 minutos adicionais.
Os pocos foram lavados com agua destilada e contra-corados com hematoxilina
(Doles) por 1 minuto. As células foram analisadas ao microscoépio invertido Olimpus
IX70 para verificar a presencga de goticulas lipidicas intracelulares coradas com o 6leo
vermelho O. A fotodocumentagé&o foi realizada nos aumentos de 4 x, 10 x e 20 x, com
0 uso da camera QIClick (QImaging) e do software Image Pro Plus 7.01 (Media
Cybernetics).

4.6 — Imunofluorescéncia

Para realizar o protocolo de marcacdo de proteinas celulares por
imunofluorescéncia, laminulas de 22 mm x 22 mm (Electron Microscopy Sciences)
foram flambadas e colocadas em cada um dos pocos de placas de 6 pocos (Sarsted).
Em seguida, foram semeadas 2x10° células em 2 mL de meio completo sobre as
laminulas. No dia seguinte, o0 meio completo foi retirado dos pocgos e esses foram
lavados com PBS previamente a adicdo de meio sem SFB. Apos 16 h, as células
foram estimuladas com EGF biotinilado complexado a Alexa Fluor® 488 estreptavidina
(EGF-488) (Life Techonologies) a 200 mg/mL pelos tempos de 0 (sem estimulo), 5, 10,
20 e 40 minutos, para a andlise da cinética de translocacdo de EGF para o nicleo e da
sua localizagédo subnuclear, e por 10 e 40 minutos para as analises de colocalizagédo
entre EGF e seu receptor (EGFR). Em seguida, elas foram lavadas com PBS, fixadas
com solucéo de formaldeido (Cromoline) a 3,7 % em PBS por 15 minutos, lavadas
novamente com PBS e permeabilizadas por solucdo de triton X-100 (Sigma-Aldrich) a
0,05 % em PBS por 15 minutos. As células foram novamente lavadas com PBS e
incubadas por 1 hora em solugéo do bloqueio contendo 1 % de BSA (Sigma-Aldrich) e
5 % de soro de cabra (Gibco) em PBS. As laminulas foram, entéo, incubadas a 4 °C
por 12 a 16 horas em solucao de anticorpo priméario, diluido em PBS com 1 % de BSA
(Sigma-Aldrich) conforme apresentado na tabela 1. Apés lavar as laminulas com PBS
por 3 vezes de 5 minutos, elas foram incubadas por 1 h a temperatura ambiente em
solucdo de anticorpo secundario (produzido em cabra) diluido em PBS com 1 % de
BSA (Sigma-Aldrich) (tabela 1). A essa solu¢cdo também foi adicionada a sonda
nuclear Hoechst 33258 (Life Techonologies) na concentragdo de 1 pg/mL. As
laminulas foram lavadas com PBS por 3 vezes de 10 minutos e montadas em lamina

utilizando-se o0 meio de montagem Prolong Gold Antifade Reagent (Molecular Probes).
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Tabela 1: Anticorpos utilizados para imunofluorescéncia

Experimento Marcagéo Anticorpo primario Diluigéo Anticorpo Secundario Diluigéo
Cinética de . Monoclonal de coelho anti- . Alexa Fluor® 555 de cabra anti- i
translocagdo de Nucleolo fibrilarina (Cell Signalling) 1:400 coelho (Invitrogen) 1:1000
EGF para o nucleo
e localizagédo Envelope | Monoclonal de camundongo anti- 1-100 Alexa Fluor® 647 de cabra anti- 1-1000
subnuclear do EGF| Nuclear Lamina B2 (Life Technologies) : camundongo (Invitrogen) :
Colocalizagio entre Monoclonal de camundongo anti- . Alexa Fluor® 555 de cabra anti- .
EGF e EGFR EGFR EGFR (Millipore) 1:250 camundongo (Invitrogen) 1:1000

Para cada experimento de imunofluorescéncia, foram montadas laminas
experimentais, com todas as marcacdes desejadas, e laminas controles, com a
marcagado por apenas um anticorpo primario e incubagdo com todos 0s anticorpos
secundarios utilizados nas laminas experimentais. Dessa forma, é possivel
estabelecer a marcacdo de fundo (background) de cada anticorpo secundario para a
molécula ou estrutura marcada por cada anticorpo priméario. O controle negativo do
experimento foi realizado com a marcacao apenas por anticorpos secundarios e sonda

Hoechst.

4.7 - Microscopia de superresolucéo

As laminas com células marcadas por imunofluorescéncia foram analisadas por
microscopia de superresolucdo, utilizando-se o microscopio Zeiss LSM 880 com
detector de Airyscan e o software ZEN2, no Centro de Aquisicdo e Processamento de
Imagens (CAPI) da UFMG. Para a aquisicdo de imagens foi utilizada a objetiva plana-
apocromatica com aumento de 63 vezes, abertura numérica (NA) de 1.4, tendo 6leo
como meio de imersdo. Os lasers utilizados foram: Diodo 405 nm (para excitagdo de
Hoechst), Argdnio 458/488/514 nm (para excitacdo de Alexa Fluor® 488), HeNe 543
nm (para excitacdo de Alexa Fluor® 555) e HeNe 633 nm (para excitacdo de Alexa
Fluor® 647). O detector utilizado foi o Airyscan, composto por 32 elementos que
simulam, cada um, uma iris (pinhole) de 0,2 unidade de Airy (UA), possibilitando a
obtencdo de imagens com maior resolucdo nas trés dimensdes (X, Y e Z) em
comparagdo a microscopia confocal convencional. As dimensdes das imagens
adquiridas foram de 1024 pixels x 1024 pixels, 16-bits.

Para cada lamina experimental, foram realizadas séries de secdes Opticas no
eixo Z (série Z) de, pelo menos, 4 campos. As séries Z foram feitas de modo a
abranger todo o volume celular para obtencéo de imagens em 3 dimensfes. Foram
adquiridas séries Z de todos os canais também para as laminas controles. Todas as

imagens foram processadas pelo Airyscan antes de serem analisadas, e a
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fluorescéncia dos pixels para cada canal ap0s esse processamento tinha intensidade

similar, de acordo com o perfil tragado pelo software ZEN2.

4.8 - Quantificacdo dos clusters de EGF

Células estimuladas com EGF-488 por 0 (sem estimulo) 5, 10, 20 e 40 minutos
e com marcacdo para nucléolo, envelope nuclear e nucleo (conforme detalhado na
secao 4.6) foram analisadas por microscopia de superresolucdo. Foram adquiridas
imagens em série Z de, pelo menos, 4 campos por tempo de estimulo para cada
experimento de imunofluorescéncia, sendo 2 experimentos para cada tipo celular. O
ajuste do ganho e da intensidade de laser para o canal de EGF na aquisicdo das
imagens foi 0 mesmo entre os diferentes tempos de estimulo para cada tipo celular, de
forma a permitir uma analise quantitativa dos clusters de EGF marcados. Foram
adquiridas imagens de campo claro de todos os campos para verificar a morfologia e
integridade das células e, assim, seleciona-las para a analise da cinética de
translocacado de EGF para o nucleo.

Para a andlise das células, foi delimitado o contorno nuclear de cada uma delas
e a area nuclear foi selecionada, gerando outro arquivo apenas com o nucleo de uma
célula. Essa imagem foi aberta no software Image Pro Plus Premier 3D (Media
Cybernetics). Por meio da funcdo “/so surface”, uma superficie renderizada em 3
dimensbes para as marcagdes de EGF-488 e de nucleo foi criada. Essa superficie
baseada na fluorescéncia do canal selecionado, sendo possivel ajusta-la para eliminar
o background de marcacdo e selecionar apenas o objeto desejado. A imagem
tridimensional gerada foi comparada a imagem de superresolucdo original para
verificar se 0s objetos tridimensionais gerados pelo software condiziam com as
marcacdes das estruturas fluorescentes desejadas. Essa comparacao foi realizada em
imagens de nucleos de células estimuladas com EGF-488 por 40 minutos. A partir
dessa andlise, foi determinada a area do histograma de distribuicdo da intensidade de
marcacao dos pixels que seria considerada pelo programa para gerar a superficie em
3 dimensdes para o canal 488. Essa area foi delimitada de forma a excluir os pixels
com baixa intensidade de marcacdo pelo EGF-488, e foi determinado, para cada
imagem, um limite inferior de intensidade de fluorescéncia que o software deveria
considerar ao gerar o objeto tridimensional. Foi estabelecida a média do valor desse
limiar para cada experimento e para cada tipo celular. O limiar inferior médio de
intensidade de fluorescéncia do canal de EGF-488 determinado para as células
estimuladas por 40 minutos foi utilizado para gerar as imagens tridimensionais de

todas as células de um mesmo experimento e de um mesmo tipo.
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Os dados quantitativos da superficie tridimensional criada para o canal EGF-
488, como 0 numero de objetos marcados por esse canal na imagem e o volume
desses, foram gerados pelo software. As estruturas marcadas por EGF-488 foram
denominadas clusters, ou aglomerados, de EGF. Os dados obtidos foram utilizados
para a andlise do numero de clusters de EGF por nucleo, do volume médio de cada
cluster e do volume total ocupado pelos clusters em cada nucleo (nimero de clusters
X volume médio de cada cluster), para as hASC e para as SK-HEP-1, em cada tempo
de estimulo. As andlises foram feitas considerando-se apenas as células que
continham clusters de EGF no nucleo. Os parametros foram comparados entre 0s
tempos em cada tipo celular.

4.9 - Analises de colocalizagao

A colocalizacdo entre EGF e EGFR foi verificada em células hASC e SK-HEP-1
estimuladas por 10 e 40 minutos com EGF-488 e marcadas para anticorpo anti-EGFR,
conforme detalhado na secédo 4.6. Imagens em série Z de 5 campos por tempo de
estimulo foram adquiridas por microscopia de superresolucao. Para as andlises de
colocalizagéo, foi utilizado o software ZEN lite Black edition e o protocolo descrito em
“Colocalization analysis in AIM and ZEN - A Carl Zeiss how-to guide”. Cada pixel da
imagem foi plotado em um diagrama de dispersdo de acordo com a intensidade de
marcagdo para cada um dos canais a serem analisados, conforme exemplificado na
figura 4A (a esquerda). No quadrante nimero 1 estdo os pixels com intensidade de
fluorescéncia alta para um canal, e no quadrante 2 estdo os pixels com intensidade de
fluorescéncia alta para o outro canal. No quadrante 3 estdo os pixels com alta
intensidade de fluorescéncia para ambos os canais, ou seja, 0s pixels em gue ocorre a
colocalizacéo entre os dois canais. Ja no quadrante 4, os pixels tém intensidade de
fluorescéncia baixa para ambos 0s canais, ou seja, correspondem ao background de
marcacao.

Para determinar a posicao das linhas horizontal e vetical que definem cada um
dos quadrantes (campo destacado pelo retangulo vermelho na figura 4A), foram
utilizadas as imagens das laminas controles com apenas uma das marcacgfes (EGF ou
EGFR), mas com ambos os canais Alexa Fluor® 488 e Alexa Fluor® 555 adquiridos.
Como exemplificado na figura 4B, as linhas vertical e horizontal foram posicionadas de
forma que todos os pixels ficassem abaixo delas, e nenhum no quadrante de
colocalizagdo (quadrante 3). O valor de intensidade de fluorescéncia no qual cada
linha seria posicionada foi obtido pela média de 3 imagens bidimensionais controles,

originadas a partir da juncdo das sec¢des Opticas da série z com projecdo de maxima
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intensidade dos pixels. Esses valores foram utilizados para a andlise de colocalizacéo
das imagens experimentais, que contém ambas as marcacfes (exemplificada pela
figura 4A, a direita) e que também foram obtidas pela projecdo de méxima intensidade
das sec¢des Opticas da série Z adquirida.

Figura 4: Exemplo da analise de colocalizacéo realizada pelo software ZEN lite Black
edition. A - A esquerda, diagrama de dispersdo de pixels de uma imagem experimental com
duas marcacdes. Os quadrantes 1, 2, 3 e 4 estdo respresentados no grafico. Pixels que
apresentam marcacdo de ambos os canais (verde e vermelho) estdo representados no
quadrante 3 e como pontos brancos na imagem a direita da figura. As linhas horizontais e
verticais que definem os quadrantes do diagrama de dispersdo sdo ajustadas no campo
marcado por retangulo vermelho. B- Imagens controles com apenas uma das marcacdes
desejadas (verde ou vermelha). A posi¢cdo das linhas verticais e horizontais sdo determinadas
de forma que todos os pixels estejam localizados abaixo delas. As imagens foram retiradas do
manual “Colocalization analysis in AIM and ZEN - A Carl Zeiss how-to guide”.

O coeficiente de correlacdo de Pearson foi gerado para cada imagem pelo
software ZEN lite Black edition. Valores positivos indicam correlagé@o linear positiva
entre as duas variaveis (intensidade de fluorescéncia de cada canal); valores
negativos indicam correlagdo linear negativa, e valor zero indica auséncia de

correlagdo. Quanto mais proximo de 1, maior a correlacdo positiva entre os canais.

4.10 - Extracdo de proteinas totais

Para extrair proteinas totais de cada tipo celular, foram semeadas 2x10° células
por poco em placas de 6 pocos (Sarstedt), em meio completo. Quando os pocgos
atingiram confluéncia de 70 a 100 %, o meio completo foi substituido por meio sem
SFB. ApGs 12 a 16 h, as células foram lavadas com PBS por duas vezes e foram
lisadas por tamp&o NETN, composto por 150 mM de cloreto de sédio (VETEC), 1 mM
de EDTA (Sigma-Aldrich), 20 mM de Tris-HCI pH 8,0 (Sigma-Aldrich) e 0,5 % de
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Nonidet P-40 (Sigma-Aldrich), e suplementado com 1 % de coquetel de inibidores de
protease e de coquetéis de inibidores de fosfatase. As células foram coletadas em
tubos de centifugacdo de 1,5 mL, agitadas por 1 minuto em vortex, sonicadas por 1
minuto e incubadas em gelo por 10 minutos. Os tubos foram, entdo, centrifugados a
16000 x g por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi coletado em novos tubos, que
foram congelados a -20 °C. Para as células SK-HEP-1 foram extraidas proteinas de
células de 3 culturas diferentes. Para as hASC, foram extraidas proteinas de células
em quinta passagem de um paciente e de células em quarta e em quinta passagem de
outro paciente.

As proteinas extraidas foram quantificadas pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). Primeiramente foi estabelecida uma curva padrdo a partir de
solugdes com concentragbes conhecidas e crescentes de BSA (Sigma-Aldrich)
incubadas com o reagente de Bradford e colocadas em leitor de placas para medi¢éo
da absorbancia a 595 nm. A partir da curva, a concentracdo de proteinas das
amostras foi determinada ap0s incubagdo dessas com o reagente de Bradford e

medicao da absorbancia a 595 nm.

411 - Western Blot

Amostras contendo 30 ug de proteina, tampao de amostra e Ditiotreitol (DTT,
Sigma-Aldrich) como agente desnaturante foram aplicadas em gel desnaturante de
poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10 %. Também foi aplicado o padrdo de peso molecular
Plus Protein™ ou Kaleidoscope™ (Bio-Rad) para que fosse possivel verificar a
loalizacdo da proteina com o tamanho de interesse. As proteinas foram separadas por
eletroforese a 90 V por 90 minutos e, em seguida, foram transferidas do gel para
membrana de fluoreto de polivinilideno com o uso do sistema de transferéncia semi
seco (Trans-Blot Semi-Dry Cell — Bio-Rad) a 20 V por 90 minutos. As membranas
foram, entdo, incubadas por uma hora em solucdo de bloqueio, composta por 5 % de
leite em p6 desnatado em TBST, solucao salina tamponada com Tris (20 mM de NacCl,
20 mM de Tris base a pH 8,0) com 0,05 % de Tween® 20 (Sigma-Aldrich).

ApoOs bloqueio, as membranas foram incubadas em anticorpo primario diluido
em solucéo de bloqueio por 12 a 24 h a 4 °C. Os anticorpos primarios utilizados foram
anti-a tubulina monoclonal feito em camundongo (Sigma-Aldrich) na diluicdo 1:1000 e
anti-EGFR policlonal produzido em coelho (Santa Cruz Biotechnology) na diluicdo
1:250. Apé6s lavar as membranas por 3 vezes de 5 minutos em TBST, elas foram
incubadas por uma hora em solucao de bloqueio com anticorpo secundario anti-coelho
(diluicdo 1:2000) (Cell Signaling) e anti-camundongo (diluicdo 1:1000) (Life
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Techonologies) conjugados a peroxidase. As membranas foram novamente lavadas
em TBST por 3 vezes de 10 minutos e foram incubadas por 5 minutos em solucéo
ECL Plus (Thermo Scientific). A peroxidase do anticorpo secundario reage com um
substrato presente nessa solucdo, ativando a oxidacdo do luminol (que também
consitui 0 ECL) e produzindo luz. Os filmes BioMax® MR (Carestream/Kodak) foram
expostos as membranas e foram revelados e fixados para verificar a expressédo das
proteinas de interesse (EGFR e a-tubulina) em amostras dos dois tipos celulares. As
analises quantitativas foram realizadas nas imagens digitalizadas com o uso do

software Image J.

4.12 - Microscopia Eletrénica de Transmisséo

As células SK-HEP-1 e hASC foram processadas para andlise da ultraestrutura
nuclear por microscopia eletronica de transmissao. Para tal, elas foram semeadas em
placas de 60 mm de didmetro na concentraco de 5x10° (hASC) e 6x10° (SK-HEP-1)
em meio completo. Apds 48 h, com uma confluéncia de 90 a 100 % das placas, o meio
foi substituido por fixador Karnovsky modificado, composto por 2,5 % de glutaraldeido
(EMS), 2 % de paraformaldeido (MERCK) e 0,1 M de tampé&o fosfato (0,1 M de fosfato
de sodio monobasico e 0,1 M de fosfato de soédio dibasico) pH 7,3. As células
permaneceram incubadas em fixador por um minimo de 2 h e foram, entdo, removidas
mecanicamente das placas com a utilizacdo de um raspador de células (cell scraper).
Apos coletadas, elas foram centrifugadas a 300 x g por 5 minutos e o precipitado foi
lavado com tampdao fosfato a 0,1 M pH 7,3. As amostras foram mantidas em tampéao
fosfato 0,1 M e encaminhadas ao Centro de Microscopia da UFMG para continuidade
do processamento.

No Centro de Microscopia da UFMG, apés nova centrifugagéo, o precipitado foi
embebido em agarose (Synth) a 2 % e mantido por duas horas em fixador secundario,
composto por 2 % de tetréxido de 6smio (EMS), 1,5 % de ferrocianeto (Synth) e
tampdo fosfato a 0,1 M. As amostras foram lavadas com A&agua destilada e
contrastadas em solugéo de 2 % de acetato de uranila (EMS) em solugédo aquosa com
13,3 % de sacarose (MERCK) por 24 horas. ApoOs lavadas com &gua destilada, as
amostras foram desidratadas por incubacdo em solugdes com concentracdo crescente
(v/v) de etanol em série (35 %, 50 %, 70 %, 85 %, 95 % e 100 %) e foram incubadas
em solucbes com proporcles crescentes de Epon (EMS):acetona (MERCK) para o
processo de infiltracdo em resina. As amostras foram, entéo, incluidas em resina pura
e colocadas em estufa a 45 °C e 60 °C para obtencdo de blocos de resina com as

amostras nas extremidades.
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Foram realizados cortes de 300 nm de espessura (cortes semi-finos) das
amostras com uso de navalha de vidro em ultramicrotomo (Leica, modelo UC6) para
verificar a regido com maior concentracdo de células para analise. As amostras foram,
entdo, submetidas a ultramicrotomia para a realizagdo dos cortes ultra-finos de 60 nm
de espessura, com o0 uso de navalha de diamante no ultramicr6tomo. Esses cortes
foram dispostos em telas de cobre de 200 meshes e foram contrastados em solugéo
filtrada de citrato de chumbo (MERCK). As telas com as amostras foram analisadas ao
microscépio Tecnai G2-12 SpiritBiotwin FEI 120kV, no Centro de Microscopia da
UFMG, para aquisicdo de imagens ultraestruturais das células nos aumentos de
9900x, 16500 x e 43000 x.

4.13 - Andlises Estatisticas

Os testes estatisticos foram realizados pelo programa GraphPad Prism 7.0. As
amostras foram representadas graficamente por média + erro padrédo. Em relacéo a
cinética de translocacéo, as células que ndo possuiam clusters de EGF no nucleo nao
foram utilizadas nas andlises. Para as hASC, os dados referentes ao numero de
clusters de EGF no nucleo, ao volume médio dos clusters e ao volume total ocupado
por eles no nucleo para células estimuladas foram normalizados em relag&o as células
ndo estimuladas (0 minutos), uma vez que foi detectada marcacdo de clusters
inespecifica pelo método de quantificacdo estabelecido na secdo 4.8. Essa
normalizacdo se deu pela divisdo de cada valor pela média do parametro em andlise
para as células ndo estimuladas. As analises foram feitas considerando os valores
obtidos para as células ndo estimuladas, mas esse grupo nao foi representado
graficamente. Para as SK-HEP-1 ndo houve background de marcacéo para as células
ndo estimuladas, entdo esse grupo ndo foi considerado nas analises. A normalidade
dos dados foi verificada pelos testes de D’Agostino & Pearson. A distribuicdo normal
dos dados foi assumida para amostras que passaram no teste de normalidade
(a=0,05) ou que possuiam n maior que 30. Nesses casos, foram aplicados testes
paramétricos, como teste T de Student, (a=0,05). Para as demais amostras foram
aplicados testes ndo paramétricos, como teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de

Dunn.
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5. RESULTADOS

5.1 - Células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano (hASC)
e células da linhagem SK-HEP-1 expressam marcadores caracteristicos de

células-tronco mesenqguimais (MSC).

As células-tronco derivadas de tecido adiposo humano (hASC) de pacientes
sadios submetidos a lipoaspiracdo ou abdominoplastia apresentam capacidade de
aderéncia em plastico e possuem aspecto morfolégico homogéneo do tipo
fibroblastéide. J& as células SK-HEP-1 apresentam maior heterogeneidade de formas
em cultura, com algumas células aderentes de morfologia epitelial ou endotelial e

outras células pouco aderentes e arredondadas (figura 5).
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Figura 5: Modelos celulares. Imagens de contraste de fase das células utilizadas no presente
estudo. As células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (hASC) possuem aspecto
homogéneo fibroblastéide e as células tumorais da linhagem SK-HEP-1 apresentam
populacdes heterogéneas. Aumento: 20 x; barra de escala: 100 ym.

A caracterizacdo dos dois tipos celulares como células-tronco mesenquimais
(MSC) foi realizada por citometria de fluxo (figura 6). O perfil de marcacdo dos
anticorpos foi comparado entre as células marcadas com anticorpo primario para o0s
clusters de diferenciacdo CD105, CD90, CD11b ou CDA45 e as células ndo marcadas
(controle negativo). Para as hASC, a imunofenotipagem apresentou marcacao positiva
(maior que 80 %) para CD 105 e para CD 90 e marcacdo negativa (menor que 2 %)
para CD11b e para CD45, como caracteristico para MSC (tabela 2). Esses resultados
sugerem, portanto, que as células isoladas de tecido adiposo apresentam um perfil

tronco-mesenguimal.
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Figura 6: hASC e SK-HEP-1 expressam marcadores de superficie caracteristicos de
células-tronco mesenquimais. As células foram imunofenotipadas por citometria de fluxo
guanto ao perfil tronco-mesenquimal. Histogramas representam o namero de eventos (eixo Y)
em relagdo a intensidade de fluorescéncia da marcacao do anticorpo secundario utilizado (eixo
X). Em cinza, histogramas dos eventos marcados com 0s anticorpos para os clusters de
diferencia¢do indicados (CD 105, CD 90, CD 11b, CD 45). Em preto, histogramas do controle
negativo de marcacao. Por analise dos diagramas de dispers@o de pontos, foi estabelecida a
porcentagem de eventos positivos em relagdo ao controle negativo para hASC e SK-HEP-1.
Dados representativos de um experimento, com leitura em triplicata de 5000 eventos para cada
marcacao.
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Tabela 2: Expressédo de marcadores de superficie pelas hASC

Marcadores de superficie
Estromais Hematopoiéticos
CD105 CDo0 CD11b CD45
Percentual medio de 90,30 99,83 0.55 1,93
marcagio (%)
Erro padrio (%) 0,21 0,07 0,07 0,07

As células SK-HEP-1 apresentaram marcacao de 5,52 % * 0,03 % para CDA45,
marcador de células hematopoiéticas. A imunofenotipagem dessas células apresentou
o perfil caracteristico de MSC para as marcagdes positivas de CD105 e CD90 e para a
marcacdo baixa de CD11b (tabela 3). Esses resultados sugerem que as SK-HEP-1
expressam marcadores caracteristicos de células estromais mesenquimais, apesar de

apresentarem uma baixa expressdo de CD45.

Tabela 3: Expresséo de marcadores de superficie pelas células SK-HEP-1

Marcadores de superficie
Estromais Hematopoiéticos
CD105 CDa0 CD11b CD45
Percentual medio de 99,80 99,97 4,44 5,52
marcagao (%)
Erro padrio (%) 0,06 0,03 0,18 0,03

5.2 - hASC e SK-HEP-1 apresentam capacidade de diferenciacdo em linhagens

mesenquimais

A capacidade de diferenciacdo das hASC e SK-HEP-1 foi verificada por meio
do cultivo em meio indutor de adipogénese ou osteogénese por 21 dias, seguido de
coloracdo diferencial. A figura 7 mostra, em diferentes aumentos, a capacidade de
diferenciacdo osteogénica para hASC e SK-HEP-1, com a formagdo de matriz de
mineralizacdo por essas células. Na coloracdo de Von Kossa, os depdsitos de célcio
da matriz sdo reduzidos pela luz UV e substituidos pela prata, o que confere a esses
depésitos a cor amarronzada, como mostrado nas imagens de células cultivadas em
meio osteogénico (figura 7).

A diferenciagdo adipogénica das hASC foi evidenciada pela presenca de
goticulas lipidicas coradas com Oleo Vermelho O no interior das células cultivadas em
meio adipogénico, como mostrado em diferentes aumentos na figura 8. Nas células

SK-HEP-1 é possivel verificar a presenca de estruturas intracelulares marcadas com
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esse corante. Porém, elas ndo sdo exclusivas de células cultivadas em meio
adipogénico, estando presentes também nas células controles, cultivadas em meio

completo (figura 8).

‘ Controle

Meio Osteogénico

SK-HEP-1

Controle

Meio Osteogénico

Figura 7: hASC e SK-HEP-1 possuem capacidade de diferenciacdo osteogénica. Células
foram cultivadas em meio completo (controle) e meio osteogénico por 21 dias e foram
submetidas a coloracdo de Von Kossa. Imagens de contraste de fase nos trés aumentos (4 X,
10 x e 20 x) mostram a presenca de matrizes de mineralizacdo (em marrom) produzidas por
células hASC e SK-HEP-1 diferenciadas em linhagem osteogénica. Barra de escala: 100 ym;
n=3.
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Figura 8: Capacidade de diferenciacdo em linhagem adipogénica é verificada em hASC,
mas ndo em SK-HEP-1. Células foram cultivadas em meio completo (controle) e meio
adipogénico por 21 dias e foram submetidas & coloragdo de 6leo vermelho O. Imagens de
contraste de fase mostram a presenca de goticulas lipidicas intracelulares (em vermelho) em
hASC (meio adipogénico) nos trés aumentos (4 x, 10 x e 20x). Para as SK-HEP-1, ndo houve
diferenca de coloracao entre células controles e células cutivadas em meio adipogénico. Barra
de escala: 100 uym; n=3.

Esses resultados mostram que ambos os tipos celulares se diferenciam em
linhagem osteogénica, mas a capacidade de diferenciacdo em linhagem adipogénica

foi confirmada apenas para as hASC por esse método.
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5.3 - A translocacdo do fator de crescimento epidermal (EGF) para o nucleo
ocorre em hASC e em SK-HEP-1

Para verificar se a translocacdo de EGF para o nlcleo ocorre em ambos 0s
modelos celulares, células foram estimuladas por 0 (sem estimulo), 5, 10, 20 e 40
minutos com EGF biotinilado complexado a Alexa Fluor® 488 estreptavidina (EGF-488)
e tiveram o nlcleo marcado por sonda Hoechst. Na figura 9A é possivel verificar que,
com 5 minutos de estimulo, poucos clusters (conjuntos) de EGF (em verde) podem ser
vistos no nucleo (em azul) de hASC e de células SK-HEP-1. Com o0 aumento do tempo
de permanéncia de EGF no meio, os clusters aumentam em nimero e em volume na
regido nuclear. Para as hASC, o volume dos clusters parece maior com 40 minutos de
estimulo. Para as SK-HEP-1, os clusters aparentam ter maior volume com 20 e 40
minutos de estimulo, tempos nos quais parece ocorrer uma maior quantidade de
clusters nesse tipo celular em comparagdo as hASC (figura 9A). As imagens da
reconstrucao tridimensional das sec¢des Opticas em série do nlcleo celular, adquiridas
por microscopia de superresolucdo, confirmam a presenc¢a dos clusters de EGF no
nucleoplasma em hASC e em SK-HEP-1 (figura 9B).

Na figura 9C estdo representadas imagens de campo claro de ambos os tipos
celulares. As setas apontam exemplos de células selecionadas para a analise
guantitativa da translocacdo de EGF para o nudcleo. As células que apresentaram
morfologia e integridade anormais, ou que estavam superpostas por outras células,

ndo foram consideradas para quantificacdo dos clusters de EGF no nucleo.

5.4 - A cinética de translocacao de EGF para o nucleo difere entre hASC e SK-
HEP-1

A andlise quantitativa da cinética de translocacdo de EGF para o nucleo em
hASC e em SK-HEP-1 foi feita com o uso do software Image Pro Plus Premier 3D,
como detalhado na secdo 4.8 - Quantificagcdo dos clusters de EGF A figura 10
apresenta imagens da superficie renderizada tridimensional para o nucleo e para os
clusters de EGF gerada pelo programa para cada tempo de estimulo com EGF-488 e
para cada tipo celular. Pelas imagens € possivel observar que, tanto para hASC (figura
10A) quanto para SK-HEP-1 (figura 10B), os clusters de EGF (em verde) aumentam
em quantidade no nucleoplasma (em azul) a partir de 10 minutos de estimulo,
apresentando um volume maior em tempos posteriores. Os clusters tridimensionais

foram definidos a partir da determinacdo de um limite inferior de intensidade de
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fluorescéncia dos pixels para o canal do Alexa Fluor® 488, fluoréforo conjugado ao
EGF.

40 min

hASC

SK-HEP-1

B SK-HEP-1
C
hASC SK-HEP-1
/
-

| L

Figura 9: EGF transloca-se para o0 nucleo em hASC e em SK-HEP-1. Células foram
estimuladas com EGF conjugado a Alexa Fluor® 488 por 5, 10, 20 e 40 minutos, tiveram seus
ndcleos marcados com sonda Hoechst e foram analisadas por microscopia de superresolugao.
A- Imagens representativas do plano central das células hASC e SK-HEP-1 estimuladas por
diferentes tempos. Os clusters de EGF (em verde) estdo presentes em maior quantidade no
nacleo (em azul) das células a partir de 10 minutos de estimulo. As imagens séo
representativas de 2 experimentos de imunofluorescéncia, totalizando 8 a 10 campos . Barra
de escala: 10 ym. B- Reconstrucéo tridimensional das sec¢des opticas seriais do nucleo de
células hASC e SK-HEP-1 estimuladas por 40 minutos com EGF conjugado a Alexa Fluor® 488.
A intercessao dos eixos X (verde) e Y (vermelho) na imagem pode ser observada nos planos
X-Z (parte superior da imagem) e Y-Z (a direita). Para ambos os tipos celulares, os clusters de
EGF (em verde) na intercessao X-Y estdo no nucleoplasma (em azul) das células em X-Z e em
Y-Z. Imagens representativas de 2 experimentos de imunofluorescéncia, totalizando 41 (hASC)
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e 37 (SK-HEP-1) células. Barra de escala: 2 um. C- Imagens de campo claro representativas
de hASC e SK-HEP-1, mostrando exemplos de células que foram selecionadas para a
guantificacdo dos clusters de EGF no nucleo (setas). Barra de escala: 10 pm.

A 5 min 10 min 20 min 40 min

hASC

‘:u" h“" '-’ “-

B 5 min 10 min 20 min 40 min

SK-HEP-1

B .ha 4
- of i

Figura 10: Reconstrugao em 3D do nicleo de células estimuladas com EGF. Imagens de
microscopia de superresolucado de células estimuladas por 5, 10, 20 e 40 minutos, e com
nucleo marcado, foram usadas para criacéo de superficie renderizada do ndcleo e dos clusters
de EGF em 3 dimensdes por meio do programa Image Pro Plus Premier 3D. A- Imagens em
3D representativas do nucleo de células-tronco (hASC) estimuladas por diferentes tempos. B-
Imagens em 3D representativas do nicleo de células SK-HEP-1 estimuladas por diferentes
tempos. Em A e B, a parte superior da figura representa uma sec¢éo transversal e a parte
inferior, longitudinal. Os clusters de EGF estdo em verde e o nlcleo estd em azul. Eixos
representados nas imagens: X (vermelho), Y (verde) e Z (azul).

O numero de clusters de EGF por nucleo, o volume médio de cada cluster, e 0
volume total ocupado pela soma dos clusters em cada nacleo foram determinados
para as hASC e para as SK-HEP-1 em cada tempo de estimulo a partir dos dados
gerados pelo software Image Pro Plus Premier 3D. Os valores brutos da média + erro

padrdo de cada um desses parametros estdo representados na tabela 4.
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Tabela 4: Parametros quantitativos dos clusters de EGF nuclear para cada tempo de
estimulo em hASC e em SK-HEP-1

Ti ul Tempo de estimulo Niamero médio de Volume médio de cada |Volume total dos clusters
Ipo celular com EGF-488 clusters por nicleo® cluster {pm:"!c}uster}* por nicleo {pm?’}*
5 min 775+ 1.60 0.05+0.02 064 +0.15
hASC 10 min 40,98 £+4.97 0.29+0.06 1468+35
20 min 2421+ 253 0,32 +0.05 10,08 £ 2.25
40 min 2693214 0.60 £0.05 17.96 £ 2,07
5 min 10,81 +2.90 0.24+010 285+1.00
i . . . \ 8.51+144
SKHEP-1 10 min 2216 £ 2,65 0,30 £0.03
20 min 2938 +2.00 1.04 + 0,11 32.88+403
40 min 2354 +152 1,31+ 0,16 30,74 + 3 67

*: Valores representados como média + erro padréo.

Algumas células hASC nao-estimuladas apresentaram clusters de EGF-488,
que seriam correspondentes a uma marcacgao inespecifica gerada pela estratégia de
definicdo de clusters escolhida para as analises (se¢do 4.8 - Quantificacdo dos
clusters de EGF). Os valores dos parametros obtidos para todos os tempos
experimentais foram normalizados em relagdo aos valores obtidos para as células
nao-estimuladas, e essas foram incluidas nas andlises estatisticas de cada parametro.
Na apresentacdo dos dados (tabela 4 e figuras 11 e 13), entretanto, foram utilizados
os valores brutos, e o grupo de 0 minutos de estimulo foi excluido. Em relagéo as SK-
HEP-1, nenhuma célula ndo estimulada apresentou cluster de EGF pela quantificacdo
realizada e, desse modo, o grupo de 0 minutos de estimulo nédo foi considerado nas
analises desse tipo celular.

Para as hASC, das 39 células estimuladas por 5 minutos, 11 ndo continham
clusters de EGF e foram eliminadas das analises, o que também ocorreu para uma
das 39 células estimuladas por 20 minutos. Foi observado que o numero de clusters
de EGF no nucleo é menor em 5 minutos de estimulo em comparacéo aos tempos de
10, 20 e 40 minutos de estimulo, ndo ocorrendo diferenga estatisticamente significativa
entre estes (figura 11A). Em relacdo ao volume médio de cada cluster, ele também é
menor em 5 minutos de estimulo, mas tem valor maior em 40 minutos de estimulo
quando comparado a 10 e 20 minutos de estimulo (figura 11B). Verificando-se, entéo,
o volume total dos clusters de EGF no nucleo, foi observado que ele € menor em 5
minutos de estimulo, mas nao difere entre os tempos de 10, 20 e 40 minutos de
estimulo (figura 11C). De acordo com o teste estatistico utilizado, ndo houve diferenca
entre o grupo O minutos de estimulo e o grupo 5 minutos de estimulo para as hASC.

Para as SK-HEP-1, 17 de 38 células estimuladas por 5 minutos né&o

apresentaram clusters de EGF e foram eliminadas das analises. Assim como para as
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hASC, foi observado que o nimero de clusters de EGF no nucleo para esse tipo
celular € menor em 5 minutos de estimulo em comparacao a 10, 20 e 40 minutos de
estimulo (figura 12A). Entretanto, o perfil cinético do volume médio de cada cluster
diferiu nas SK-HEP-1: foi menor para 5 e 10 minutos de estimulo e maior para 20 e 40
minutos de estimulo, sem diferenca entre 5 e 10 minutos e entre 20 e 40 minutos
(figura 12B). Esse mesmo perfil se manteve para a andlise do volume total dos cluster
de EGF por nucleo, que também foi menor para para os tempos de estimulo de 5 e 10
minutos e maior para os tempos de estimulo de 20 e 40 minutos (figura 12C).

O gréfico da figura 13 mostra a comparacao entre o perfil cinético dos dois
modelos celulares analisados em relacdo ao volume total ocupado pelos clusters de
EGF em cada nucleo celular (representado como média + erro padrdo). Para as hASC,
esse volume aumentou em 10 minutos de estimulo e manteve-se constante nos
tempos posteriores analisados. Ja para as SK-HEP-1, o volume total dos clusters de
EGF aumentou com 20 minutos de estimulo e permaneceu constante em 40 minutos
de estimulo. Durante a aquisicdo das imagens foi observado que as SK-HEP-1
apresentavam clusters de EGF nuclear maiores em comparacdo as hASC nesses
tempos de estimulo.

Os resultados das andlises de imagens de microscopia de superresolucao
mostram que o EGF apresenta um perfil cinético de translocagdo para o nucleo
diferente entre hASC e SK-HEP-1.

5.5 - A sintese de EGFR nas células SK-HEP-1 é maior do que em hASC

Como as células SK-HEP-1 aparentam ter clusters de EGF de maior volume no
nuacleo em 20 e em 40 minutos em comparagdo as hASC, hipotetizamos se essas
células tumorais sintetizam maior quantidade de EGFR do que as células-tronco. Foi
realizada, entdo, a extracdo de proteinas totais de ambos os tipos celulares apés 12 a
16 horas em meio sem soro fetal bovino (SFB). As proteinas foram separadas por
eletroforese e foram submetidas a técnica de Western Blot, utilizando-se anticorpos
primarios anti-EGFR para verificar a quantidade desse receptor e anti-a tubulina como
normalizador (figura 14A). Pela analise densitométrica das bandas proteicas de EGFR
obtidas no Western Blot, verificou-se uma maior intensidade de marcacéo das bandas
de EGFR para células SK-HEP-1 (média + erro = 3,55 + 0,84) em comparagéo as
hASC (média + erro = 0,63 % 0,18), como mostrado na figura 14B.

Esses resultados sugerem que as células SK-HEP-1 produzem maior
gquantidade de EGFR do que as hASC, o que poderia estar associado aos diferentes

perfis de cinética de translocacao de EGF para os dois tipos celulares.
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Figura 11: Clusters de EGF nuclear em hASC tém maior volume médio em 40 minutos de
estimulo e ndo diferem em nimero e volume total entre 10, 20 e 40 minutos de estimulo.
Andlise de células estimuladas por 0 (ndo representado), 5, 10, 20 e 40 minutos com EGF-488.
A- Numero de clusters de EGF por nucleo de hASC. B- Volume médio dos clusters de EGF no
nacleo de hASC. C- Volume total ocupado pelos clusters de EGF no nicleo de hASC. Teste
estatistico: Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn. Barras: média = erro padrdo; n amostral
representado abaixo do eixo X. #: difere de todos 0s outros grupos com p<0,001; *: p<0,05; **:
p<0,01.
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Figura 12: Clusters de EGF nuclear em SK-HEP-1 n&o diferem em nimero entre 10, 20 e
40 minutos de estimulo e tém maior volume médio e total em 20 e 40 minutos de
estimulo. Andlise de células estimuladas por 5, 10, 20 e 40 minutos com EGF-488. A- Nimero
de clusters de EGF por nucleo de células SK-HEP-1. B- Volume médio dos clusters de EGF no
ndcleo de SK-HEP-1. C- Volume total ocupado pelos clusters de EGF no nicleo de SK-HEP-1.
Teste estatistico: Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn. Barras: média + erro padrdo; n
amostral representado abaixo do eixo X. #: difere de todos os outros grupos com p<0,05; *:
p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001.
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Comparacéao entre SK-HEP-1 e hASC quanto ao
volume total dos clusters de EGF
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Figura 13: Perfil da cinética de translocacdo de EGF para o nucleo difere entre hASC e
SK-HEP-1. O gréfico representa a média * erro padrdo do volume total do nucleo ocupado
pelos clusters de EGF em células hASC e SK-HEP-1 estimuladas por 5, 10, 20 e 40 minutos.
Houve diferenca no perfil da cinética de translocacdo do EGF entre os dois modelos celulares.
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Figura 14: SK-HEP-1 produz maior quantidade de EGFR do que hASC. A- Western Blot de
proteinas extraidas de células de ambos os tipos cultivadas por 12 a 16h em meio sem SFB.
Anticorpos utilizados: anti-EGFR e anti-a tubulina. B- Analise densitométrica das bandas
proteicas referentes a expressdo de EGFR (175kDa) obtidas no Western Blot. A intensidade
média das bandas foi calculada pelo software Image J. A expresséo de a-tubulina (50kDa) foi
utlizada como normalizador. Teste estatistico: teste T de Student; n=3; *: p<0,05.

5.6 - EGF se colocaliza com seu receptor (EGFR) em hASC e em SK-HEP-1

Para verificar se o EGF transloca para o nucleo com o seu receptor, foi
realizada uma analise de colocalizacdo entre EGF-488 e EGFR marcado com
anticorpo para a porcdo citoplasmatica desse receptor. Essa andlise foi feita em
células hASC e SK-HEP-1 estimuladas por 10 e por 40 minutos com o EGF. A figura
15 apresenta imagens da projecdo da maxima intensidade das secdes Opticas das
séries Z adquiridas por microscopia de superresolucdo. As marcacdes para EGF (em
verde), para EGFR (em vermelho), para o nlcleo (em azul) e a sobreposicdo delas
estdo representadas na parte superior das figuras 15A e 15B. Na imagem de
sobreposicao é possivel obervar a colocalizagédo entre ligante e receptor (representada
por pontos amarelos) para hASC (figura 15A) e SK-HEP-1 (figura 15B). Na parte
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inferior dessas figuras, a esquerda, estao representadas as andlises de colocalizagéo.
Os diagramas mostram a dispersédo dos pixels colocalizados no terceiro quadrante.
Esses pixels estdo marcados por pontos brancos nas imagens a direita do diagrama
das figuras 15A e 15B.

O coeficiente de correlacdo de Pearson (R) obtido pelas andlises das imagens
adquiridas estdo entre 0,23 e 0,73 para hASC e entre 0,74 e 0,89 para SK-HEP-1,
como apresentado nas tabelas na parte inferior & direita das figuras 15 A e 15 B.
Como os valores de R para SK-HEP-1 sdo mais préximos de 1, a correlacdo entre
ligante e receptor € maior para este tipo celular quando comparado as hASC nesta
andlise. Entretanto, como todos os valores de R sdo maiores que zero, ha uma
correlag@o positiva entre os canais de EGF e EGFR para ambos os tipos celulares

analisados.

5.7 - O reticulo nucleoplasmatico esta presente nas hASC e nas SK-HEP-1

A presenca e a estrutura das invaginacdes do reticulo nucleoplasmatico foram
verificadas pela técnica de microscopia eletrénica de transmissao. A figura 16 mostra
algumas invaginagbes dessa organela no nucleo das hASC. Elas sdo do tipo I,
formadas pelas membranas internas e externas do envelope nuclear, e algumas
parecem estar associadas ao nucléolo (figura 16A, 16B e 16D). E possivel ver alguns
ribossomos e vesiculas citoplasméticos no cerne dessas invaginacgdes (figura 16D).
Durante a aquisicdo das imagens foi possivel perceber que a maioria das células na
amostra ndo apresentava reticulo nucleoplasmatico.

As células SK-HEP-1 também apresentam reticulo nucleoplasmatico, como
pode ser visto na figura 17. Algumas invaginacdes parecem estar associadas ao
nucléolo (figura 17B, 17C e 17D) e a maioria sao do tipo Il, com presenca de poro
nuclear (figura 17E) e cerne citoplasmético (figura 17A). Apenas em uma célula da
amostra foi encontrada invaginacdo do tipo I, composta somente pela membrana
interna do envelope nuclear, gerada a partir de uma invaginacéo do tipo Il (figura 17F).
A maioria das células SK-HEP-1 analisadas na amostra apresentava reticulo
nucleoplasmatico, e esse era composto por invaginacdes que parecem maiores e mais

frequentes em comparacéo as presentes nas hASC.
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A EGF EGFR Nucleo Sobreposigao

Coeficiente de correlagdo de
Pearson (R) para hASC

Tempo de estimulo
10 minutos 40 minutos
0,57 0,61
0,30 0,73
0,24 0,68
0,33 0,52
0,23 0,64
B Sobreposicao

Coeficiente de correlagdo de
Pearson (R) para SK-HEP-1

Tempo de estimulo
10 minutos 40 minutos
0,74 0,87
0,76 0,89
0,87 0,85
0,77 0,89
0,83 0,86

Figura 15: EGF se colocaliza com seu receptor (EGFR) em hASC e em SK-HEP-1. Células
estimuladas com EGF conjugado a Alexa Fluor® 488 por 10 e 40 minutos e marcadas com
anticorpo anti-EGFR e com sonda Hoechst foram analisadas por microscopia de
superresolucao. As sec¢bes dpticas de cada série Z adquirida foram utilizadas para gerar uma
imagem bidimensional com a projegdo de maxima intensidade de pixels. A e B- Parte
superior: imagens de células hASC (A) e SK-HEP-1 (B) estimuladas por 40 minutos
representando as marcacdes realizadas (EGF: verde; EGFR: vermelho; nucleo: azul) e a
sobreposicdo delas, com a colocalizacdo entre EGF e EGFR em amarelo. Barra de escala: 10
pum. Parte inferior: a esquerda, diagrama de dispersédo dos pixels com colocalizacéo entre os
canais Alexa Fluor® 488 (EGF) e Alexa Fluor~ 555 (EGFR) da imagem representada na
respectiva parte superior. Imagem com os pixels colocalizados em branco (coeficiente de
correlacdo de Pearson igual a 0,73 em A e 0,87 em B). A direita, tabela com valores do
coeficiente de correlacédo de Pearson calculado pelo software ZEN lite Black edition para todas
as imagens de células hASC (A) e SK-HEP-1 (B) estimuladas por 10 e 40 minutos. Imagens
representativas de 1 experimento de imunofluorescéncia, totalizando 10 campos.
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Figura 16: Reticulo nucleoplasmatico em hASC. Invaginacdes do envelope nuclear para o
nucleoplasma estédo presentes em algumas células analisadas por microscopia eletrénica de
transmissdo. A e B - Invaginacdes do tipo Il associadas ao nucléolo. C, D, E e F- Cortes
transversais de invaginagfes do tipo Il no nucleoplasma. Vesiculas sdo visiveis no cerne
citoplasmatico da invaginacdo em D, que também esta associada ao nucléolo. Aumentos:
16500 x (barra de escala: 500 nm) e 43000 x (barra de escala: 200 nm).

S . ERe ]
—————i 200 nm 00 nm

Figura 17: Reticulo nucleoplasmético em SK-HEP-1. Invaginag¢des do envelope nuclear para
0 nucleoplasma estéo presentes na maioria das células analisadas por microscopia eletronica
de transmisséo. A- Invaginacfes do tipo Il com cerne citoplasmatico, sendo possivel verificar
mitocéndria em uma delas. B, C e D- Invagina¢cdes associadas ao nucléolo. E- Maior aumento
das invaginagbes em D, evidenciando as duas membranas do envelope nuclear e a presenga
de complexo do poro nuclear. F- Invaginagéo do tipo | formada a partir de uma invaginacdo do
tipo 1. Aumentos: 9900 x (barra de escala: 1 ym), 16500 x (barra de escala: 500 nm) e 43000 x
(barra de escala: 200 nm).

Por meio das analises de microscopia de superresolucdo de células com o

envelope nuclear e o nucléolo marcados por imunofluorescéncia (figura 18A), também
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€ possivel verificar a presenca do reticulo nucleoplasmatico. As invaginacbes do
envelope nuclear, marcadas com anticorpo anti-lamina B2, estdo no nucleoplasma em
ambos os tipos celulares, como pode ser visto nos planos X-Z e Y-Z das
resconstrugdes tridimensionais das sec¢fes Opticas seriais do nucleo celular (figura
18B). Nessa figura também é possivel observar que algumas dessas invaginacdes
estdo associadas ao nucléolo, marcado com anticorpo anti-fibrilarina. Pela
visualizacdo das imagens de microscopia de superresolu¢cdo do nucleo celular, as
células SK-HEP-1 apresentam reticulo nucleoplasmético com invaginagbes mais
profundas e em maior quantidade, enquanto as hASC possuem invagina¢cdes mais
curtas e em menor quantidade (figura 18C), o que também foi observado por
microscopia eletrdnica. Todas as imagens apresentadas na figura 18 sdo de células

nao estimuladas por EGF.

5.8 - EGF tem distribuicdo difusa no nucleo e pode ser encontrado no reticulo
nucleoplasmatico em hASC e em SK-HEP-1

Apos verificar a cinética de translocacao de EGF para o nucleo e a presencga do
reticulo nucleoplasmatico em ambos os tipos celulares, avaliamos se os clusters de
EGF nuclear estariam nesta organela ou no nucléolo, que pode estar associado a ela.
Para tal, células estimuladas por 40 minutos com EGF conjugado a Alexa Fluor® 488
e marcadas com anticorpo anti-lamina B2 (para evidenciar o0 reticulo
nucleoplasmatico), com anticorpo anti-fibrilarina (para evidenciar o nucléolo) e com
sonda Hoechst (para identificacdo do nucleo) foram avaliadas quanto a localizagdo
nuclear dos clusters de EGF. A figura 19A representa a secdo central da série de
secBes oOpticas do nlcleo para os dois tipos celulares. E possivel verificar que os
clusters de EGF estdo espalhados pelo nucleoplasma (em azul) de forma difusa em
todas as células analisadas. Alguns clusters (em verde) se localizam no reticulo
nucleoplasméatico (em vermelho) e no nucléolo (em laranja) em hASC e em SK-HEP-1,
como indicado pelas setas brancas. Os insertos retangulares na superficie de cada
nucleo e proximos as setas correspondem aos clusters de EGF apontados por elas em
maior aumento, que estdo em amarelo claro devido a sobreposicdo das marcacdes
(figura 19A). As imagens de reconstrucao tridimensional das se¢fes Opticas em série
do ndcleo de ambos os tipos celulares confirmam a presenca de clusters de EGF no
reticulo nucleoplasmético em hASC e em SK-HEP-1 (figura 19B).

Em resumo, esses resultados indicam que os clusters de EGF nuclear estdo
distribuidos de forma difusa por todo o nucleoplasma e podem estar localizados no

reticulo nucleoplasmético e no nucléolo de ambos os tipos celulares.
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Figura 18: SK-HEP-1 apresenta invaginac¢des do reticulo nucleoplasmético visualmente
em maior quantidade e profundidade do que hASC. A- Imagem de microscopia de
superresolucdo do plano central de células SK-HEP-1 mostrando a marcagdo do envelope
nuclear por anticorpo anti-lamina B2 (em vermelho), do nucléolo por anticorpo anti-fibrilarina
(em laranja) e do DNA nuclear pela sonda Hoechst (em azul). Barra de escala: 10 ym. B-
Resconstrucgéo tridimensional das se¢fes Opticas em série do nucleo celular. A intercessdo dos
eixos X (verde) e Y (vermelho) na imagem pode ser observada nos planos X-Z (parte superior
da imagem) e Y-Z (a direita). Para ambos os tipos celulares, as invaginacdes do envelope
nuclear (em vermelho) presentes na intercessdo X-Y estdo no nucleoplasma (em azul) das
células em X-Z e em Y-Z. Algumas das invaginacdes estdo associadas ao nucléolo (em
laranja). Barra de escala: 2 ym. C- Imagens representativas do plano central do nudcleo de
células de ambos os modelos. As células SK-HEP-1 apresentam reticulo nucleoplasméatico (em
vermelho) com invaginacdes visualmente mais longas e em maior quantidade do que as hASC.
Barra de escala: 2 ym. As imagens em B e C sado representativas de 3 experimentos de
imunofluorescéncia totalizando 62 (hASC) e 59 (SK-HEP-1) células ndo estimuladas por EGF.
Elas foram ajustadas no software ZEN lite Black edition para evidenciar apenas as
invaginacdes do envelope nuclear, e ndo o envelope nuclear como um todo.
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Figura 19: EGF nuclear esta presente no reticulo nucleoplasmatico e nucléolo. Células
foram estimuladas com EGF conjugado a Alexa Fluor® 488 por 40 minutos e tiveram o reticulo
nucleoplasmatico marcado com anticorpo anti-lamina B2, o nucléolo marcado com anticorpo
anti-fibrilarina e o ndcleo marcado com sonda Hoechst. A- Imagens representativas do plano
central do ndcleo de células hASC e SK-HEP-1 estimuladas. Os clusters de EGF (em verde)
estdo espalhados pelo nucleoplasma (em azul) em ambos os tipos celulares. As setas brancas
apontam clusters de EGF localizados no reticulo nucleoplasmatico (em vermelho) e no nucléolo
(em laranja). Esses clusters estdo em amarelo claro e em maior aumento nos insertos
retangulares proximos as setas que os evidenciam. Barra de escala: 2 ym. B- Reconstrugao
tridimensional das seg¢fes Opticas seriais de células hASC e SK-HEP-1 estimuladas. A
intercesséo dos eixos X (verde) e Y (vermelho) na imagem pode ser observada nos planos X-Z
(parte superior da imagem) e Y-Z (a direita). Para ambos os tipos celulares, os clusters de
EGF (em verde) na intercessédo X-Y estdo no reticulo nucleoplasmatico (em vermelho) das
células em X-Z e em Y-Z. As imagens em A e B, de microscopia de superresolucédo, sédo
representativas de 2 experimentos de imunofluorescéncia, totalizando 41 (hASC) e 37 (SK-
HEP-1) células. Elas foram ajustadas no software ZEN lite Black edition para evidenciar apenas
as invaginacdes do envelope nuclear. Barra de escala: 2 ym.
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6. DISCUSSAO

A presenca de EGFR no nucleo estd relacionada a um fendtipo proliferativo e
tumoral, além de estar associada a resisténcia de pacientes a tratamentos para
diferentes tipos de cancer e a um pior progndstico dessa classe de doencgas (HAN; LO,
2012; LEE; WANG; HUNG, 2015). Dada a importancia de se estudar a translocacéo
dessa proteina para o nucleo em diferentes tipos celulares, o presente trabalho avaliou
aspectos relacionados a cinética do trafego de EGF para o nucleo, bem como sua
localizacdo nesse compartimento celular, em dois tipos celulares mesenquimais,
sendo um deles tumoral.

Os modelos celulares utilizados neste trabalho foram caracterizados quanto aos
aspectos morfoldgico (figura 5) e imunofenotipico (figura 6) e quanto a capacidade de
diferenciacdo em linhagens mesenquimais (figuras 7 e 8). Por essas analises, as
células isoladas de tecido adiposo humano (hASC) proveniente de lipoaspirado e
abdominoplastia apresentavam caracteristicas de células-tronco mesenquimais, como:
aderéncia ao plastico; morfologia fibroblastéide; expressdo de marcadores estromais
(CD105 e CD90); auséncia de expressdo de marcadores hematopoiéticos (CD11b e
CD45), e capacidade de se diferenciarem em linhagens adipogénicas e osteogénicas.
Essas caracteristicas foram verificadas anteriormente pelos pioneiros no isolamento
dessas células (ZUK et al., 2001) e condizem com o estabelecido pelo novo critério de
definicdo de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (BOURIN et al.,
2013).

Assim como caracterizado por Heffelfinger e colaboradores em 1992, as células
SK-HEP-1 utilizadas nesse trabalho apresentavam morfologia heterogénea (figura 5),
com células epiteliéides ou endotelidides aderentes e células arredondadas pouco
aderentes (HEFFELFINGER et al., 1992). A expressdo dos marcadores mesenquimais
CD90 e CD105 por essas células e a capacidade que possuem de se diferenciarem
em linhagem osteogénica esta de acordo com o trabalho de Eun e colaboradores em
2014, o que sugere que as SK-HEP-1 sejam células-tronco mesenquimais tumorais,
como apresentado por esses autores (EUN et al., 2014). Apesar da porcentagem de
marcacao para CD45 nao ter sido negativa (tabela 3), ela esta muito proxima do limiar
estabelecido por BOURIN e colaboradores em 2013 (menor que 2 % de marcacao). As
condicbes nas quais a imunofenotipagem foi realizada, como as referentes ao
protocolo e ao equipamento utilizados neste trabalho, podem ser melhor padronizadas
para averiguar a frequéncia de marcacao para CD45. Além disso, para confirmar o
perfil  tronco-mesenquimal das SK-HEP-1, sera necessario realizar a

imunofenotipagem com subculturas em diferentes passagens utilizando, além dos
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apresentados neste trabalho, outros marcadores para células-tronco mesenquimais
estabelecidos pelo critério de BOURIN e colaboradores, como o CD13, CD73, CD29
(positivos) e CD31 e CD235a (negativos) (BOURIN et al., 2013).

A coloracdo de goticulas lipidicas por 6leo vermelho O para evidenciar a
diferenciacdo em linhagem adipogénica das SK-HEP-1 ocorreu ndo s6 para as células
cultivadas em meio adipogénico, mas também para as células controles, cultivadas em
meio completo (figura 8). Devido a isso, ndo é possivel afirmar que essas células
possuem capacidade de diferenciagdo em linhagem adipogénica. Entretanto, as
imagens obtidas por este trabalho, tanto das células cultivadas em meio adipogénico
quanto das células controles, sé@o visivelmente semelhantes a imagem apresentada
por EUN e colaboradores, em 2014, para exemplificar a diferenciagéo adipogénica das
SK-HEP-1. Como esse estudo anterior ndo mostra imagens de células controles, nédo
€ possivel comparar a coloracdo dessas com as obtidas neste trabalho.

De acordo com (BOURIN et al., 2013), o 6leo vermelho O pode corar lipideos
intracelulares presentes em outros tipos de células que ndo as da linhagem
adipogénica. Isso poderia explicar a marcagdo por esse corante de ambas as células
experimentais e controles no presente trabalho. Portanto, para verificar se as células
SK-HEP-1 sdo capazes de se diferenciar em linhagem adipogénica, € necessario
analisar a expressdo de marcadores de adipogénese, como adiponectina, proteina
gue se liga a acidos graxos 4 (FABP4), leptina, receptor ativado por proliferador de
peroxisomo y (PPARYy) e glicerol 3 fosfato desidrogenase (BOURIN et al., 2013). Outra
forma de comprovar o perfil tronco-mesenquimal dessas células seria verificar a
capacidade de diferenciacdo dessas em outras linhagens mesenquimais, como
condrogénica e miogénica, o que foi previamente apresentado para as hASC (ZUK et
al., 2002).

Os modelos celulares caracterizados foram, entdo, avaliados quanto a presenca de
EGF biotinilado complexado a Alexa Fluor® 488 estreptavidina (EGF-488) no nlcleo. A
presenca do EGFR no nucleo apés sua ativacdo foi observada para varios modelos
celulares e tecidos proliferativos, como hepatécitos, tiredide, células basais da mucosa
oral, placenta, células epiteliais imortalizadas e diversos tipos de cancer e linhagens
tumorais (LIN et al., 2001; LO; HUNG, 2006). Alguns ligantes do EGFR, como EGF,
TGFa e HB-EGF, também foram observados no nucleo (WANG; HUNG, 2012). Em um
estudo anterior do nosso grupo, foi mostrada a translocacdo de EGF-488 para o
nucleo de células SK-HEP-1 por microscopia confocal em tempo real. Verificou-se,
ainda, que o EGF nuclear se colocalizava com o EGFR (CAMPOS et al., 2011).

Neste trabalho, também foi possivel observar a presenca de EGF-488 no nucleo

de células SK-HEP-1 (figura 9), mas por uma técnica de maior resolu¢cdo quando
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comparada a microscopia confocal. O LSM 880 com detector de Airyscan permite a
aquisicdo de imagens com maior resolucédo lateral (140 nm a 488 nm de excitacdo) e
axial (400 nm a 488 nm de excitacdo), o que gera uma resolucdo global 1,7 vezes
maior do que a microscopia confocal convencional (WEISSHART, 2014). Devido a
isso, a distingdo de objetos fluorescentes préximos é mais eficaz. Com o uso da
microscopia de superresolucdo, verificamos a presenca de EGF-488 também no
nucleo das hASC, sendo o primeiro relato dessa observacao (figura 9).

Estudos pioneiros observaram que o estimulo de células com EGF marcado por
15| (CARPENTER; COHEN, 1976), fluoréforos (GORDEN et al., 1978) ou ferritina
(HAIGLER; MCKANNA; COHEN, 1979) leva a associacéo desse ligante ao receptor, e
esses complexos receptor-ligante se aglomeram em regiées revestidas da membrana
plasmatica, formando clusters. Utilizamos, entdo, essa denominacdo para nos
referirmos aos conjuntos de EGF-488 observados nas andlises, e assumimos que o
EGFR é translocado juntamente ao ligante utilizado neste estudo.

A cinética de translocacdo de EGFR para o nucleo foi observada em estudos
anteriores. Lin e colaboradores verificaram, por fracionamento das porgcdes
citoplasméticas e nucleares e Western blot das proteinas extraidas de cada fracao,
gue células A431 estimuladas por EGF durante 1 minuto ja apresentavam EGFR no
nucleo. O pico da translocagdo do receptor para o nucleo ocorreu entre 15 e 30
minutos nesse estudo (LIN et al., 2001). Utilizando a mesma abordagem, nosso grupo
verificou, em estudo anterior, a cinética de translocacdo de EGFR para o nucleo em
células SK-HEP-1. Foi observado que, apds 2,5 minutos de estimulo com EGF, o
receptor era detectado no nucleo, sendo que o pico da translocacdo ocorreu em 10
minutos de estimulo (CAMPOS et al., 2011).

Neste trabalho, diferentemente dos apresentados, realizamos uma analise em 3
dimensdes de imagens de microscopia de superresolucdo para verificar a cinética de
translocacdo de EGF para o nucleo. Para tal andlise, foram utilizadas células
estimuladas por 0, 5, 10, 20 e 40 minutos com EGF-488 que apresentaram morfologia
e integridade normais nas imagens de campo claro (como exemplificado na figura 9C).
O software Image Pro Plus Premier 3D foi escolhido para o estudo da cinética de
translocacdo de EGF para o nucleo por possibilitar a identificacdo dos objetos
marcados nas imagens de microscopia de superresolucdo e a mensuragdo desses.
Com o uso desse software, foi criada uma superficie renderizada tridimensional para
cada nucleo celular e para cada cluster de EGF isoladamente (figura 10). Um limiar
inferior médio de intensidade de fluorescéncia dos pixels no canal 488 foi definido para
que a superficie tridimensional criada em torno dessa marcacao delimitasse os pixels

marcados que corresponderiam aos clusters de EGF de modo a abranger o minimo do
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background dela (pixels com intensidade de fluorescéncia baixa). Como as células
estimuladas por 40 minutos apresentaram, visualmente, clusters de maior volume (o
gue permitiu distingui-los com maior precisdo do background da marcacao), elas foram
escolhidas para se estabelecer esse limiar inferior médio para cada tipo celular, o qual
foi utilizado para a andlise dos outros tempos de estimulo. Os clusters de EGF nuclear
tridimensionais obtidos para todos os tempos foram avaliados quanto ao ndmero e ao
volume para ambos os tipos celulares.

Comparamos a cinética de translocacdo de EGF para o nucleo entre um modelo
de célula-tronco mesenquimal (hASC) e um modelo de célula mesenquimal tumoral
(SK-HEP-1). Como essas células apresentam aspectos proliferativos e fisiol6gicos
distintos, o processo de translocacdo de EGFR pode ser diferencial entre elas. As
investigacdes sobre a biologia do receptor e sua translocacdo utilizaram, na maioria
das vezes, células tumorais que apresentam alta expressdo de EGFR (HUNTER;
COOPER, 1981); (WANG et al, 2010b); (LIAO; CARPENTER, 2007). Estudos
comparativos entre células tumorais e células normais quanto ao processo de
translocacéo de EGFR para o nucleo séo desconhecidos.

A analise da cinética para as hASC mostrou que a quantidade de clusters de EGF
nao difere entre os tempos de 10, 20 e 40 minutos de estimulo, mas o volume médio
de cada cluster é maior em 40 minutos de estimulo (figura 11). Isso sugere que, nesse
tempo, clusters existentes ou recém translocados se aglomeram uns aos outros.
Entretanto, essa aglomeracdo nao é suficiente para gerar uma diferenca significativa
em relacdo ao numero de clusters e ao volume total ocupado por eles entre os tempos
supracitados. Assim sendo, a andlise da cinética de translocacao de EGF para as
hASC sugere que essas células atinjam um equilibrio de translocacdo para o nucleo
com 10 minutos de estimulo. Como o tempo de 5 minutos nao diferiu estatisticamente
do tempo de 0 minutos para todos os parametros observados, consideramos que ndo
hé presenca significativa de clusters de EGF no nucleo das hASC para esse tempo de
estimulo.

Para as SK-HEP-1, o numero de clusters de EGF foi menor para 5 minutos de
estimulo e ndo diferiu entre 10, 20 e 40 minutos, mas o volume médio de cada cluster
e 0 volume total ocupado pelos clusters foi maior para 20 e 40 minutos em
comparagdo a 5 e 10 minutos de estimulo, sem diferenca estatistica entres estes
grupos (figura 12). Esses dados também sugerem uma aglomeracédo dos clusters de
EGF com o passar do tempo. Tal aglomeragdo nado alterou o nimero de clusters nos
tempos supracitados, mas, diferentemente das hASC, ela foi importante para
aumentar o volume total de EGF no nucleo a partir de 20 minutos. 1sso sugere que,

para as SK-HEP-1, a translocacdo de EGF da membrana plasmatica para o nucleo
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continuou ocorrendo de forma significativa em 20 minutos de estimulo, e esses
clusters se aglomeraram aos ja existentes formando clusters de maior volume a partir
desse tempo.

Ao compararmos o perfil da cinética de translocagdo de EGF para o nucleo,
verificamos, entdo, que ele difere entre os dois tipos celulares (figura 13). Para as
hASC dectamos a presenca significativa de EGF nuclear em 10 minutos de estimulo e,
a partir desse tempo, ndo ha aumento dessa proteina no nucleo. J& para as SK-HEP-1
detectamos EGF nuclear a partir de 5 minutos, ocorrendo um aumento dessa proteina
no nucleo em 20 minutos de estimulo. Comparar essa cinética entre os dois grupos
por métodos estatisticos conhecidos ndo € adequado, ja que os dados obtidos para as
hASC sédo normalizados pelos valores das células ndo estimuladas, e os dados
obtidos para as SK-HEP-1 séo brutos. Devido a isso, optamos por apresentar apenas
a comparacdo do perfil cinético. Entretanto, numa analise qualitativa, as SK-HEP-1
aparentam ter maior volume de EGF nuclear aos 20 e 40 minutos de estimulo quando
comparadas as hASC. Para verificar se a cinética permanece constante para os dois
tipos celulares, é necessario avaliar a translocagdo de clusters de EGF em tempos
maiores de estimulo e observar se o volume total de EGF no nucleo se altera com o
tempo.

Dado que a quantidade de EGF adicionada durante o estimulo para os dois
tipos celulares é a mesma, e que esse ligante se associa ao seu receptor formando
clusters de complexos EGF-EGFR que sao internalizados (ZIDOVETZKI et al.,
1981;HAIGLER; MCKANNA; COHEN, 1979), a diferenca no perfil da cinética de
translocacdo de EGF para o nucleo entre SK-HEP-1 e hASC pode estar associada a
expressao de seu receptor na membrana dessas células. Células tumorais podem
apresentar uma maior expressdo de EGFR, e essa superexpressdo pode estar
associada a esse fenétipo (YARDEN; PINES, 2012). Por meio das técnicas de
extracdo de proteinas totais e Western Blot, verificamos que a expressao de EGFR é
maior em SK-HEP-1 do que em hASC (figura 14). Isso sugere que, por ter maior
guantidade de receptores expressos na membrana, a quantidade de EGF que pode
ser internalizado por associacdo a esses receptores também é maior, o que leva ao
aumento do volume de EGF no nucleo em SK-HEP-1 em tempos prolongados de
estimulo. Como as hASC produzem menor quantidade de receptores, a quantidade de
ligante que pode ser internalizado também € menor, e a célula atinge seu equilibrio de
translocacdo em tempos anteriores quando comparado as SK-HEP-1. Além disso,
essa diferenca na producdo do receptor reflete a biologia de cada tipo celular, e a
translocacéo de EGFR para o nucleo pode ser diferente entre as duas células por elas

apresentarem necessidades fisiologicas distintas.
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Uma vez que verificamos a cinética de translocacdo do ligante, e ndo do
receptor, foi preciso confirmar a colocalizagdo entre EGF e EGFR em hASC e SK-
HEP-1. A analise feita nas imagens mostrou que EGF e EGFR se colocalizam em
ambos os tipos celulares (figura 15). O coeficiente de correlacdo de Pearson maior do
gue 0 indica uma correlacdo positiva para o receptor e o ligante, ou seja, o valor de
intensidade de fluorescéncia de uma marcacgéo corresponde ao valor de intensidade
de fluorescéncia para a outra marcacdo no mesmo pixel. Esse coeficiente mede o grau
em que a variabilidade das intensidades dos pixels para ambos os canais pode ser
explicada por uma relagdo linear simples entre as duas marcacdes. Porém, essa
relagdo pode ndo ser linear em alguns casos, e, devido a isso, o Coeficiente de
Pearson assume um valor abaixo do esperado (DUNN; KAMOCKA; MCDONALD,
2011). Portanto, o fato de esse coeficiente ter sido menor para hASC nao significa
auséncia de colocalizagdo, mas pode indicar que a proporgdo entre as intensidades
das marcagbes em cada pixel ndo é linear ou que ocorre presenca do receptor ndo
associado ao ligante.

A aglomeragédo dos clusters de complexos EGF-EGFR no nucleo, sugerida
para ambas as células devido ao aumento do volume médio de cada cluster em
tempos posteriores de estimulo (figuras 11B e 12B), poderia ser explicada por
possiveis localizagdes subnucleares preferenciais do EGFR. Esses locais, portanto,
estariam relacionados a alguma funcdo mais especifica do receptor no nicleo ou ao
seu mecanismo de transporte para essa organela. O envelope nuclear poderia ser
uma localizagdo preferencial, uma vez que ele esta envolvido com o transporte de
EGFR para o nucleo de acordo com o modelo de translocacéo por INTERNET. Nesse
modelo, 0 EGFR, do reticulo endoplasmatico, atinge a membrana nuclear interna do
envelope nuclear por uma via de endomembranas e € extraido para o nucleoplasma
por interagdo com Sec61p3, presente na INM (WANG et al., 2012). Tendo isso em vista,
€ possivel que outra organela nuclear esteja envolvida no trafego de EGFR para o
nucleoplasma e seja local de aglomeracado de clusters de EGF-EGFR. Essa organela
seria o reticulo nucleoplasmatico (RN), uma vez que suas invaginagfes sao continuas
ao envelope nuclear e tém papel no transporte nucleo-citoplasmatico de moléculas
(MALHAS; GOULBOURNE; VAUX, 2011). Assim sendo, os clusters de EGFR
poderiam trafegar pela membrana interna do envelope nuclear para essa organela, de
onde seriam transportados para o nucleoplasma.

Em estudos anteriores, foi verificada a presenca do RN em células SK-HEP-1
(ECHEVARRIA et al., 2003), mas n&o se tinha conhecimento sobre a presenca dessa
organela em hASC. O presente estudo confirma, por microscopia eletrdnica de

transmissao (MET) (figuras 16 e 17) e por microscopia de superresolucéo (figura 18), a
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existéncia de invaginacdes do envelope nuclear no nucleoplasma de ambos os
modelos celulares utilizados. As caracteristicas das invaginagdes observadas por MET
atendem aos critérios de classificacdo definidos por Malhas e colaboradores, em 2011,
para reticulo nucleoplasmatico do tipo Il e do tipo | (observado em apenas uma célula)
(MALHAS; GOULBOURNE; VAUX, 2011). A microscopia de superresolugédo foi uma
estratégia que permitiu analisar o reticulo nucleoplasmatico em 3 dimensdes e, como
consequéncia, verificar algumas caracteristicas analisadas por MET, como a presenca
de invaginac6es no nucleoplasma e a associacao de algumas delas com o nucléolo.

Por meio da microscopia de superresolucdo, realizamos a analise da
localizag&o dos clusters de EGF no RN e no nucléolo para os dois modelos celulares
utilizando as células estimuladas por 40 minutos, uma vez que, nesse tempo, 0s
clusters podem ser melhor visualizados por apresentarem maior volume. Verificamos
gue os clusters de EGF se localizam no RN em hASC e em SK-HEP-1 (figura 19), o
gue sugere a participacao dessa organela no processo de translocacdo dessa proteina
para o nucleo para ambos os tipos celulares. Também foram observados clusters de
EGF no nucléolo de ambos os tipos celulares, o que sugere que o EGFR possa
desempenhar alguma fungéo associada a essa organela. Foi verificado anteriormente
que receptores ERBB2 se localizam no nucléolo e apresentam fun¢des na regulacdo
da sintese de RNA ribossomais (LI et al., 2011), o que sustenta a hipétese de uma
localizacdo preferencial para o EGFR (receptor da mesma familia) nessa organela.
Pelas imagens analisadas, de modo geral, os clusters de EGF estédo distribuidos por
todo o nucleoplasma, ndo apenas nas organelas observadas (figura 19). Para verificar
melhor a localizacdo subnuclear dessa proteina e de seu receptor, seria necessario
marcar outras organelas nucleares. A localizacdo subnuclear do EGFR pode estar
associada as suas funcdes ja descritas no nacleo, como na replicacdo e reparo de
DNA e na regulacao da transcricdo (LEE; WANG; HUNG, 2015), ou a novas fungdes
associadas a essas organelas nucleares, como a producdo e modificacdo de
componentes da maquinaria de splicing (MAO; ZHANG; SPECTOR, 2011).

Tanto por MET (figuras 16 e 17) quanto por microscopia de superresolucéo
(figura 18), verificamos, que as células SK-HEP-1 aparentam ter mais invaginacdes do
que as hASC, o que esta de acordo com evidéncias de que células tumorais
apresentam maior quantidade de invaginacdes (JOHNSON et al., 2003). Além disso,
as invaginacdes das células SK-HEP-1 parecem maiores do que as presentes em
hASC, o que poderia estar relacionado ao fenoétipo tumoral dessas células
(SCHIRMER; DE LAS HERAS, 2014). Dado que as invaginagdes aumentam a area de
membrana nuclear, invaginacfes mais profundas e em maior nimero permitiriam a

presenca de maior quantidade de clusters na membrana. Isso poderia explicar a
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capacidade das células SK-HEP-1 de transportar maior volume de EGF para o nlcleo
com o aumento do tempo de estimulo (figura 12C) e, além disso, 0 maior volume total
aparente de clusters de EGF no nucleo nessas células quando comparado as hASC
em tempos prolongados de estimulo (figuras 9A e 13). Além do EGFR, o RN poderia
estar relacionado a translocacao para o nucleo de outros receptores, como o ERBB2,
uma vez que este pode ser translocado para o nucleo por via de endomembranas
(INTERNET) de acordo com Wang e colaboradores, em 2012.

A partir da diferenga encontrada para a cinética de translocacéo de EGF para o
nucleo entre hASC e SK-HEP-1, estabelecemos a hipdtese de que ela também
poderia ocorrer devido a possiveis diferencas no processo de translocacdo entre
essas células, além de estar relacionada a producao diferencial do receptor. Além do
modelo de translocagéo via INTERNET (WANG et al., 2012), hd o modelo de Liao e
colaboradores, no qual o EGFR é retrotranslocado da membrana do reticulo
endoplasmatico para o citosol pelo translocon Sec61. No citosol, esse receptor se
associa a Hsp70 para impedir formagéo de agregados e, por interagdo com importina
B, passa pelo complexo do poro nuclear para o nucleoplasma (LIAO; CARPENTER,
2007). Em um estudo recente sobre o trafego de vesiculas com Pseudomonas
endotoxina A (PE), Chaumet e colaboradores sugerem um novo mecanismo de
translocacéo de receptores de membrana para o nucleo. Este seria dependente de
estruturas que foram por eles denominadas endossomos associados ao envelope
nuclear (NAE). Por essa hipétese, ap6s endocitose dos receptores, 0s endossomos se
dirigem diretamente ao envelope nuclear, num processo independente de Golgi. Foi
observado que durante o trajeto os endossomos podem se fundir uns aos outros,
formando estruturas com maior intensidade de fluorescéncia. Os NAE, entdo, seriam
ancorados a membrana do envelope nuclear, de onde o0s receptores seriam
translocados para o nucleoplasma, numa via dependente de Sec61 (CHAUMET et al.,
2015). Para verificar se os mecanismos de translocacéo séo diferentes entre as hASC
e as SK-HEP-1, um estudo mais aprofundado, com marcacdo e silenciamento de
moléculas importantes para os trés modelos e acompanhamento dos efeitos gerados
no acumulo de EGFR no ndcleo, seria necessario.

Em suma, este trabalho sugere que as diferencas na cinética de translocag¢édo do
receptor para 0 nucleo entre as células mesenquimais analisadas podem estar
relacionadas a producéo diferencial do receptor e as fungdes nucleares relacionadas a
processos oncogénicos que ele desempenha, as quais seriam importantes para as
células tumorais analisadas. Além disso, sugerimos que o reticulo nucleoplasmatico
tenha participagdo no mecanismo de translocacdo em ambos os tipos celulares, uma

vez que alguns clusters estdo localizados nessa organela. A localizagc&o subnuclear de
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EGFR pode estar relacionada as funcbes desempenhadas pelo receptor no ndcleo e
pode estar associada a outros compartimentos nucleares especificos, assim como
parece ocorrer para o reticulo nucleoplasmético e o nucléolo, como verificado neste

trabalho.

70



7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A translocacdo de EGF para o nucleo em células-tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo e em células tumorais SK-HEP-1 avaliada neste trabalho
revelou alguns aspectos importantes relacionados as técnicas utilizadas. A
microscopia de superresolucdo foi uma técnica robusta para a identificacdo dos
clusters de EGF, a determinacéo da sua localizag&o, a minimiza¢do de background de
marcacgao e para a analise dos objetos marcados em reconstrugdes tridimensionais. A
qguantificacéo dos clusters por criagdo de uma imagem em 3 dimensdes renderizada
possibilitou avaliar a cinética de uma forma precisa, apesar de o método de ajuste dos
pardmetros para a determinacdo dos clusters ter gerado presenca de clusters em
algumas hASC néo-estimuladas.

Este estudo apresentou dados que contribuem para o entendimento da biologia
do EGFR. A cinética de translocagéo de EGF para o nucleo diferiu entre os modelos
celulares analisados, de forma que, enquanto para as hASC o equilibrio de
translocacéo parece ter sido alcangado com tempos mais curtos de exposicdo ao
ligante, para as SK-HEP-1 a translocag&o continuou ocorrendo em tempos posteriores
de estimulo. Ambos os modelos celulares analisados apresentam caracteristicas
mesenguimais, tendo as hASC perfil de células-tronco e a SK-HEP-1 perfil de célula-
tronco tumoral. A diferengca na cinética entre eles pode estar associada a maior
producdo de EGFR verificada para as SK-HEP-1 em comparacgéo as hASC.

A aglomeragcdo de EGF nuclear em tempos posteriores de estimulo para
ambas as células sugerem que o receptor apresente localizagdes preferenciais no
nucleo. A analise da localizacdo subnuclear de EGF em imagens de microscopia de
superresolucdo mostrou que os clusters estdo presentes no reticulo nucleoplasmaético,
0 que sugere a participacdo dessa organela na translocacdo de EGFR no nucleo, uma
vez que ela esta associada ao envelope nuclear, envolvido no mecanismo de trafego
do receptor em um modelo proposto. Foram observados clusters de EGF também no
nucléolo, o que sugere o desempenho de funcbes por parte do receptor nesse
compartimento. Outros clusters estao distribuidos de forma difusa pelo nucleoplasma,
e podem estar associados a outras organelas nucleares.

Como perspectiva, € preciso verificar de forma detalhada a cinética de
translocacdo nos dois tipos celulares e outros mecanismos que possam estar
relacionados a ela, como os envolvidos nos modelos de translocagéo estabelecidos.
Além disso, analisar a localizagdo subnuclear do EGF com a marcacdo de outras
organelas nucleares seria importante para desvendar novas fungdes do seu receptor

no nucleo.
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9. ANEXOS

9.1 — Aprovacgio do Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE  55698116.2.0000.5149

Interessado{a): Prof, Alfredo Miranda de Goes
Departamento de Bicquimica e Imunologia
Instituto de Ciénclas Biolégicas- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP aprovou, no
dia 18 de maio de 2016, o projeto de pesquisa intitulade “"Modelo
substituto de pele humana a partir de principlos da engenharia de
tecidos visando a regeneracio de lesdes e utilizacdo em testes
toxicologicos In vitro" bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhade ao COEP um
ano apds o inicio do projeto através da Plataforma Brasil
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9.2 — Termo de doacdo de material humano para pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Termo de doacao de material humano para pesquisa cientifica

Eu, Joana Lobato Barbosa, RG: MG-13.966.344, CPF n° 012332266-90,
declaro, para os devidos fins, que doei amostras de tecido adiposo subcutaneo
humano destinado ao meu projeto de pesquisa intitulado “Modelo substituto de
pele humana a partir de principios da engenharia de tecidos visando a
regeneracao de lesdes e utilizagdo em testes toxicolégicos”, nimero COEP:
55698116.2.0000.5149, para o projeto de mestrado de Camila Cristina Fraga
Faraco, RG: MG-15.967.779, CPF n° 099137566-18, intitulado “"Estudo da
cinética da translocagdo do fator de crescimento epidermal (EGF) para o
nucleo e da sua localizagao subnuclear em células-tronco mesenquimais € em
células tumorais da linhagem SK-HEP-1".

Belo Horizonte, 25 de janeiro de 2017.
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Joana Lobato Barbosa
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