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Resumo

A sinalizacdo pelo calcio nuclear regula eventos celulares especificos, como transcrigdo e
proliferagdo celular. Os niveis de calcio citosolico e nuclear podem ser regulados de forma independente.
A translocagdo de receptores tirosina cinase para o niicleo ¢ uma forma de ativar a via de sinalizagdo de
calcio nesse compartimento. Os receptores desta familia, que inclui o receptor para o fator de
crescimento epidermal (EGFR), sdo importantes para processos celulares como a regulacdo da
transcri¢do, reparo de dano ao DNA e resisténcia terapéutica ao céncer. Esses receptores podem
hidrolisar fosfatidilinoditol-4,5-bifosfato (PIns-4,5-P2) no nucleo, levando a liberagdo de calcio do
reticulo nucleoplasmatico pelos receptores de inositol-1,4,5-trifosfato (InsP3R). A hidrolise de Plns-
4,5-P2 ¢ mediada por fosfolipases C (PLC); entretanto, ndo sdo conhecidas quais isoformas nucleares
dessas enzimas sao ativadas por EGFR. Neste trabalho, andlises de fracdes subcelulares e de dados de
western blot, imunofluorescéncia, silenciamento por siRNA e biossensores que usam transferéncia de
energia por ressonancia de Forster (FRET), foram realizadas para investigar o papel da PLC delta 4
(PLCb4) na sinalizag@o de calcio nuclear e os eventos desencadeados. Observou-se inibi¢do na via de
sinalizagdo mediada por calcio induzida pelo fator de crescimento epidermal (EGF) quando a
translocagdo do EGFR foi bloqueada. O aumento da concentracdo de calcio nuclear também foi reduzido
pela diminuigdo da disponibilidade de inositol-1,4,5-trifosfato (InsP3) no nticleo. Além disso, a PLCo4
endoa PLC gama 1 (PLCy1) foi capaz de induzir hidrolise de PIns-4,5-P2 intranuclear. Adicionalmente,
a proteina cinase C (PKC), um alvo do EGF, foi ativada no nucleo das células apds estimulo com EGF.
Por fim, PLC44 e InsP3 também foram capazes de modular a progressdo do ciclo celular, regulando a
expressdo das ciclinas A e B1. Esses resultados evidenciam que a sinalizag¢do nuclear induzida por EGF
tem como componente a PLC34 nuclear e sugere novos alvos terapéuticos para modular os efeitos

proliferativos desse fator de crescimento.

Palavras chave: EGFR; calcio; liberagdo de calcio nuclear; receptor para o fator de crescimento
epidermal; inositol 1,4,5-trifosfato (IP3); nucleo; fosfolipase C; fosfolipase Cd-4; proliferacdo; proteina

cinase C.



Abstract

Calcium signaling within the cell nucleus regulates specific cellular events such as gene
transcription and cell proliferation. Nuclear and cytosolic calcium levels can be regulated independently
and nuclear translocation of receptor tyrosine kinases (TRK) is one way to locally activate signaling
cascades within the nucleus. Nuclear RTK, including epidermal growth factor receptor (EGFR), are
important for processes such as transcriptional regulation, DNA-damage repair, and cancer therapy
resistance. RTK can hydrolyze phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIns-4,5-P2) within the nucleus,
leading to calcium release from the nucleoplasmic reticulum by inositol-1,4,5-triphosphate receptors
(InsP3). PIns-4,5-P2 hydrolysis is mediated by phospholipase C (PLC). However, it is unknown which
nuclear PLC isoform is triggered by EGFR. Here, using subcellular fractionation, immunoblotting,
fluorescence, siRNA and FRET-based biosensor reporter assay, we investigated the role of PLC delta 4
(PLCb4) in epidermal growth factor (EGF)-induced nuclear calcium signaling and downstream events.
We found that EGF-induced calcium signals are inhibited when nuclear translocation of EGFR is
impaired. Nuclear calcium signaling also were reduced by selectively buffering inositol-1,4,5-
triphosphate (InsP3) within the nucleus. EGF induced hydrolysis of nuclear Pins-4,5-P2 by the
intranuclear PLCo4, rather than PLC gamma 1 (PLCyl). Moreover, protein kinase C (PKC), a
downstream target of EGF, was active in the nucleus of stimulated cells. Furthermore, PLC64 and InsP3
modulated cell cycle progression by regulating the expression of cyclin A and B1. These results provide
evidence that nuclear PLC34 mediates EGF-induced nuclear signaling and suggest new therapeutic

targets to modulate proliferation effects of this growth factor.

Keywords: EGFR; calcium; calcium intracellular release; epidermal growth factor receptor; inositol
1,4,5-triphosphate (IP3); nucleus; phospholipase C; phosphlipase C8-4; proliferation; protein kinase C
(PKC).
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Introducao

O receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) pertence a familia ErbB dos receptores
tirosina cinase e exerce importantes fun¢des na fisiologia celular, como proliferacdo e diferenciacdo
celular (Yarden and Sliwkowski 2001). Diversos trabalhos apontaram mutag¢des genéticas nas regides
que codificam o EGFR que levam a sua superexpressdo ou a ativagdo constitutiva em uma variedade
de tumores epiteliais (Kamaruddin 1993; Markman et al. 2010; Masuda et al. 2012; Prabhakar 2015).
Com essa ativagdo, verifica-se uma presenga constante desse receptor no compartimento nuclear e isso
esta correlacionado com um pior progndstico clinico em diferentes tumores (Markman et al. 2010; Brand
et al. 2011; Han and Lo 2012). Dessa forma, esses estudos suportam a hipotese de que o EGFR ¢
importante no comportamento dessas patologias. Essas descobertas levantaram a possibilidade de
encontrar uma terapia que tenha como alvo o EGFR, de forma a bloquear o seu efeito deletério. Isso foi
traduzido no desenvolvimento de anticorpos monoclonais contra 0 EGFR que sdo atualmente utilizados
no tratamento de diferentes tumores (Nakai et al. 2016; Agustoni et al. 2019). Contudo, multiplas
resisténcias sdo observadas e uma das hipdteses para a sua explicagdo seria a ativacdo alternativa
realizada pelo receptor nuclear (Zhao et al. 2017). Apesar de muito explorado, ainda ha muitas perguntas

sobre o mecanismo de transdugdo de sinal pelo EGFR nuclear.

Referencial Teorico

Receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR)

O EGFR ¢ uma glicoproteina transmembrana que atua como receptor celular de superficie. Ele
consiste em um modulo extracelular com quatro dominios conectado por uma unica alfa-hélice
transmembrana ao modulo intracelular, que possui um seguimento justamembrana seguido de um
dominio tirosina cinase ¢ uma cauda C-terminal com os sitios de fosforilagdo (Ullrich and Schlessinger
1990; Needham et al. 2016). O EGFR integra a familia dos receptores ErbB/HER (Receptor do Fator de
Crescimento Epidermal Humano). Essa familia de receptores é composta pelas proteinas ErbB1 (HER1
ou EGFR), ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) ¢ ErbB4 (HER4). Todos esses receptores com excecdo do
HER?2 apresentam ligantes conhecidos. Os principais ligantes para os receptores dessa familia sdo o
fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento ligado a heparina similar ao EGF (HB-
EGF), fator de crescimento transformante alfa (TGF-a), anfirregulina, beta celulina e epirregulina
(Kalyankrishna and Grandis 2006; Faria et al. 2016). A interacdo desses ligantes com o moddulo
extracelular do EGFR promove a dimerizagdo desse receptor. Isso pode acontecer entre o mesmo subtipo
de receptor dessa familia (homodimerizag@o) ou entre subtipos distintos (heterodimerizagdo). O EGFR

pode ainda formar heterodimeros com outros receptores da familia tirosina cinase, como o receptor do
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fator de crescimento hepatico (c-MET) ou o receptor para o fator semelhante a insulina (IGFR-1) (Qian
et al. 1994; Johannessen et al. 2001; Morgillo et al. 2006; Ortiz-Zapater et al. 2017). A formagao de
dimeros de EGFR ¢ estruturalmente bem caracterizada. Neste arranjo, os dominios extracelulares
apresentam proximidade fisica com os dois sitios de ligagdo distais a interface do dimero, conhecido
como dimerizacdo back-to-back (Garrett et al. 2002). A dimerizacdo dos dominios extracelulares
promove a autofosforilagdo das caudas C-terminais, como exemplificado na figura 1, e inicia os eventos
de sinalizagdo (Zhang et al. 2006). Furuuchi e colaboradores (2007) discutem que o EGFR pode também
formar tetrdmeros e essa formacdo impediria o inicio da sinalizacdo intracelular (Furuuchi et al. 2007).
Entretanto, evidéncias mais recentes t€ém demonstrado que oligdbmeros de EGFR apresentam papel
crucial na regulagdo da sinalizagdo celular e permitem melhor eficiéncia no acesso do substrato a enzima
ativada. Entretanto, o papel fisiologico desse processo ainda precisa ser esclarecido (Clayton et al. 2005;
Needham et al. 2016). Essa formacdo de dimeros e, mais recentemente, de oligdmeros, permite a
transducdo de sinal e ativa vias mediadas por proteina cinase ativada por mitégenos (MAPK),
fosfatidilinositol-3-cinase (PIK3), proteina cinase B (AKT), proteina alvo da rapamicina de mamiferos
(mTOR), fosfolipase C (PLC), proteina cinase C (PKC), janus cinase (JAK) e proteina transdutora de
sinal e ativadora da transcricao (STAT) (Kalyankrishna and Grandis 2006).

Dimero back-to-
back com ligacio

MEC de EGF

+ EGF

Membrana Plasmatica

DTK _ mﬂ'

C-Terminal

Figura 1 - Formagdo de dimero de EGFR. O mddulo extracelular é composto por quatro dominios (I-IV) e o médulo intracelular
é formado por um dominio tirosina cinase (DTK) e uma cauda C-Terminal com residuos de tirosinas (Y). A interagdo com o
ligante (EGF) promove alteragdo alostérica nos receptores, fazendo com que o dominio | de um receptor encontre distalmente
o mesmo dominio de outro receptor (dimerizagdo back-to-back). Isso promove ativagdo do dominio tirosina cinase que
autofosforila residuos de tirosina na cauda C-terminal (pY) dependente de ATP. MEC = matriz extracelular. Figura adptada de

(Zanetti-Domingues et al. 2018).
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EGFR e EGFR nuclear

Ap0s interacdo com o ligante, observa-se que o complexo ligante-EGFR se redistribui na
membrana plasmatica formando agrupamentos que sdo endocitados por vesiculas (Haigler et al. 1979;
De Angelis Campos et al. 2011; Faraco et al. 2018). Essa internalizagdo ¢ importante ndo somente para
o controle da sinaliza¢do, mas também para o transporte de receptores para outros compartimentos

celulares.

Trabalhos pioneiros evidenciaram a presenca do EGFR no complexo de Golgi, mitocondria e
nicleo (Marti et al. 1991; Marti and Wells 2000; Demory et al. 2009; Wang et al. 2010a). Os
mecanismos exatos de transporte do EGFR para o nticleo ndo sdo bem esclarecidos. Lin e colaboradores
(2001) relataram que o EGFR ¢ encontrado no nucleo de diferentes tecidos e linhagens celulares e sua
maior presenc¢a no nucleo € correlacionado com tecidos que apresentam altas taxas proliferativas. De
forma inovadora, demonstraram também que o EGFR possui um forte dominio de transativagdo
dependente da sequéncia consenso rica em AT. Os pesquisadores observaram que essa sequéncia esta
presente na regido promotora da ciclina D1 sendo, dessa forma, alvo do EGFR que leva ao aumento da

sua transcrigao.

Giri e colaboradores (2005) constataram que a proteina importina betal é necessaria para o
transporte do ErbB-2 para o ntcleo via um sinal de localizagao nuclear com a participagdo da proteina
Nup358 do complexo do poro nuclear (Giri et al. 2005). Eles propuseram que a endocitose mediada por
clatrina, adaptina e dinamina 2 daria inicio ao transporte do ErbB-2 ao nticleo. Em 2006, Lo e
colaboradores confirmaram que o transporte do EGFR é mediado por importinas alfal e betal ¢ ¢é
dependente da presenca de um sinal de localizacdo nuclear (Lo et al. 2006). Ainda em 2006, Orth e
colaboradores, de forma controversa, declararam que o EGFR pode ser endocitado por mecanismo

independente de clatrina e direcionado ao endossomo (Orth et al. 2006).

Entdo, em 2007, Hsu ¢ Hung demonstraram que as proteinas da familia do EGFR apresentam
o seu sinal de localizagdo nuclear dividido em trés grupos de sequéncias na regido justamembranar (NLS
tripartido) e que mutagdes dirigidas a essas regides impedem a translocagdo do EGFR para o nucleo
(Hsu and Hung 2007). Também em 2007, Liao e Carpenter verificaram que a proteina Sec61
retrotransloca o receptor do reticulo endoplasmatico para o citoplasma onde se associa com a proteina
de choque térmico HSP70, importante para a estabilizagdo do dominio transmembrana (Liao and
Carpenter 2007). Eles propuseram que o complexo citoplasmatico do EGFR se liga a importina beta,
que permite o transporte do receptor para o nicleo. Wang e colaboradores, em 2010, mostraram que
vesiculas revestidas com COPI sdo necessarias para o transporte do EGFR para o nucleo pela via
retrégada do complexo de Golgi para o reticulo endoplasmatico. J4 em 2011, De Angelis Campos e
colaboradores confirmaram que o EGFR inicia seu transporte para o nucleo por via dependente de

clatrina e dinamina 1 (Wang et al. 2010a; De Angelis Campos et al. 2011).
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Wang e colaboradores (2010) propuseram que o EGFR trafega pelo sistema de membranas do
reticulo endoplasmatico com contiguidade & membrana externa do envelope nuclear até encontrar o
complexo de poros nucleares, quando ¢ transportado a membrana interna do envelope nuclear, via que
foi denominada de INTERNET (integral trafficking from the ER to the nuclear envelope transport). Os
pesquisadores apresentaram também a participagdo da Sec61 na translocagdo do EGFR da membrana
interna do envelope nuclear para o nucleoplasma (Wang et al. 2010c¢). Em 2018, Faraco e colaboradores
apontaram a existéncia de uma possivel regido subnuclear onde os receptores direcionados ao nucleo se
aglomeram e, com isso, especularam uma possivel relagdo da localizacdo com sua fun¢do nuclear.
Confirmaram também que esse aglomerado de receptores ¢ visivel na membrana interna do envelope
nuclear (Faraco et al. 2018). A observagdo da presenga do EGFR na membrana interna do envelope
nuclear corrobora a hipdtese de que o transporte desses receptores pode acontecer via INTERNET

(Wang et al. 2010b). A figura 2 sumariza as possiveis vias teorizadas de transporte do EGFR para o

nucleo.
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Figura 2 - Vias de transporte do EGFR para o compartimento nuclear. Apds interagéo com o ligante, o receptor pode ser
endocitado por vesiculas que dependem ou ndo da mediagdo por clatrina. As vesiculas endossémicas sdo direcionadas ao
endossomo inicial, de onde podem ser redirecionadas ao endossomo tardio (ET). O ET pode se fundir ao lisossomo, causando
degradagdo do receptor ou ser transportado para o nucleo. O endossomo de recuperagGo pode transportar o receptor
novamente & membrana plasmdtica, onde poderd realizar nova interagdo com um ligante ou transportar o EGFR para o
nucleo. Do endossomo, vesiculas contendo o receptor podem ser direcionadas para o complexo de Golgi ou para o ntcleo. Do

complexo de Golgi, o receptor é direcionado ao reticulo endoplasmdtico onde, por contiguidade as membranas nucleares,
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pode interagir com proteinas do complexo de poro nuclear ou com Sec61-beta e ser direcionado ao ntcleo. (Wang et al. 2010b

Adaptado)

Uma vez no nucleo, evidéncias apontam que a RNA helicase A se associa ao EGFR ¢ esse
complexo ¢ capaz de ativar a transcri¢do de ciclina D1 (Huo et al. 2010). De forma semelhante, a
proteina mucina 1 (MUC1) se associa ao EGFR e juntos estimulam a transcri¢do de ciclina D1 (Bitler
et al. 2010). O EGFR nuclear pode funcionar também como coativador da transcri¢do pela interagdo
com motivos de sequéncia de resposta rica em AT (ATRS). Essa intera¢do culmina na transcri¢do dos
genes MYBB, NOS2, PTGS2 e AURKA, por contato direto com os fatores de transcrigdo E2F1, STAT3
e STATS (Lin et al. 2001; Lo et al. 2005, 2010; Hanada et al. 2006; Hung et al. 2008). O EGFR nuclear
também esta envolvido na geracdo de resisténcia terapéutica ao cancer mediado por diferentes
mecanismos, como a indugdo direta da producdo de timidilato sintase (Kim et al. 2009; Huang et al.
2011). Chou e colaboradores (2014) elucidaram que esses receptores nucleares fosforilados (Tyr72)
recrutam as metiltranferases SET8 e SUV4-20H e promovem mono e dimetilacdo da lisina 20 da histona
4, necessérias para a sintese e reparo de DNA (Chou et al. 2014). E necessario complementar que vérias
proteinas nucleares sofrem regulacdo pela presenca de calcio e existem evidéncias de que receptores da
familia tirosina cinase, como o c-MET e o receptor de insulina, estimulam a liberacdo de célcio
intranuclear (Senatore and Spafford 2008; Gomes et al. 2008; Rodrigues et al. 2008). Ainda assim,
embora bem elucidado o papel do EGFR nas vias citoplasmadticas, nenhum grupo, at¢ o nosso
conhecimento, apresentou evidéncias que o0 EGFR no nucleo é capaz de mediar sinalizagdo nuclear

dependente de calcio.

EGFR e a sinalizagdo mediada por célcio

A ativacdo do EGFR induz aumento transiente na concentracdo de calcio e esse fendmeno €
precedido pelo aumento na concentra¢do de calcio nuclear livre (Pandiella et al. 1988; Elliget et al.
1996). Tais aumentos nas concentragdes de calcio induzidos por EGFR ocorrem devido a liberagdo de
calcio de compartimentos intracelulares e ao influxo de calcio extracelular (Tinhofer et al. 1996). E
importante acrescentar que a origem desse calcio medeia diferentes tipos de sinalizagdo como, por
exemplo, a inibi¢ao da sinalizagdo EGFR-RAS pelo influxo de calcio extracelular (Medema et al. 1994).
O EGFR ativa a fosfolipase C gama (PLC gama) que permite o aumento da concentracdo de calcio livre,
sendo esse o principal mecanismo ja descrito para esse receptor (Vega et al. 1992). A PLC gama ¢
fosforilada ao se ligar a tirosina fosforilada (Tyr992) do EGFR ativado via seu dominio SH2 (Vega et
al. 1992). Uma vez ativada, essa fosfolipase hidrolisa o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIns-4,5-P2) em
inositol-1,4,5-trifosfato (InsP3) e 1,2-diacilglicerol (DAG). O InsP3 atua no reticulo endoplasmatico,
nos receptores para InsP3 (InsP3R), causando a liberacdo de célcio do limen dessa organela para o
citosol (Mikoshiba 1993). Esse aumento da concentragdo citoplasmatica de calcio auxilia o DAG a

ativar intimeras isoformas das proteinas cinases C (PKC) (Newton 1995; Li et al. 2011a). A PKC, por
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sua vez, pode ativar as vias de ERK1/2, ¢c-JUN, NF-kappa-B, STAT e mTOR, estimulando a transcrigdo
e, consequentemente, promovendo diferentes efeitos celulares. Adicionalmente, os InsP3R sdo
encontrados nas membranas nuclear externa e interna e o seu estimulo pode ser responsavel por
aumentar as concentrac¢des de calcio nesse compartimento (Stehno-Bittel et al. 1995; Subramanian and
Meyer 1997; Malhas et al. 2011). Dessa forma, ¢ hipotetizado que o InsP3 gerado no citoplasma é capaz
de alcangar o compartimento nuclear ou pode ser também gerado diretamente na membrana interna do
envelope nuclear e, assim, sensibilizar InsP3R ali presentes. Martelli ¢ colaboradores (1992)
acrescentam ainda que PLC nucleares sdo ativadas pelo receptor do fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGFR-1), com geracdo de InsP3 e DAG, que precede a indugao da translocagdo de PKC
citoplasmatica para o nucleo (Martelli et al. 1992). Contudo, ndo foi ainda elucidado se a ativagdo da
PLC nuclear pode acontecer por meio de EGFR translocado para o nucleo. A figura 3 apresenta as

possiveis vias de sinalizagdo nuclear mediadas por calcio apos ativagdo de receptores tirosina cinase.
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Figura 3 — Sinalizagdo nuclear mediada por cdlcio via receptores tirosina cinase. A interagdo dos agonistas dos receptores do
tipo tirosina cinase causa transativagdo desses receptores, possibilitando a interagdo da PLC, a qual hidrolisa Pins-4,5-P2 em
Pins-1,4,5-P3 (InsP3) e DAG. InsP3 ativa canais nos compartimentos de estoque, como reticulo endoplasmdtico e
nucleoplasmdtico, promovendo a liberagdo de ions cdlcio. O aumento na concentragdo de cdlcio citoplasmadtico, juntamente
com o DAG, ativa PKC, que medeia a ativagdo de vias geradoras de modificagbes celulares. Receptores tirosina cinase podem
ser translocados para o nucleo, onde poderiam ativar PLC nucleares, gerando InsP3 e, consequentemente, cdlcio, além de
ativar PKC transportadas para o nucleo. O aumento da concentragdo de cdlcio nuclear permite a agdo de fatores de transcrigdo
e de enzimas modificadoras de cromatina e ativa a transcri¢do. Adaptado de Bootman e colaboradores (2009) (Bootman et

al. 2009).
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Fosfolipases C

Em mamiferos, foram descritas treze isoformas de fosfolipases C (PLC) que estao distribuidas
em seis grandes grupos baseados nos mecanismos regulatorios da sua ativagcdo e na sua estrutura
(Rebecchi and Pentyala 2000; Kadamur and Ross 2013). Aparentemente, as PLC apresentam um
mecanismo comum de regulacdo, onde uma sequéncia polipeptidica de carga negativa ¢ inserida no sitio
catalitico das enzimas, impedindo a sua fung@o. Uma vez a ativagdo enzimatica ocorre, essa sequéncia
¢ deslocada do sitio catalitico, o que alivia a autoinibi¢do (Hicks et al. 2008). Entretanto, diferentes
isoformas apresentam mecanismos secundarios de regulagio (Bunney and Katan 2011).
Estruturalmente, as PLC apresentam um sitio catalitico conservado, localizado em um dominio TIM em
barril (X e Y). Apresentam também um dominio de homologia Pleckstrin (PH, exceto a isozima zeta),
um dominio EF e um motivo C2 (figura 4) (Rebecchi and Pentyala 2000). O dominio PH permite que
as PLC sejam direcionadas aos lipideos de membrana. O dominio EF junto ao X/Y ¢ C2 formam o
nucleo catalitico dessas enzimas. O dominio EF pode sofrer modificagdes estruturais em presenga de
calcio o que permite a completa ativagdo da enzima. Por sua vez, o dominio C2 apresenta afinidade ao
fon calcio, permitindo a regulagdo positiva ou negativa da atividade enzimatica, dependendo da
concentracgdo idnica. Dessa forma, foi possivel dividir as PLC em Beta (B1, B2, 3, p4), Gama (y1, y2),
Delta (81, 83, 54), Epsilon (), Zeta ({) e Eta (11 e n2).

Das quatro isoformas da PLC beta, as 1 e 3 sdo expressas em inimeros tecidos, enquanto as
B2 e B4 estdo em sua maioria em tecido hematopoiético e neuronal, respectivamente. As isoformas beta
apresentam a capacidade de funcionar como ativadores de proteinas GTPase (GAP) (Lyon and Tesmer
2013). Essas enzimas sdo ativadas pelas proteinas Gaq, GPy e pequenas GTPases da familia Rho, como
Rac e Cdc42 (Lyon and Tesmer 2013). Diversas fungoes fisiologicas sdo atribuidas as isoformas beta.
A PLCP3 é necessaria para a ativagdo de mastocitos, mediada por FCeRI, formando um complexo com
as proteinas Lyn e SHP-1 e, dessa forma, impedindo que Lyn regule negativamente a ativagdo desse
receptor (Xiao et al. 2011). Essa mesma isoforma ¢ também capaz de inativar a hiperativacdo de STATS5
por meio da formagdo de um complexo STATS5-SHP-1-PLCB3. A redugio da expressdo de B3 leva ao
aumento da proliferacdo de mastocitos, ocasionando reagdes semelhantes a dermatite atopica (Ando et
al. 2014). A isoforma P1 esta presente tanto no compartimento citoplasmatico quanto no nuclear.
Quando no citoplasma, ela esta associada a membrana plasmatica. No nucleo, apresenta papel no
crescimento e diferenciacdo celular, levando a manifestacdo de sindromes mielodisplésicas (Cocco et
al. 2011; Mongiorgi et al. 2012). A isoforma 2 esta envolvida na regulacdo da funcdo de neutrofilos e
quando ela ndo ¢ expressa nota-se um aumento na produ¢do de superoxidos e liberacdo de

quimioatrativos induzidos por calcio (Jiang et al. 1997; Li et al. 2000).

As PLC gama apesentam duas isoformas das quais a y1 é ubiquamente expressa € a y2 ¢, na

maior parte, expressa em tecido hematopoiético. As PLC gama interagem com residuos fosforilados nos
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receptores tirosina cinase utilizando o dominio SH2 (Kim et al. 1991). A isoforma y2, mas ndo y1, pode
interagir com a proteina Rac por meio do dominio PH, levando a sua ativa¢do na membrana plasmaética
(Piechulek et al. 2005). Assim, a PLC gama apresenta grande importancia fisiologica. A sua perda leva
a defeitos na formacdo de vasos e de células hematopoiéticas (Liao et al. 2002). Camundongos
deficientes nessa enzima morrem em estagio embrionario (Ji et al. 1997). A isoforma y1 esta envolvida
na sinalizagdo de células T e alteracdo na sua expressdo foi relacionada a deficiéncia na geracdo de
células T regulatérias (Fu et al. 2010). Camundongos deficientes em PLCy2 apresentam irregularidades
na maturacao de células B e falhas na sinalizagdo mediada por receptor ativador da ligacdo do fator
nuclear kappa-B (RANKL), ocasionando erros durante a diferenciagdo de osteoblasto e a organogénese
de linfonodos (Chen et al. 2008). E importante mencionar que ambas as isoformas de PLC gama sio
ativadas por Plns-3,4,5-P3, o que pode acontecer de forma independente da ativagdo de receptores de

tirosina cinase (Bae et al. 1998).

Foram descritas trés isoformas para PLC delta, distribuidas por todos os tecidos. Os dominios
PH da PLC delta, em especial a PLCS1, apresentam alta afinidade por PIns-4,5-P2. A afinidade dessas
enzimas ao fosfoinositideo leva a sua translocacdo para a membrana plasmatica e subsequente ativagao
(Lemmon et al. 1997). E importante apontar que essa isoforma ¢é sensivel ao calcio que, em baixas
concentracgdes, leva a translocag@o das enzimas para a membrana plasmatica e a sua ativagdo (Allen et
al. 1997, Lomasney et al. 1999). As PLC delta estdo diferencialmente distribuidas no citoplasma e
nucleo, o que tem sido relacionado a regulacdo do ciclo celular. Liu e colaboradores (1996) demostraram
que a PLC44 é uma proteina com grande expressdo nuclear e que regula a transi¢ao entre as fases G1-S
do ciclo celular (Liu et al. 1996). De forma semelhante, Kunhath-lima e colaboradores (2018)
confirmaram que essa enzima € expressa no niicleo e que a reducao da sua expressdo em células-tronco
derivadas de tecido adiposo promove diminui¢do da proliferacdo celular, com aumento de células na
fase G1 do ciclo, e senescéncia celular, com aumento da transcrigdo para p16™&4 e p21°! (Kunrath-
Lima et al. 2018). De forma pioneira, Stallings e colaboradores (2005) demonstraram que a PLC81 ¢
capaz de ser translocada para o nucleo, de mediar a sinalizagdo dependente de célcio e, ao término do
sinal, ser devolvida a membrana plasmatica com auxilio de exportinas (Stallings et al. 2005). Fukami e
colaboradores (2001) demonstraram que animais deficientes em PLC34 apresentam reducdo na
fertilizagdo, devido ao impedimento do aumento da concentracdo de calcio celular, sendo essa enzima
importante na reagdo acrossomal (Fukami et al. 2001). Por sua vez, a perda simultanea das PLC31 e 83
levam ao aumento de trofoblastos em apoptose e a alteragdo vascular na placenta (Nakamura et al.
2005). Cardiomiocitos com duplo knockout de 61/3 apresentam impedimento na sinalizagdo via AKT
e PKCO, importantes para a sobrevivéncia celular (Nakamura et al. 2014). A perda de 61 também esta
associada as falhas na diferenciacdo de queratindcitos e animais com essa deficiéncia apresentam
estrutura anormal dos foliculos capilares (Nakamura et al. 2008). De forma semelhante, pessoas com

desordens na formagdo das unhas apresentam mutagdes em PLCo1 (Kiuru et al. 2011). Kanemaru e
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colaboradores (2012) mostraram que a falta de PLCo1 também esta envolvida com o aumento da
inflamacgdo cutdanea, com granulocitose e elevagdo de interleucina-17, gerando o fendtipo semelhante

a psoriase em animais (Kanemaru et al. 2012).

A PLCeg apresenta somente um representante e tem maior expressdo no tecido cardiaco. Ela
apresenta um dominio homologo ao CDC25 capaz de se ligar a Ras e Rap, promovendo a ativacdo da
PLC (Smrcka et al. 2012). A ativacdo da PLCg por essas GTPases leva a diferentes localiza¢des
celulares; Ras induz a ativagdo da enzima na membrana plasmatica, enquanto Rap induz a uma formacao
perinuclear. O fator trocador de guanina (GEF), RhoA, também se liga a PLCg, resultando na sua
ativacao (Seifert et al. 2004). Devido a sua elevada expressao no coragdo, foi demostrando que essa
PLC tem participagdo na formagao de hipertrofia cardiaca (Zhang et al. 2013). A sua superexpressao &
também ligada a produgéo de citocinas inflamatoérias com geragdo de dermatite com acantose (Takenaka

etal. 2011).

O subtipo PLC{ esta restrito aos espermatozoides, ndo apresenta dominio PH e ¢ sensivel a
baixas alteracdes na concentragdo de calcio (Saunders et al. 2002). Em humanos, espermatozoides sem
expressdo dessa enzima sdo incapazes de fertilizar oocitos, mesmo com injegdo intracitoplasmatica

(Yoon et al. 2008).

Finalmente, a PLCr) apresenta duas isoformas altamente expressas no cérebro que sdo sensiveis
ao calcio e cuja ativacdo parece estar ligada ao aumento intracelular desse ion (Stewart et al. 2005; Kim
et al. 2011; Popovics et al. 2011). O papel fisioldgico dessas enzimas ainda ndo é bem esclarecido.
Kanemaru e colaboradores (2010) produziram animais deficientes em PLCn2 e nenhum fendtipo claro
foi observado (Kanemaru et al. 2010). Os pesquisadores creditam o achado a um possivel efeito
compensatorio da PLCn1 e levantam a necessidade da formagdo de duplo knockout para a compreensao

dessas enzimas no contexto fisioldgico.

Por meio do exposto é possivel concluir que, apesar de ainda muito pouco explorado, as
evidéncias existentes apontam que as PLCB1 e PLCo4 estdo presentes nos nucleos das células e sdo
capazes de dar continuidade a uma sinalizagao celular nesse compartimento. Nesse contexto, ambas sdo

atrativas na possivel sinalizacdo mediada pela via nuclear do EGFR.
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Figura 4 - Estrutura esquemdtica dos dominios das isoformas das PLC. As diferentes apresentagbes estruturais permitem
caracterizar as PLC em distintos subtipos. Os dominios estéo abreviados como: PH — homologia pleckstrin, EF — méo EF, CC —
dominio coiled-coil, SH2/SH3 — homologia Src 2 e 3, RA — associagdo com Ras, Ras GEF — fator Ras trocador de GTP/GDP, X-Y

— términos N- e C- do motivo barril TIM. (Kadamur and Ross 2013)

Proteina cinase C e a sinaliza¢ao nuclear

A fosfocinase C, proteina cinase C ou PKC é um grupo de enzimas inseridas na familia
serina/treonina fosfotransferases e apresenta papel central em diversos processos celulares, como
proliferacdo, diferenciacdo e tumorigénese (Dempsey et al. 2000). Atualmente, onze isoformas foram
identificadas em mamiferos. Elas foram, entdo, divididas em trés subgrupos que apresentam o mesmo
fosfolipide como ativador, mas se diferenciam em estrutura e na necessidade de outros ativadores (Hug

and Sarre 1993).

As PKC classicas sdo dependentes de calcio e lipideos (fosfatidilserina e diacilglicerol ou forbol
éster) e sdo divididas nos subtipos alfa, betal, betall ¢ gama (Hug and Sarre 1993). As novas PKC,
apesar de dependerem dos mesmos lipideos para a sua ativagao, sdo independentes da presenca de calcio.
Essas foram subdividas em delta, épsilon, éta, teta ¢ mi ou proteina cinase D. Ja as PKC atipicas
independem de fosfatidilserina, lipideos inositol, acido fosfatidico ou ions célcio para a sua ativacdo

(Dempsey et al. 2000). Elas foram divididas em zeta, iota e lambda.

As PKC apresentam regides conservadas (C1-C4) que sao interrompidas por regides variaveis
(V1-V5). Possuem ainda dois mddulos de direcionamento a membrana (C1 e C2) e uma regido amino
terminal que contém uma por¢do autoinibitoria (Hug and Sarre 1993). Na regido carboxila terminal ha
um dominio catalitico que contém a regido C3, ligante de ATP, e a regido C4, com a regido catalitica.

Nas PKC cléassicas, a regido C2 confere a dependéncia de calcio, ndo estando presente nas PKC calcio
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independentes (novas e atipicas). O dominio C1 apresenta um sitio ligante de éster forbol com dois
subdominios ligantes de zinco e que sdo ricos em cisteinas. As PKC atipicas ndo apresentam um desses

subdominios e, dessa forma, ndo sdo ativadas por éster forbol (figura 5) (Hug and Sarre 1993).

Dominio
latari i 1§
regulatario D
<«
c)
L &
C3
Dominio
quinase
c4
PKC classicas PKC novas PKC atipicas

(cPKCs:q, PL PILY)  (nPKCs:,e,1,08)  (aPKCs: L /M)

Figura 5 - Organizagdo estrutural das PKC. As PKC foram divididas em cldssicas, novas e atipicas. As cldssicas (a, 81, 8ll, y)
apresentam cinco regides varidveis (V1, V2, V3, V4, V5) e quatro conservadas (C1 —a/b —, C2, C3, C4). As novas (6, €, n, ) se
diferenciam pela substitui¢do da uma regitéo C2 por uma semelhante (C2-like), localizada antes de C1. Ja nas atipicas (7, i, A)
as regides C1 e C2 ndo estdo presentes e apresentam uma regido semelhante a C1 (C1-like). Apresentam em comum o dominio
cinase (C3-V4-C4-V5) e os dominios regulatdrios se diferenciam devido as alteragdes descritas anteriormente. Figura adaptada

de Altman e Kong (2016) (Altman and Kong 2016).

E bem conhecido que as PKC exercem a sua atividade no citoplasma e na membrana plasmatica.
A PKC inativa encontra-se associada ao citoesqueleto e apds a fosforilagdo ela é recrutada as membranas
plasmatica e das organelas, local onde serd completamente ativada na presenca de cofatores (Newton
2001). Contudo, ¢ importante ressaltar que varias isoformas de PKC foram encontradas no nucleo sob
condi¢des especificas, seja como consequéncia da translocacdo a partir citoplasma ou como proteina
nuclear (Martelli et al. 1999). Reforcando a hipotese da translocagdo dessas enzimas para o nucleo,
Divecha, Banfic e Irvini demonstraram que a ativagdo de IGF leva ao aumento da concentracdo de

segundos mensageiros (DAG) com possivel translocagdo de PKCa para o nucleo (Divecha et al. 1991).
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De forma semelhante, Deacon e colaboradores (2002) mostraram que a PKCPII ¢ translocada para o
nucleo apos indugdo mitética (Deacon et al. 2002). Neri e colaboradores (1999) demostraram que ndo
apenas as PKC classicas sdo translocadas para o nicleo. Esses pesquisadores, ao estimularem linhagem
celular de carcinoma de prostata com fator de crescimento para nervo, demonstraram que a PKC( era
direcionada ao nucleo de maneira dependente de fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) (NERI et al. 1999).
De forma semelhante, em hepatdcitos de ratos tratados com C2-ceramida, a isoforma zeta também ¢
translocada ao nicleo mediada por PI3K (Calcerrada et al. 2002). Ja Sutcliffe e colaboradores (2011)
observaram que a PKCO pode ser encontrada residente no nucleo e regula a expressdao de micro RNA
pela formagdo de complexo com a RNA polimerase 11, com a cinase de histona MSK-I e com a molécula

adaptadora 14-3-3( (Sutcliffe et al. 2011).

O reconhecimento das PCK no nucleo levou diferentes grupos a tentativa de identificar os alvos
e proteinas acessoOrias nesse compartimento. Em 2002, Tabellini e Martelli, com seus respectivos
colaboradores, demonstraram que a PKCa nuclear ¢ capaz de se ligar e modificar as proteinas laminina
A/C e B (Martelli et al. 2002; Tabellini et al. 2002). No mesmo ano, Rosenberger e colaboradores
relataram que a isoforma alfa nuclear se liga também ao fator de splicing associado a PTB (PSF), a
RNA helicase p68 ¢ as ribonucleoproteinas nucleares heterélogas A3 e L, demonstrando a fungdo dessa
proteina no processamento de RNA (Rosenberger et al. 2002). De maneira analoga, foi atribuida a PKCe
o envolvimento na transcri¢do e no processamento de RNA pelo grupos de Xu, Rumsby e¢ Zhao ¢
colaboradores (Xu and Rumsby 2004; Zhao et al. 2004). As PKC nucleares foram também identificadas
como participantes na replica¢do celular, expressdo génica e modificagdo da estrutura de cromatina
(Sahyoun et al. 1986; Pommier et al. 1990; Abate et al. 1991; Bauer et al. 1992; Zhou et al. 1997; Xiao
et al. 2000; Huang et al. 2004).

Com o exposto acima, hipotetizamos que o EGFR nuclear poderia gerar sinalizagdo mediada
por PLC/PKC. Assim, uma busca por PLC nucleares foi realizada, onde confirmou-se a presenca da
PLC&4 como uma proteina nuclear (De Angelis Campos and Gomes 2014; Kunrath-Lima et al. 2018).
Dessa forma, nos restringimos a compreensao da possivel participagdo de PLC4 na sinalizagdo nuclear
mediado por EGFR. Para isso, foi utilizada como modelo a linhagem celular SK-Hep-1, célula isolada
de liquido ascitico de paciente diagnosticado com adenocarcinoma hepatico. Essa célula foi
originalmente classificada como de origem endotelial (Heffelfinger et al. 1992); entretanto, evidéncias
recentes apontam uma provavel caracteristica de célula-tronco mesenquimal apds transformacao
maligna (Eun et al. 2014; Faraco et al. 2018). Nos nossos estudos, essa linhagem apresenta expressao
elevada de EGFR com notdria translocacao nuclear apos estimulo com EGF, facilitando, dessa forma, a

visualizagdo dos efeitos mediados por esse receptor (Faraco et al. 2018).

Estudos preliminares conduzidos por Ana Carolina de Angelis Campos e pelo Professor

Dawidson Gomes (dados ndo publicados) deram inicio a compreensdo do efeito da translocagdao do
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EGFR na sinalizagdo nuclear. De Angelis Campos ¢ colaboradores (2014) demonstraram que a
translocagdo do EGFR para o nucleo depende de endocitose mediada por clatrina (Figura 6a). Além
disso, dados preliminares demonstraram que a redugdo da expressdo de PLC64 promove uma
diminuigao da liberagdo de calcio no compartimento nuclear em decorréncia da redugdo de sinalizag¢do
do EGFR nesse compartimento (Figura 6). Com o bloqueio funcional de InsP3 nuclear, o que nio
acontece no citosol, foram capazes de identificar a redugdo da sinalizagdo de calcio nuclear, apos
estimulo com EGF. Além disso, bloqueando a fung¢do de PKC de amplo espectro, demonstraram a
reducdo da atividade de PKC nuclear ndo classica. Finalmente, observaram que a PLC4 esta envolvida
na formagdo de InsP3 e no aumento da concentragdo de calcio (Figura 6) (De Angelis Campos and

Gomes 2014).
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Figura 6 - EGF regula cdlcio nuclear mediado por PLC delta 4 e PKC ndo cldssicas. A — O silenciamento, com a utilizagéo de
siRNA, da clatrina reduz a translocagdo de EGFR para o nucleo. Verde EGF-Alexa 488; vermelho- Idmina B1; azul- DNA. B— 0O
silenciamento da clatrina reduz o estimulo de cdlcio mediado por EGFR. C — O bloqueio funcional de InsP3 nuclear, mas néo
do citosdlico, reduz a indugdo de cdlcio mediante estimulo com EGF. D — A inibi¢do de PKC de amplo espectro, mas nédo das
PKC cléssicas, reduz a atividade enzimdtica apds estimulo com EGF. E — O silenciamento da PLCS4 reduz a utilizagdo de
PI(4,5)P2 no nucleo apds estimulo com EGF. F— A indugdo de cdlcio mediada por EGF/EGFR é reduzida apds silenciamento de

PLC64. (De Angelis Campos and Gomes 2014)

Trabalhando com a mesma isoforma de PLC, Kunrath-Lima e colaboradores (2018)
demonstraram que, em células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo, a reducdo da
expressdo dessa PLC ocasionava a indugao de senescéncia, com parada do ciclo celular em G1, redugao
da captacdo de analogos de timina e aumento da transcrig@o de genes para p21 e p16 (Figura 7) (Kunrath-
Lima et al. 2018). Assim, nds postulamos que a sinalizagdo de EGF/EGFR promove a translocacao
nuclear mediada por vesiculas dependentes de clatrina e, no nucleo, o0 EGFR sinaliza via PLC34/PKC
ndo classicas, levando a formagdo de InsP3 nuclear e ao aumento da concentracdo de calcio,

possibilitando a continuidade da sinalizag@o para progressao do ciclo celular.
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Figura 7 - A redugdo da expressdo de PLCS4 causa parada de ciclo celular e senescéncia. A — A curva de crescimento mostra
que o silenciamento da PLC causa redugdo do numero de células quando comparado aos demais grupos. B — A andlise de
morte mostra que o silenciamento da PLC ndo leva a redugdo de viabilidade comparado as células transfectadas. C— A andlise
de ciclo celular mostra aumento em fase G1 com redugdo de fase S e G2/M. D — A captagéo de EdU é reduzida nas células com
baixa expressdo de PLCdelta4. E—Aumento do numero de células em senescéncia é observado naquelas PLCdelta4 silenciadas.
F-G — Aumento da expressdo do transcrito para p16 e p21 em células PLCdelta4 deficientes. Adaptado de Kunrath-Lima e

colaboradores (Kunrath-Lima et al. 2018).
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Justificativa

O cancer ¢ um conjunto de doengas que apresenta em comum um grande indice de mortalidade
e morbidade. Somente no Brasil foi estimado, aproximadamente, 600 mil novos casos para 2019
(Instituto Nacional de Cancer and Ministério da Satde 2019). Em 2017, cerca de 219 mil pessoas vieram
a obito como consequéncia da doenga (Instituto Nacional de Cancer and Ministério da Satde 2019). Isso

acarreta grande gasto publico, perda de forga de trabalho e estigma social.

Atualmente, evidéncias mostram que em diferentes tumores malignos o EGFR apresenta
modifica¢des que permitem mediar a sinalizagdo com baixa ou nenhuma participagdo dos ligantes ou
apresenta aumento de expressdo capaz de sensibilizar um grande niimero de receptores (Seshacharyulu
et al. 2012). Terapias direcionadas ao tratamento do céncer envolvendo bloqueio da sinalizacdo
citoplasmatica de EGFR tém apresentado casos de resisténcia (Zhao et al. 2017). Uma explicacao para
esse efeito ¢ a mediacdo da sinalizacdo via receptores nucleares. Isso levou a identificagdo de EGFR
nucleares e sua correlagdo a um pior prognostico clinico (Traynor et al. 2013; Brand et al. 2013). Dessa
forma, esse trabalho se propds a iniciar a elucidagdo dos mecanismos pelo qual o EGFR ¢ capaz de
manter a sinalizagdo nuclear, assim como compreender os efeitos dessa sinalizacdo. O entendimento
aprofundado dos mecanismos de sinalizacdo do EGFR nuclear pode permitir, em um futuro, a
formulagdo de bloqueadores especificos de forma a facilitar a terapia com EGFR nuclear contra os

tumores.
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Objetivos

Objetivo Geral

Compreender a acdo da fosfolipase C delta 4 na proliferagdo celular via sinalizagdo nuclear

mediada por EGF/EGFR.

Objetivos Especificos

1 — Demonstrar a capacidade de transloca¢do do EGFR para o nucleo em células SK-Hep-1 ¢ em

hepatocitos isolados de ratos apds estimulo com EGF.

2 — Confirmar a dependéncia de clatrina na translocagdo de EGFR para o nucleo para a continuidade da

sinalizagdo celular em células SK-Hep-1.

3 — Auvaliar a participagdo do EGFR ¢ da PLC4 na utilizag¢ao de Ins-4,5-P2 no compartimento nuclear
em células SK-Hep-1.

4 — Observar a capacidade do EGFR ¢ PLC64 em promover sinalizagdo via a gera¢do de InsP3 e de

calcio nuclear em células SK-Hep-1.

5 — Avaliar a ativagao de PKC nuclear, apos estimulo de EGFR por EGF, e de PLCo4 em células SK-
Hep-1.

6 — Avaliar o envolvimento da PLC04 na sinaliza¢do de promogao do ciclo celular em células SK-Hep-

1.
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Materiais € métodos

Cultura Celular

As células SK-Hep-1 foram adquiridas na American Type Culture Collection (ATCC) e
mantidas em meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Life Technologies), contendo
10% soro fetal bovino (Life Technologies), | mM de piruvato de sédio (Life Technologies), 100
unidades/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Life Technologies), aqui denominado de
DMEM para simplificagdo. As células foram mantidas em estufa umida a 37 °C e 5% CO»
(ThermoFisher) em garrafas para cultura celular T75 (USA Scientific). As subculturas foram realizadas
quando a confluéncia celular atingia 80%. Para isso, as garrafas foram lavadas duas vezes com tampao
fosfato salino na concentracdo de 10 mM, pH=7.4 (PBS) (Gibco) e adicionado tripsina-EDTA 0,25%
(Gibco) que permanecia por 5 minutos para o desprendimento das células. Centrifugou-se as células por
5 min para remogao da tripsina e posteriormente, adiciona-se DMEM e as células eram transferidas para

0 novo recipiente de cultura.

Os hepatocitos foram isolados de ratos adultos Sprague Dawley saudaveis, pesando entre 190 e
200 g. Os animais foram adquiridos no laboratorio Charles River e mantido em ambiente controlado,
sob a supervisdo de um técnico e um médico veterinario. Esse estudo obteve a aprovacdo do comité de
ética para uso e manejo de animais da Universidade de Yale (protocolo numero 2018-07602). As células
foram extraidas dos figados ap6s a dissec¢do da arvore biliar e tratamento enzimatico do parénquima
com colagenase 0,05% (Life Technologies) (Boyer et al. 1990). Essas células foram mantidas em meio
E de William (Life Technologies), contendo 10% de soro fetal bovino, 100 unidades/mL de penicilina
e 100 ug/mL de estreptomicina (Life Technologies), em laminulas tratadas com colageno na
concentracdo de 50 pg/mL (BD Biosciences). Os hepatocitos foram utilizados dentro de 24 horas apos

a extracdo para garantir que as suas propriedades morfologicas e funcionais ndo fossem perdidas.

Estimulo com EGF

As células SK-HEP-1 e os hepatdcitos foram privados de soro por 14-16 horas, quando entdo
eram adicionados 100 ng/mL de EGF humano recombinante (Life Technologies) ou a mesma
concentracdo de EGF recombinante de rato (R&D Systems) (De Angelis Campos et al. 2011; Faria et
al. 2016). As células foram mantidas em estufa umida a 37°C com 5% CO, até o momento da sua

utilizagao.

Fracionamento celular para extracao de proteinas

As células foram lavadas com PBS, raspadas e lisadas em tampao contendo 20 mM de &cido

etanosulfonico 4-(2-hidroxietilenil)- 1-piperazino pH=7,0, 10 mM KCl, 2 mM MgCl; e 0,5% Nonidet P-
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40. Foi realizada uma incubagdo de 10 minutos em gelo, seguida de centrifugacdo a 1.500 x g por 5
minutos para a separacdo da fracdo nuclear. O sobrenadante contendo a fragdo ndo nuclear foi
recuperado e centrifugado a 16.100 x g por 20 minutos ¢ o novo sobrenadante foi recolhido para uso. O
precipitado formado na fragdo nuclear foi lavado trés vezes com tampao de lise para remover qualquer
vestigio de proteinas ndo nucleares. Em seguida, foi adicionado tampdo NETN (150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 20 mM Tris-HCI pH=8 ¢ 0,5% Nonidet P40) e a mistura foi sonicada. Os lisados contendo as
proteinas nucleares foram centrifugados a 16.100 x g por 20 minutos ¢ o sobrenadante foi recuperado
para utilizacdo (Gomes et al. 2008). As proteinas totais foram extraidas apos lavagem com PBS e
raspagem com tampao NETN. Apos 1 minuto no vorfex, a mistura foi sonicada e mantida em gelo por
10 minutos. Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 16.100 % g por 20 minutos e o sobrenadante

foi recuperado. As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (Bradford 1976).

Western Blot

Para a realiza¢do do western blot, foi adicionado tampao de carregamento com agente redutor
as proteinas quantificadas (Pierce Lane Marker Reducing Sample Buffer — ThermoFisher). A solucao
foi carregada em gel desnaturante de SDS-poliacrilamida 4-20% (Mini-Protean TGX — Biorad),
utilizando o sistema Mini-Protean (BioRad). O gel foi resolvido utilizando o tampao Tris-HCI-Glicina
com dodecilsulfato de sodio 0,1% (SDS) (TBS) (BioRad) em voltagem constante (80V por 10 minutos
seguido por 100V por 60 minutos). O gel resolvido foi transferido para uma membrana de fluoreto de
polivinilideno (PVDF) (Immun-Blot PVDF Membrane, BioRad), previamente hidratada (metanol e
tampao de transferéncia), utilizando o sistema Trans-Blot SD Semi-Dry tranfer cell (BioRad). Para isso,
a membrana ¢ o gel foram colocados no interior de uma camada de papel filtro absorvente embebidos
em tampao de transferéncia (Tris-HCI-Glicina-0,1% SDS-20% metanol) e transferido por 50 minutos
sob voltagem constante (20V). Ent3o, a membrana foi bloqueada em leite 5% em TBS com tween-20
0,1% (leite 5% em TBST) por uma hora. Apos esse periodo a membrana foi incubada com os respectivos
anticorpos (tabela 1) diluidos em albumina sérica bovina 1% em TBST (BSA-TBST) ou leite 5% em
TBST e mantida a 4°C por aproximadamente 16 horas. Entdo a membrana foi lavada trés vezes em
solugdo de TBST por 5 minutos cada lavagem e incubada com anticorpo secundario por uma 1 hora.
Para a identificacdo das proteinas, a membrana foi lavada trés vezes em TBST por 5 minutos cada
lavagem, mantida em ECL Plus (GE Healthcare Life Sciences) por 5 minutos e revelada em filmes

(Kodak) (Rodrigues et al. 2008). Posteriormente, os filmes foram analisados no software Imagel

(https://imagej.nih.gov/ij/) e os dados transferidos para o software GraphPad Prism 6 (GraphPad) para
analise estatistica. Os anticorpos utilizados identificaram os pesos moleculares esperados para as

proteinas testadas e para as PLCo4/y1, a validacao com dois siRNA foi realizada.


https://imagej.nih.gov/ij/

Tabela 1 - Anticorpos utilizados nos ensaios Western Blot

Anticorpo

Fabricante/catalogo

Diluicao de trabalho

Anti-EGFR coelho policlonal

Santa Cruz Biotecnology/SC3

1:500

Anti-EGFR camundongo | Millipore-Sigma-Aldrich/05- 1:500
monoclonal 1047

Anti-alfa-tubulina Sigma-Aldrich/T6199 1:2000
camundongo monoclonal

Anti-lamina-B1 coelho | Abcam/ab16048 1:2000
policlonal

Anti-Clatrina coelho | Abcam/ab21679 1:3000
policlonal

Anti-PLCgamal Cell Signaling/12822 1:1000
camundongo monoclonal

Anti-PLCdelta4 coelho | Santa Cruz Biotecnology/H250 | 1:500
policlonal

Anti-Ciclina A2 camundongo | Cell Signaling/4656 1:500
monoclonal

Anti-Ciclina Bl  coelho | Cell Signaling/4138 1:250
policlonal

Anti-Ciclina D1  coelho | Cell Signaling/2978 1:500
monoclonal

Anti-Ciclina D2 coelho | Cell Signaling/3741 1:500
monoclonal

Anti-Ciclina D3 camundongo | Cell Signaling/2936 1:500
monoclonal

Anti-Ciclina E1 camundongo | Cell Singnaling/4129 1:500
monoclonal

Anti-Ciclina  E2  coelho | Cell Signaling/4132 1:500
policlonal

Anti-Ciclina H  coelho | Cell Signaling/2927 1:250
policlonal

Anti-camundongo IgG HRP | ThermoFisher/A28177 1:1000
cabra

Anti-coelho IgG HRP cabra | ThermoFisher/A27036 1:1000

34
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Imunofluorescéncia

Imagem em superresolucdo para imunofluorescéncia foi realizada para a identificagdo de EGFR
nuclear. Para isso, as células foram tratadas ou ndo com EGF, como anteriormente mencionado, apos
semeadas em laminulas. As células foram fixadas com formaldeido tamponado 3,7% (Sigma-Aldrich)
por 30 minutos, lavadas com PBS, permeabilizadas com em Triton-X 100 0,5% PBS por 5 minutos,
lavadas novamente com PBS, bloqueadas com BSA 1% em PBS por 1 hora e incubadas também em
BSA 1%-PBS com o anticorpo anti-EGFR (1:200; camundongo monoclonal clone 8G6.2;
Millipore/Sigma-Aldrich; catalogo 05-1047) e anti-lamina B1 (1:200; coelho policlonal; Abcam;
catalogo ab16048) por 16 horas a 4°C. Apoés esse periodo, as células foram lavadas com PBS, incubadas
com anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa-Fluor 488 (1:1000, Life Technologies), anti-IgG
de coelho conjugado com Alexa-Fluor 546 (1:1000, Life Technologies) e Hoeschst 33342 (1 pg/mL,
Life Technologies) por 1 hora (Faraco et al. 2018). Entdo, as laminulas foram montadas em laminas de
vidro com Prolong Gold antifade (Life Technologies) e as imagens foram adquiridas no microscopio

Leica SP8 Gated STED com a objetiva de 100%; 1,4 NA.

Transfeccao do siRNA

As células foram transfectadas usando o reagente RNAIMAX (Life Technologies) de acordo
com o protocolo do fabricante e os lipossomos com siRNA foram incubados em OptMEM (Life
Technologies). Para isso, 50 nM de siRNA foram usados para o silenciamento da clatrina, 25 nM para
o silenciamento da PLCy1 e 50 nM para o silenciamento da PLC84. Como controle de transfec¢do, 50
nM do Silencer Select Negative Conrol number 2 siRNA e 50 nM do IDT Scrambled negative control
siRNA (NGC) foram utilizados (tabela 2). As células foram transfectadas em suspensdo em meio
DMEM e, ap6s 16 horas, o meio foi substituido por um novo DMEM. As células foram utilizadas para

experimentagdo apos 48 horas da transfeccao.

Experimento de observagao de calcio por microscopia

A analise da resposta de calcio intracelular foi realizada por microscopia confocal, utilizando o
microscopio Zeiss LSM 710 DUO NLO. As células foram privadas de soro por 16 horas, incubadas com
5 uM de Fluo-4/AM (Life Technologies) por 30 minutos ¢ as laminulas foram transferidas para uma
camara de perfusdo. Em seguida, as células foram levadas ao microscopio e perfundidas por 5 minutos
com tampao HEPES para adaptagdo das células. A aquisi¢do temporal foi realizada por 1 minuto sem
estimulo e por 15 ou 30 minutos com estimulo de 100 ng/mL de EGF. As imagens foram analisadas no
ZEN black (Zeiss) e os valores de intensidade de fluorescéncia e tempo transferidos ao GraphPad Prism

para analise estatistica.
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Tabela 2 - Sequéncias dos oligonucleotidios utilizados como siRNA

Alvo Sequéncia 1 Sequéncia 2
Clatrina | 5'- 5'-
GCAAUUAAUUAAGGCUGACCGU | AGGUGGCUUCUAAAUAUCAUGAA
ATT-3’/ Life Technologies, cat. | CA-3"/IDT, cat. hs.Ri.CLTC.13.1

S223263
PLCyl | 5°- 5'-
GAAUCGUGAGGAUCGUAUATT- | GACUCAUCAGCUACUAUGAGAAA
3’/ Life Technologies, cat. S10632 C -37/1IDT, cat. hs.Ri.PLCG1.13.1
PLC4 | 5- CAAGAAGUUCAGCGGUUAU- | 5'-
3’ AAGGCAGGUUGCAACUAGAAAUU

5’- GACCAAUGGCUGAGCGAUU- | CA-3/1IDT, cat. hs.Ri.PLCD4.13.3
3" / ON-TARGETplus SMARTYpool

Darmacon

NGC Sequéncia nao disponivel/ control | 5’-
siRNA1, Life Technologies, cat. | CUUCCUCUCUUUCUCUCCUUGUG
4390846 A -3’/IDT, cat. 51-01-19-08

Tamponamento de InsP3

Os vetores de expressdao para o tamponamento de InsP3 foram geradas por Gomes e
colaboradores (2008) (Gomes et al. 2008). Essa construgao apresenta o dominio de ligacdo de InsP3
(residuos 224-605), proveniente da isoforma I do InsP3R humano, conjugado a proteina mRFP ¢ a um
sinal de localizagdo (InsP3-NLS) ou de exclusdo nuclear (InsP3-NES) que permite a construgdo
permanecer no nicleo ou citoplasma, respectivamente. A construgdo foi modificada para ser expressa
por meio da utilizagdo de adenovirus e a células foram utilizadas apds 48 horas de infecgdo com 10

unidades de multiplicidade de infeccao (MOI).

Extracado e deteccao de PIns-4,5-P2

Para a extracdo e quantificacdo do Plsn-4,5-P2 foi utilizado o kit para realizagdo ELISA da
Echelon Biosciences onde seguimos o protocolo do fabricante. Para isso, as células foram estimuladas
por 5 minutos com 100 ng/mL de EGF e os nucleos isolados com tampédo de lise, como descrito na
subsecdo sobre western blot. Os nucleos foram lavados trés vezes com PBS ¢ a extra¢do do PIns-4,5-P2
foi realizada utilizando o protocolo do fabricante. Inicialmente, os niicleos foram lavados com acido
tricoloroacético 0,5 M e centrifugados a 1.000 x g por 7 minutos a 4°C. A seguir, os nucleos foram

lavados duas vezes em 4cido tricoroacético 5%, contendo EDTA 1 mM, homogeneizados utilizando
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vortex por 30 segundos e centrifugados a 1.000 x g por 7 minutos a 4°C. Para a extracdo de lipideos
neutros, foi adicionada uma solugéo (2:1) de metanol/cloroférmio, agitada em vortex por 10 minutos,
centrifugada a 1.000 x g por 5 minutos, seguido de descarte do sobrenadante. Para a extracdo dos
lipideos acidicos, utilizou-se uma solu¢do de metanol/cloroféormio/acido cloridrico (80:40:1), seguido
de agitagdo em vortex por 25 minutos e centrifugagdo por 5 minutos a 1.000 x g. O sobrenadante foi
transferido para um tubo de microcentrifuga de 2 mL. Para a recuperacdo de Plns-4,5-P2, ao tubo
anterior foram adicionados cloroformio e acido cloridrico. Essa solug@o foi misturada em vortex por 30
segundos e centrifugada por 5 minutos a 1.000 xg. A fase orgénica foi recuperada, transferida para um
tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e seca em uma secadora a vacuo por 12 horas. As amostras foram
reconstituidas em tampdo estabilizador e, para isso, foram agitadas em vortex por 1 minuto.
Posteriormente, foram transferidas, junto ao padrao e aos controles, para a placa de incubacao, seguido
da adicdao do detector, selagem e incubagdo por 1 hora. Apds esse periodo, o conteudo da placa foi
transferido a uma placa de detecg¢@o onde permaneceu por 1 hora. Entdo, o contetido liquido dessa placa
foi desprezado e o detector secundario adicionado e incubado por 1 hora. A placa de deteccao foi lavada
com PBST trés vezes e revelada com solu¢do de TMB por 30 minutos no escuro. A revelacao foi
estabilizada com H,SO4 1 M, a absorbancia lida a 450 nm e os dados levados para analise e comparados

a curva padrao.

Experimento utilizando a Transferéncia de Energia Ressonante em
Fluorescéncia (FRET) para detec¢ao de InsP3 nuclear e PKC nuclear

A construcdo do biosensor para InsP3 nuclear baseado em FRET (FIRE-1nuc) foi gentilmente
cedido pelo Dr. Gregory Mignery (Kapoor et al. 2014). Para PKC, a construgdo NucCKAR foi adquirida
na Addgene (nimero 14869) (Gallegos et al. 2006). A transfecgdo da construgdo foi realizada utilizando
Fugene6 (Promega) de acordo com recomendagdes do fabricante. Para isso, os lipossomos incubados
em OptMEM, com a razdo de 3 uL de Fugene para 1 ug de DNA plasmidial, foram transferidos para as
células apds prévio silenciamento (24 horas) e controles em meio DMEM. Apos 16 horas, o meio foi
removido e um novo meio DMEM foi adicionado. Para completar as 48 horas, as células foram privadas
de soro por 16 horas e, posteriormente, as laminulas foram transferidas para uma camara de perfusio.
As células foram observadas no microscop