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Resumo

O receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) regula processos
celulares de ligantes como o EGF e fator de crescimento transformante alfa
(TGF-a). Sua ativacao inicia cascatas de sinalizagdo que podem resultar em
proliferagdo, diferenciacdo, migragdo e sobrevivéncia celular. O EGFR é
internalizado apds ativacdo e, inicialmente, pensava-se que este era um
mecanismo de regulacdo negativa da sinalizacdo. Recentemente ficou
evidenciado que esse receptor pode translocar para o nucleo apos estimulo
com ligantes, onde atua como fator de transcricdo e transdutor de sinal. A
expressado anormal e/ou mutagbes do EGFR estdo implicadas na progresséo
de tumores sélidos de origem epitelial e seu bloqueio por anticorpos
monoclonais (mAbs) € um alvo importante na terapia contra o cancer. No
entanto, dados recentes apontaram que o EGFR nuclear (nEGFR) esta
envolvido na resisténcia adquirida ao tratamento com mAbs e essa localizacéo
do receptor representa maior valor prognostico para pacientes com certos tipos
de tumores. Apesar da importancia do nEGFR ter sido demonstrada, o
mecanismo pelo qual o receptor € internalizado e chega ao nucleo nao esta
esclarecido. Assim, o presente trabalho tem como objetivo identificar a via
endocitica que medeia a translocacdo do EGFR para o nucleo. Foram
utilizadas células endoteliais de tumor hepatico humano SKHep-1, as quais
expressam altos niveis de EGFR. Nestas células a internalizagdo e a
translocacao para o nucleo foi avaliada por western blot e EGF marcado com
Alexa 488 ou 555. Assim foi demonstrado que o EGFR transloca para o nucleo
com um pico de translocacao entre 5-10 minutos de estimulo com EGF. O
papel da dinamina nesse processo foi avaliado através do uso do dominante
negativo K44A. Empregando a técnica de siRNA, avaliou-se a dependéncia de
clatrina e caveolina na endocitose do EGFR. A comprovag¢ao da dependéncia
de balsas lipidicas nesse processo foi realizada com a utilizagdo de metil-beta-
ciclodextrina (MBCD). Como resultado, identificou-se que a translocagcéo do
EGFR para o nucleo é dependente de dinamina e caveolas/balsas lipidicas.
Além disso, foi demonstrado que a translocagcdo nuclear do EGFR nao

depende de endocitose mediada por clatrina.
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Abstract

The epidermal growth factor receptor (EGFR) regulates cellular process
of ligands such as EGF and transforming growth factor alpha (TGF-a). Upon
activation EGFR initiates signaling cascades that can result in cell proliferation,
differentiation, migration and survival. Recently it was shown that EGFR can be
translocated to the nucleus after ligand stimulation, where it acts as a
transcription factor and signal transducer. Abnormal expression and/or
mutations of EGFR are implicated in the progression of ephitelial-derived solid
tumors and its block by monoclonal antibodies (mAbs) is an important target for
cancer therapy. However, recent data point that nuclear EGFR (nEGFR) is
involved in acquired resistence to mAbs and this localization of the receptor
represent a major prognostic value for patients with some kind of tumors.
Regardless of the nEGFR importance has been demonstrated, the mechanisms
by which this receptor is translocated to the nucleus is not clear. Thus, the
present study aimed to identify the endocytic pathway that mediates the nuclear
translocation of EGFR. SKHep-1 cells, a liver cell line, was used. To determine
differences in the subcellular distribution of EGFR after EGF stimulation,
nuclear and non-nuclear cell fractions were analyzed by immunoblot and by real
time imaging and confocal immunofluorescence. Small interference RNA was
used to knockdown clathrin and caveolin. Intracellular trafficking of EGF was
examined by time lapse confocal imaging of EGF labeled with Alexa 488 or 555.
Cell fractionation studies showed that EGFR was detectable in the nucleus after
EGF stimulation, with a peak in nuclear receptor after 10 min. Movement of
EGFR to the nucleus was confirmed by confocal immunofluorescence. Alexa-
labeled EGF co-localized with EGFR, and internalization of labeled EGF was
blocked by treatment with caveolin siRNA. EGF internalization also was
impaired by the dynamin dominant negative mutant K44A. Cell fractionations
furthermore showed that appearance of EGFR in the nucleus could be blocked
by either Methyl-beta-Cyclodextrin (MBCD) to disrupt lipid rafts or treatment with
caveolin siRNA. However, knockdown of clathrin with siRNA did not block

nuclear accumulation of EGFR.
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1. Introducao
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1.1. O receptor do fator de crescimento epidermal

Receptores de superficie celular medeiam a comunicagdo entre o meio
externo e o interior da célula. Eles integram sinais extracelulares como fatores
de crescimento ou horménios e regulam uma grande diversidade de vias de
sinalizagao e respostas celulares. Uma classe de receptores de membrana, os
receptores do tipo tirosina cinase (RTKs), desempenham um papel essencial
nesse processo. Trata-se de proteinas transmembrana com habilidade
intrinseca de transferir grupos fosfato da adenosina trifosfato (ATP) a residuos
de tirosina contidos em substratos celulares (USHIRO; COHEN, 1980;
SCHLESSINGER, 2000). Diferentes tipos de RTKs sdo ativos durante o
desenvolvimento embrionario e na homeostase em adultos, onde eles
controlam muitos processos celulares fundamentais como o ciclo celular,
metabolismo, diferenciagao, migracao e proliferagao celular (SCHLESSINGER,
2000).

O receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) € o membro
prototipo da classe dos RTKs. Em mamiferos, ele é expresso em uma
variedade de tecidos de origens epitelial, mesenquimal e neuronal, onde
determina processos celulares como crescimento, motilidade e sobrevivéncia
(WELLS, 1999). Como regulador de proliferacdo e diferenciagdo celular, o
EGFR é requerido para o desenvolvimento epitelial e tem uma importante
funcdo na formacdo de diversos 6rgaos em embrides (GOSPODAROWICZ,
1981). Em adicdo a essas fungdes fisioldgicas, o EGFR também tem sido
implicado em estados patolégicos, como a progressdo do cancer
(MOSCATELLO et al, 1995; SALOMON et al., 1995). Quando foi
primeiramente purificado e sequénciado por Julian Downward e colaboradores
em 1984, o EGFR apresentou alto nivel de similaridade com a sequéncia do
oncogene aviario de leucemia eritroblastica, v-erbB. Mais tarde, outras
proteinas relacionadas foram identificadas, as quais foram agrupadas e
nomeadas ERBB. Assim, o EGFR, também chamado ERBB1, pertence a
familia ERBB dos RTKs, que compreende outros trés receptores: ERBB2
(também conhecido como NEU), ERBB3 e ERBB4 (GSCHWIND et al., 2004).

Onze ligantes sdo conhecidos por ativar receptores ERBBs e sete deles

tém afinidade ao EGFR. Dentre os sete, EGF, fator de crescimento
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transformante o (TGF-a), anfiregulina e epigenina ligam-se especificamente ao
EGFR. Betacelulina, epiregulina e fator de crescimento semelhante ao EGF
ligado a heparina (HB-EGF) ligam-se a EGFR e ERBB4 (HARRIS et al., 2003).
Todos os ligantes sao sintetizados como proteinas transmembrana e se
inserem na membrana plasmatica, sendo clivados por proteases de superficie
celular para liberar os fatores de crescimento maduros. A ativacdo dos
receptores pode ser autdcrina ou paracrina (HARRIS et al., 2003).

O EGFR é sintetizado a partir de um polipeptideo precursor de 1210
residuos de aminodacidos e, apds a clivagem da sequéncia amino-terminal, a
proteina de 1186 residuos € N-glicosilada e direcionada a membrana
plasmatica. O receptor maduro é uma glicoproteina de 170 kDa (ULLRICH et
al., 1984) e consiste em uma cadeia modular, com uma regido extracelular para
interagcdo com o ligante (ou ectodominio), um dominio transmembrana e um
dominio de tirosina cinase que é flanqueado as regides justamembrana e
carboxi-terminal regulatoria (BURGESS et al., 2003) (Figura 1).

Dominio | (L1)
Dominia Il (CR1)

Dominio 11 (L2)

Dominia IV (CR2)

Transmembrana
INTRACELULAR Justamembrana

Tirasina
quinase

Ragigo
regulatiria

y
y ¥

Figura 1: Estrutura do EGFR. Representacao esquematica da organizagdo em dominios do
EGFR. Esse RTK apresenta uma regido transmembrana com quatro dominios (dominios |, I,
llle IV oulL1, CR1, L2 e CR2), um dominio transmembrana, uma regido justamembrana, um
dominio tirosina cinase e uma regido carboxi-terminal regulatéria. Y = Tirosina.
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A regiao extracelular é constituida por quatro dominios distintos, de dois
tipos diferentes, sendo os dominios | e lll repeticées ricas em leucina (também
chamados L1 e L2) e os dominios Il e IV ricos em cisteina (também chamados
CR1 e CR2), que ocorrem na ordem I-lI-llI-IV ou L1-CR1-L2-CR2 (LAX et al.,
1988; WARD et al., 1995) (Figura 1). Os dominios | e Ill contém os sitios onde
os ligantes sdo acoplados e o dominio Il apresenta uma alga importante para a
formagao de dimeros do receptor (OGISO et al., 2002). Evidéncias indicam que
a regiao justamembrana tem fungdes regulatérias na associagdo com proteinas
como a calmodulina (MARTIN-NIETO; VILLALOBO, 1998) e na internalizacéo
do receptor apds ativagdao com o ligante (KIL; CARLIN, 2000). O dominio
tirosina cinase, como em outras proteinas da classe, apresenta um sitio de
ligacdo ao ATP entre os lobos amino- e carboxi-terminal, onde o grupo y-fosfato
fica posicionado para ser transferido a tirosinas aceptoras no substrato, que
pode ser a cauda carboxi-terminal do EGFR (STAMOS et al., 2002). Os
residuos de tirosina fosforilados na regido carboxi-terminal modulam vias de
sinalizacdo. Nessa regido ha também residuos de serinal/treonina cuja
fosforilagdo tem sido relacionada a processos de regulagdo negativa da
sinalizagdo e sequéncias que parecem ser importantes para a endocitose do
receptor (TONG et al., 2009).

A unidade funcional na sinalizagao via RTK sdo dimeros. O EGFR forma
homodimeros, assim como trés heterodimeros funcionais com os outros
receptores ERBB (CITRI; YARDEN, 2006). A dimerizacdo é estabelecida
quando a alga no dominio Il extracelular é atrelada a um “bolso” na base do
mesmo dominio no receptor parceiro (OGISO et al., 2002). Inicialmente foi
sugerido que o EGF liga-se simultaneamente a duas moléculas de EGFR
induzindo assim a dimerizacdo (GULLICK, 1994). Entretanto, evidéncias
indicam que na membrana ha pré-dimeros desses receptores (GADELLA;
JOVIN, 1995; SAKO et al., 2000) e a interagdo com seus ligantes na proporgao
de 2:2 causa um rearranjo em cada subunidade devido a rotagdo do dominio
transmembrana (MORIKI et al., 2001). A transi¢ao para a forma dimérica libera
as interagdes inibitérias que mantém o receptor inativo e permite a interacao
com o ligante, o que estabiliza o dimero (MORIKI et al., 2001).

A dimerizacdo do EGFR é necessaria, mas nao suficiente, para sua

ativacao; a interacdo com o ligante € requerida. Nesse processo, a atividade
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tirosina cinase do receptor aumenta e sao fosforilados residuos de tirosinas na
cauda carboxi-terminal do parceiro, caracterizando uma ativagao trans
(JORISSEN et al., 2003). As resultantes fosfotirosinas servem como sitio de
ancoragem para proteinas com dominio de ligacédo a fosfotirosinas (PTB) e
dominio de homologia a proteina Src 2 (SH2) em proteinas sinalizadoras ou
adaptadoras, formando complexos de sinalizacdo (PRENZEL et al., 2001).
Algumas proteinas ancoradas ao EGFR dessa maneira e os residuos de

tirosina que medeiam essa associagéo estao listados na tabela 1.

Tabela 1: Proteinas sinalizadoras que sdo diretamente associadas ao
EGFR, suas fung¢oes e sitios de ligagao preferidos no EGFR.

Proteina Funcao Sitio de ligagdo no EGFR
Grb2 Adaptadora pY 1068, pY 1086
Shc Adaptadora pY 1148, pY 1173
Src Tirosina cinase pY 891, pY 920
Abl Tirosina cinase pY 1086
SHP-1 Fosfatase pY 1173
PLCy Fosfolipase pY 1173 (N-SH2), pY 992 (C-SH2)

(Adaptado de JORISSEN et al., 2003)

Dada a diversidade funcional das proteinas que sdo complexadas ao
EGFR apo6s a autofosforilacdo, o estimulo com EGF resulta na ativacao
simultanea de diversas vias de transdugao de sinal funcionalmente interligadas
(JORISSEN et al., 2003). As princiais vias de sinalizacdo classicas iniciadas

pelo EGFR estdo sumarizadas e esquematizadas na Figura 2.
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Figura 2: Sinalizagdo classica via EGFR. O EGFR induz respostas de progresséo do
ciclo celular, migragéo, sobrevivéncia e proliferagdo através de cascatas de transdugéo de
sinais iniciadas por Ras, PI3K e PLCy e pela ativacao direta do fator de transcricdo STAT.

A proteina 2 ligada ao receptor de fator de crescimento (Grb2) é chave
para indugdo da via da Ras/proteina cinase ativada por mitogeno (MAPK)
(LOWENSTEIN et al.,, 1992). Ela é normalmente localizada no citosol e
constitutivamente ligada ao homaélogo de son of sevenless (Sos), um fator de
troca de nucleotideos de guanina para a pequena proteina G Ras. Com a
ativagdo do EGFR, o dominio SH2 da Grb2 liga-se diretamente as
fosfotirosinas na cauda carboxi-terminal ou indiretamente, por se unir a Shc
(proteina contendo dominio homdlogo a Src) associada ao receptor e
fosforilada em tirosinas (SASAOKA et al., 1994; HASHIMOTO et al., 1999 ). A
Shc, através do seu dominio PTB, liga-se ao EGFR ativado (HASHIMOTO et
al., 1999). A ancoragem com o EGFR ou com a Shc ligada facilita a interacéo
da Grb2/Sos com Ras, resultando na troca de guanosina difosfato (GDP) ligado
por guanosina trifosfato (GTP) e, portanto, na ativagdo da Ras. Por
conseguinte, a Ras ativa o homologo 1 ao oncogene viral de leucemia murina
(Raf-1) que, por sua vez, leva a fosforilagdo e ativagdo das cinases reguladas

por sinais extracelular 1 e 2 (Erk 1/2), através de uma série de cinases
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intermediarias. Erk 1/2 ativadas translocam para o nucleo e ativam fatores de
transcricdo, como Elk-1 e c-fos, resultando por fim em proliferagdao celular
(JOHNSON; VAILLANCOURT, 1994). Além das Erks outras MAPKs s&o alvos
do EGFR, entre elas as cinases de amino-terminal c-Jun (Jnks), a proteina
cinase ativada por mitdgeno 14 (p38) e a Erk-5, que apesar de serem ativadas
por vias diferentes, geram respostas de progressdo do ciclo celular e
proliferagao (KATO et al., 1998; JOHNSON; LAPADAT, 2002).

Src, uma proteina tirosina cinase nao-receptor associada a membrana,
coopera na sinalizacao via EGFR. Seu dominio SH2 é ancorado a tirosinas
especificas no EGFR (Tabela 1) e essa interacao € bidirecional: o Src pode se
ligar, fosforilar e ativar o receptor, e vice-versa (BELSCHES et al., 1997). A
ligacdo do Src com o EGFR cria sitios de ligagado para a p85, aumentando sua
fosforilacdo e, consequentemente, ativa a via das fosfatidilinositol-3-cinases
(PI3K) (STOVER et al., 1995).

A classe la de PI3K é fortemente ativada por RTKs (SCHLESSINGER,
2000). Sua forma ativa converte o lipideo de membrana plasmatica
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3).
Um dos alvos mais estudados desse segundo mensageiro é a serina/treonina
cinase Akt, também chamada proteina cinase B (PKB), e a cinase dependente
de fosfoinositideo 1 (PDK1). A associagcdo do PIP; na membrana plasmatica
recruta e aproxima essas duas proteinas e facilita a fosforilagdo da Akt pela
PDK1 (CANTLEY, 2002). PKB/Akt fosforila e regula a fungdo de muitas
proteinas envolvidas em processos de sobrevivéncia, proliferacdo e migracao
celular. Essa via é a principal mediadora do efeito antiapotético resultante da
ativacao do EGFR (CANTLEY, 2002).

A fosfolipase C-y (PLCy) liga-se diretamente as fosfotirosinas no EGFR
(Tabela 1), sendo assim fosforilada e ativada. Dessa forma, ela catalisa a
hidrolise do PIP2 produzindo dois importantes segundo mensageiros: o
diacilglicerol (DAG) e o inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3) (KAMAT; CARPENTER,
1997). O DAG é cofator para ativagao da serina/treonina cinase PKC, enquanto
o InsP3; medeia a liberacdo de calcio de estoques intracelulares. A PKC ativa
muitos componentes de sinalizagéo, incluindo enzimas MAPKs (MCCLELLAN

et al.,, 1999). Através do InsP3, 0 EGFR pode ativar enzimas dependentes de
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calcio como o fator nuclear kappa B (NFkB), que induz a expressao de genes
envolvidos no crescimento celular (SUN; CARPENTER, 1998).

A fosfolipase D (PLD) é outro mediador-chave na sinalizagéo via EGFR.
Em resposta ao estimulo com EGF, ela hidrolisa fosfatidilcolina para gerar
colina e o segundo mensageiro acido fosfatidico (PA), que ativa a via
Ras/MAPK através da interacdo com a proteina Sos (LEE et al., 2009). PA
também ativa mTOR (alvo da rapamicina em mamiferos), que regula a
traducdo de RNA mensageiros e, por conseguinte, o crescimento e
prolieferacao celular (FANG et al., 2001).

Proteinas de transducdo de sinal e ativadoras de transcrigdo (STAT)
também estdo implicadas na funcdo do EGFR. Em particular, STAT-1, 3 e 5
séo ativadas por esse receptor (QUESNELLE et al., 2007). Evidéncias indicam
que esses fatores de transcricdo sao constitutivamente associados ao EGFR
em uma forma inativa, e sua atividade transcricional € dependente da atividade
tirosina cinase do receptor diretamente (XIA et al., 2002) ou mediada por Src
(OLAYIOYE et al., 1999). Uma vez estimuladas, as STATs translocam para o
nucleo e ativam a transcricdo de proteinas que induzem progressao do ciclo
celular, proliferagéo e inibicdo de apoptose (QUESNELLE et al., 2007).

A sinalizagdo via EGFR pode ainda ser regulada negativamente. As
cascatas iniciadas em resposta a sua ativacdo podem ser atenuadas por
proteinas fosfatases como a SHP-1 (OSTMAN; BOHMER, 2001). Do mesmo
modo, a endocitose induzida por ligante € geralmente considerada um
mecanismo de regulacdo negativa (BEGUINOT et al., 1984; SORKIN et al.,
2008).

A sinalizagao via fatores de crescimento esta relacionada a patogénese
do cancer humano (NORMANNO et al., 2006). Células tumorais geralmente
apresentam menor requerimento de fatores de crescimento exdgenos para
manter as altas taxas de proliferacdo, devido a sua habilidade de produzir
grande quantidade desses peptideos, que as ativam de modo autécrino (DE
LARCO; TODARO, 1978). Além disso, diferentes mecanismos contribuem para
a amplificagdo do sinal gerado por fatores de crescimento, como por exemplo,
a maior expressao de receptores, aumentando assim a sensibilidade aos

ligantes (SALOMON et al., 1995). H& muitos proto-oncogenes que codificam
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fatores de crescimento ou seus receptores ou ainda proteinas envolvidas nas
cascatas de transducao de sinal induzidas por eles (STORMS; BOSE, 1989).

O EGFR e seus ligantes contribuem com processos relevantes para o
desenvolvimento e progressdo tumoral (regulam sobrevivéncia, proliferagdo
celular e angiogénese, por exemplo), sendo bem documentado seu papel na
patogénese do cancer (SALOMON et al., 1995; NORMANNO et al., 2001). A
amplificagcdo do gene do EGFR ocorre em tumores humanos como os de
cabeca e pescogo (DASSONVILLE et al., 1993), pancreas (TOBITA et al.,
2003), mama (XUE et al., 2006), estbmago (YOSHIDA et al., 1989), bexiga
(NEAL et al., 1990), entre outros (NORMANNO et al.,, 2006). Contudo, em
grande parte dos tumores em que esse gene € amplificado ha mutagdes na sua
sequéncia (FREDERICK et al., 2000). As alteragdes genéticas no EGFR criam
formas aberrantes do receptor, que s&o capazes de gerar sinais mais fortes e,
muitas vezes, independentes de ligantes, o que contribui para a malignidade
das células tumorais (YAMAMOTO et al., 2009). Nao obstante, pacientes com
tumores que apresentam alta expressdo de EGFR tendem a ter um pior
prognostico (GRIMAUX et al., 1989; KOENDERS et al., 1993; CUNNINGHAM
et al., 2005; HIRSCH et al., 2009).

Tendo em vista que o EGFR ¢é superativado em uma variedade de
tumores humanos, ele é um importante alvo para o tratamento de cancer. Com
a finalidade de inibir a acdo desse receptor em células tumorais, diferentes
estratégias terapéuticas foram desenvolvidas, incluindo: anticorpos
monoclonais (mMAbs), inibidores sintéticos de tirosina cinase, toxinas
conjugadas a ligantes do EGFR e terapia antisenso para receptores ERBB
(BONO; ROWINSKY, 2002; HYNES; LANE, 2005). As abordagens
farmacolégicas aprovadas e utilizadas na oncologia clinica incluem os mAbs,
que agem como antagonistas do receptor por competir com os ligantes e
obstruir o sitio de ligagdo, e os inibidores de tirosina cinase, que competem
com o ATP pelo dominio catalitico do receptor (HYNES; LANE, 2005).
Atualmente, os mAbs sao amplamente utilizados para o tratamento de
carcinomas, dentre eles o cetuximab, que liga especificamente ao EGFR com
alta afinidade e € um potente inibidor da sinalizagdo (BASELGA, 2001).

O bloqueio do EGFR resulta em inibigao significativa do crescimento de

células derivadas de varios tipos de carcinoma humano, in vitro e in vivo
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(HYNES; LANE, 2005). No entanto, apenas 10-20% dos pacientes tratados
manifestam as respostas clinicas esperadas (ARTEAGA, 2003). A resposta ao
tratamento com agentes quimioterapicos anti-EGFR é limitada por resisténcia
intrinseca ou adiquirida. Embora as causas ndo estejam bem esclarecidas,
evidéncias indicam que a resisténcia adquirida ao tratamento anti-EGFR ocorre
devido a perdal/inativagcdo de moléculas downstream do receptor e alteragdes
na rota de sinalizagao (BIANCO et al., 2005).

Ao investigar possiveis mecanismos da resisténcia adiquirida, Li e
colaboradores (2009) acusaram grande expressdo de EGFR no nucleo de
células resistentes a cetuximab. Nesse trabalho foi mostrado que essa
linhagem celular produz grandes quantidades de EGF, que ativa o receptor e
induz sua translocacdo para o nucleo, esse processo sendo dependente de
SFK, uma cinase da familia Src. Demonstraram ainda que o bloqueio da SFK,
com consequente inibicdo da translocagao nuclear do EGFR, aumenta a
quantidade desse receptor na membrana plasmatica, o que torna as células
mais sensiveis ao tratamento. Postulou-se, entdo, que a localizag&o nuclear do
EGFR contribui para a resisténcia adiquirida ao cetuximab in vitro e in vivo.
Paralelamente, outro trabalho demonstrou que mAbs anti-EGFR s&o capazes
de induzir a translocagao do EGFR para o nucleo (LIAO; CARPENTER, 2009).
De fato, nas ultimas décadas emergiram evidéncias da presenga de receptores
ERBB no nucleo de células e tecidos em alta atividade proliferativa (XIE;
HUNG, 1994; NI et al., 2001; LIN et al., 2001; OFFTERDINGER et al., 2002).
Esses achados abriram espectro para um novo modo de sinalizagao via EGFR,
em que esse receptor age diretamente no nucleo regulando fungdes

importantes para a progressao tumoral.

1.2. Internalizacao e localizagao nuclear do EGFR

Em 1976, dois anos antes da descoberta do EGFR, Carpenter e Cohen
publicaram o primeiro relato sobre a internalizacdo do EGF, no qual foi
evidenciado que esse polipeptideo ligava-se em sitios especificos na superficie
das células-alvo e, em seguida, era internalizado e degradado. Instigaram

ainda que “os possiveis receptores” para o EGF na membrana plasmatica
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tornavam-se inacessiveis quando novas moléculas eram adicionadas ao meio.
Apos a identificacdo do EGFR, esse fato foi confirmado com a demonstracao
de que o EGF induz a internalizagdo do seu receptor (HAIGLER; MCKANNA;
COHEN, 1979). Estudos subsequentes estabeleceram o processo linear de
ligagcao-internalizagado-degradacédo do EGFR (STOSCHECK; CARPENTER,
1984; BEGUINOT et al., 1984; MILLER et al., 1986). Segundo Herbst et al.
(1994), consecutivo a internalizagdo, o EGFR é localizado nos endossomos
primarios e tardios, onde ¢é direcionado a dois destinos: (1) aos lisossomos para
degradacgao proteolitica ou (2) para ser reciclado de volta a membrana
plasmatica. Essas observacdes foram extendidas a outros RTKs e receptores
acoplados a proteina G, a partir das quais foi inferido que a endocitose de
receptores ativados por ligantes poderia atenuar a transdugdo de sinal
(CERESA; SCHMID, 2000).

Contudo, evidéncias surgiram indicando que o trafego de RTKs ativados
€ um processo complexo e altamente regulado, o que seria consistente com
mais de uma fungdo, sugerindo que a internalizacdo de receptores nao
contempla apenas uma diminuigdo da sinalizagao do receptor (WILEY; BURKE,
2001). Alguns trabalhos apontaram que alvos downstream do EGFR continuam
sendo ativados apods sua endocitose (MCPHERSON; KAY; HUSSAIN, 2001).
Foi demonstrado que as moléculas de EGFR nos endossomos sao
enzimaticamente ativas, hiperfosforiladas e podem estar associadas a Shc,
Grb2 e Sos (DI GUGLIELMO et al., 1994), sendo capaz de ativar as principais
vias que levam a sobrevivéncia e proliferacdo celular (WANG et al., 2002).
Além disso, receptores internalizados podem ativar vias distintas daquelas
ativadas na superficie celular (MIACZYNSKA et al., 2004). Bevan et al. (1996)
ja haviam sugerido que um papel-chave da internalizagdo de receptores seria
permitir a interacdo de um receptor ativado com substratos topograficamente
distintos, essenciais para a transdug¢ao do sinal. Outros estudos deram suporte
a idéia de que o trafego de receptores € um importante mecanismo para
regular a especificidade da resposta gerada (CERESA et al., 1998; ZHANG et
al., 2000). Assim, hoje se sabe que o EGFR intracelular é importante para o
controle temporal e espacial da sinalizagédo, influenciando diretamente n&o
apenas a duragdo e a intensidade do sinal, mas também sua correta

localizagao.
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Esse modo de regulagao é alcangado através da compartimentalizagao
dos elementos sinalizadores em um conjunto dindmico de multiplos
subdominios celulares, vesiculas e organelas (HOELLER; VOLAREVIC; DIKIC,
2005). O EGFR, embora originalmente conhecido como um receptor de
membrana plasmatica, ja foi descrito no nucleo (MARTI et al.,, 1990) e,
recentemente, em mitocéndria (DEMORY et al., 2009).

A possibilidade de direta translocagdo nuclear de RTKs tem sido
reconhecida (WELLS; MARTI, 2002; CARPENTER, 2003). Foi demonstrado
que o ERBB4 apds ativacao é clivado, liberando um dominio catalitico que vai
para o nucleo (NI et al., 2001). Ja ERBB2 e ERBB3 foram encontrados intactos
nesse compartimento (XIE; HUNG, 1994; OFFTERDINGER et al., 2002). Marti
e colaboradores, em 1991, descreveram pela primeira vez a presenca do
EGFR em nucleos isolados de hepatdcitos em regeneracdo. Além disso, ja
havia sido demonstrado que durante a regeneracédo hepatica ha acumulo de
EGF exdégeno no nucleo dessas células (RAPER et al., 1987). A localizacao
nuclear do EGFR foi observada também em outros tecidos em alta atividade
proliferativa como placenta humana, mucosa oral humana e utero de ratas
gravidas (PLANQUE, 2006).

Tabela 2: Fungoes biolégicas do EGFR nuclear.

Funcéo biolégica Referéncias

Replicagao do DNA Wang et al., 2006
Proliferacao celular Lin et al., 2001; Wang et al., 2006; Hung et al., 2008

T . Lin et al., 2001; Lo et al., 2005a; Hanada et al., 2006; Hung et al.,
ranscrigao 2008

Reparo do DNA Wang et al., 2006; Wanner et al., 2008

Lin et al., 2001; Lo et al., 2005a; Hanada et al., 2006; Wang et

Progress@o tumoral " 506" Hoshino et al., 2007: Wanner et al., 2008

O EGFR nuclear (nEGFR) desempenha fungdes importantes para o
crescimento celular, onde os ligantes sédo requeridos (MARTI et al., 2001). As
especulacdes acerca das fungdes moleculares do nEGFR apontaram que ele

pode atuar como regulador da transcrigdo génica (LIN et al., 2001). Nesse
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trabalho foi mostrado que o dominio carboxi-terminal do EGFR conduz a
transcricdo a partir de sequéncias ricas em AT, como no promotor da ciclina
D1. O estimulo da expressao de ciclina D1 em células tumorais relacionou pela
primeira vez a fungdo do nEGFR e proliferagao celular (LIN et al., 2001). Outro
alvo desse receptor € o promotor da oxido nitrico sintase induzida (iNOS).
Através da interacdo com STAT3 o nEGFR ¢é recrutado aos motivos ricos em
AT no promotor da iINOS, onde ativa sua transcricdo e, consequentemente, a
via do Oxido nitrico, que estd envolvida na progressdo tumoral (LO et al.,
2005a). Do mesmo modo, o EGFR associa-se a STATS para transativar o
promotor da aurora A, resultando em amplificagdo de centrossomos e
desordem de microtubulos (HUNG et al., 2008). Além de cooperar com as
STATs, o nEGFR age com o E2F1 para ativar a expressdo do fator de
transcricdo B-Myb (HANADA et al.,, 2006). Altos niveis de B-Myb sao
encontrados em tumores de mama, onde o nEGFR é requerido. Conforme
ressaltado por Lo et al. (2005a), o EGFR, assim como os outros ERBBs, néo
apresenta dominio de ligagcdo ao DNA; por isso a associagdo com outras
proteinas que contém tais dominios é necessaria para seu recrutamento a
cromatina.

Em adicado a fungao de fator de transcricdo, o EGFR pode ativar alvos
nucleares assim como faz no citosol. Tal funcdo foi atribuida com a
identificacdo de que o nEGFR fosforila e ativa o antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA) (WANG et al., 2006). A fosforilagdo da PCNA pelo
EGFR estabiliza sua interagcdo com a cromatina e, portanto, suas fungdes
associadas. O aumento dessa ativagdo coincide com proliferacdo celular
acentuada e esta correlacionada a baixa sobrevida de pacientes com cancer
(WANG et al., 2006). O EGFR também esta implicado na fosforilagdo da DNA-
PK, que é importante para o reparo de DNA dupla fita (WANNER et al., 2008).
Possivelmente existem outros alvos nucleares desse receptor que ainda nao
foram identificados. As funcdes celulares do nEGFR descritas até o momento
estdo sumarizadas na Tabela 2.

Um estudo envolvendo pacientes com cancer de mama detectou que a
expressdo de EGFR no compartimento nuclear tem significancia patologica. O
EGFR nuclear e ndo o citosélico esta implicado em pior prognostico para esses

pacientes, sendo menor a sobrevivéncia entre aqueles que apresentaram maior
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quantidade de nEGFR (LO et al., 2005b). Similarmente, a expressao desse
receptor no nucleo foi correlacionada com a malignidade e capacidade de
mestastase de tumores esofagicos (HOSHINO et al., 2007). Foi demonstrado
que a concentracdo de nEGFR fosforilado pode afetar o progndstico de
pacientes com cancer de eséfago. O nEGFR também estad envolvido com o
desenvolvimento de céncer de ovario (XIA et al., 2009) e carcinoma
orofaringeo, onde é diretamente relacionado com a maior recorrencia desses
tumores (PSYRRI et al., 2008). Ele também esta associado a resisténcia a
terapia do cancer. Conforme apresentado na secédo 1.1, a translocacdo do
EGFR para o nucleo € um mecanismo de resisténcia ao tratamento com
cetuximab (LI et al., 2009). A radiag&o ionizante também induz a translocagao
(WANNER et al., 2008). Parece que o “sequestro” nuclear do EGFR é um
modo de protecdo das células tumorais. Assim, a presenga desse RTK no
nucleo tem sido cada vez mais reconhecida como uma caracteristica patolégica
de tumores (LO; HUNG, 2006).

Na perspectiva da biologia do céncer, é plausivel que a localizagéo
nuclear do EGFR serve como um mecanismo de sustentacido da sinalizacéo e
suprimento de vias de ativagado da progressao tumoral. Logo, o nEGFR torna-
se um alvo mais especifico e atrativo para o tratamento de diversos tipos de
cancer. Acredita-se que o bloqueio da translocacdo nuclear do EGFR seria
uma estratégia eficaz na intervencdo do cancer (DITTMANN; MAYER;
RODEMANN, 2010), entretanto, a questao sobre como o EGFR ¢ transportado
ao nucleo nao esta bem esclarecida.

Foi demonstrado que em células MDA-MB 468 o trafego do EGFR entre
0 nucleo e o citosol depende da interacdo direta deste com proteinas
carreadoras como as importinas a1/p1, para conduzi-lo ao interior do nucleo, e
a exportina CRM1, para exclusdo nuclear (LO et al., 2006). Porém, os detalhes
moleculares acerca da internalizacdo desse receptor ndo sdo conhecidos.
Sabe-se que a regido justamembrana dos ERBBs contém um sinal de
localizacdo nuclear (NLS), que ¢é distinto daqueles tradicionalmente
encontrados em proteinas que sdo enderegadas ao nucleo (HSU; HUNG,
2007). No entando, n&o se sabe quais moléculas interagem como EGFR para
conduzi-lo ao nucleo e nenhum trabalho apresentou evidéncias diretas sobre

qual via endocitica esta envolvida nesse processo.
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1.3. Endocitose: porta de entrada nas células

Endocitose é o processo pelo qual macromoléculas sao carreadas ao
interior da célula através de vesiculas derivadas da membrana plasmatica
(CONNER; SCHMID, 2003). Podendo ocorrer por diversos mecanismos, a
endocitose é classificada em dois grandes grupos, a fagocitose e a pinocitose.
A fagocitose esta implicada na captagdo de grandes particulas e €, em geral,
restrita a células especializadas de mamiferos, especialmente células do
sistema imune, incluindo macréfagos, mondcitos e neutrédfilos (CONNER;
SCHMID, 2003). Ja a pinocitose envolve a captagcado de fluidos e solutos e
ocorre em todos os tipos celulares por pelo menos quatro mecanismos basicos:
macropinocitose, endocitose dependente de clatrina, endocitose dependente
de caveolas e endocitose independente de clatrina e caveolas (DOHERTY;
MCMAHON, 2009). As vias endociticas diferem em relagdo ao tamanho das
vesiculas, a natureza do cargo (pode ser polipepeptideos, receptores
transmembrana ou lipideos) ou o mecanismo de formac&o das vesiculas e a
maquinaria protéica que as promove (DOHERTY; MCMAHON, 2009).

A macropinocitose captura grande volume do meio extracelular. Assim

como a fagocitose, € caracterizada por formar vesiculas maiores que 1um, ao
passo que as vias clatrina-dependente, caveola-dependente e clatrina- e
caveola-independente formam vesiculas menores (CONNER; SCHMID, 2003).
Pregueamentos na membrana sdo induzidos por fatores de crescimento ou
agentes mitogénicos e, frequentemente, levam a formacdo de estruturas
vesiculares dinamicas, grandes e heterogéneas, chamadas macropinossomos.
A macropinocitose, dessa forma, contribui para a internalizagdo de grande
volume de solutos, sendo relevante na captacéo de antigenos, principalmente
nas células dendriticas (MAYOR; PAGANO, 2007).

As vesiculas pinociticas sdo formadas a partir de invaginagdes e
destacamento desses pedagos da membrana plasmatica (DOHERTY;
MCMAHON, 2009). A grande GTPase dinamina tem um importante papel
nesse processo e esta envolvida na endocitose mediada por clatrina (DAMKE
et al.,, 1994) e por caveolas (HENLEY et al., 1998). Diferentes vias

independentes de clatrina e caveolas utilizam outras proteinas que
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desempenham fungdo na cisdo de vesiculas, como alguns fatores de
ribosilaggo do ADP (Arf) e pequenas GTPases da subfamila Rho
(DONALDSON; KLAUSNER, 1994; QUALMANN; MELLOR, 2003). Assim, as
vias endociticas podem ser classificas de acordo com os passos essenciais
que sao requeridos na formagéo da vesicula, onde um determinado cargo pode
ser internalizado por vias que requerem ou nao a dinamina, como

esquematizado abaixo.

Dependente de
" clatrina
Dependente de 4
dinamina r .
Dependente de
o caveola
Cargo endocitico |
) - ~
Independente de Independente de
dinamina clatrina e caveola

A dinamina é uma GTPase de alto peso molecular (massa de 100 kDa)
com cinco dominios funcionais: um amino-terminal de hidrdlise do GTP, um
dominio central, um dominio de homologia a pleckstrina (dominio PH), um
efetor GTPase (GED) e um dominio carboxi-terminal rico em prolina
(HINSHAW, 2000). Este ultimo contém sitios de ligacdo a dominios SH3,
essencial para interagdes proteina-proteina, o que é importante na regulagéao
da endocitose, principalmente por proteinas sinalizadoras (MCPHERSON,
1999). Fosfolipideos anidnicos (ou lipossomos) ligam-se ao dominio PH e
estimulam a atividade GTPase, promovendo a unido das moléculas de
dinamina e sua ativagao (TUMA et al., 1993). O dominio PH da dinamina liga
preferencialmente ao PIP, na membrana plasmatica, o que foi demonstrado ser
essencial para a localizagdo da dinamina e para a endocitose (SALIM et al.,
1996). Estudos estruturais mostraram que a dinamina existe como tetrémeros
que podem ser unidos em forma de anéis ou espirais, formando uma estrutura
semelhante a um colar em torno do “pesco¢o” da invaginagdo da membrana
(CARR; HINSHAW, 1997) (Figura 3). A dinamina € capaz de gerar forga, de

modo que uma vez enrolada no seu substrato, ela torce o “pescoco” da
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invaginagdo e promove a cisao desse pedaco de membrana, liberando a
vesicula no interior da célula (HINSHAW, 2000).

A dinamina K44A — a lisina na posicao 44 ¢ substituida por uma alanina
— é uma ferramenta util para o estudo da dependéncia dessa proteina na
endocitose. A lisina 44 esta localizada no dominio amino-terminal, num sitio
ativo conservado nas GTPases (DAMKE et al., 1994). A mutacao
lisina—alanina reduz a ligagdo dos nucleotideos, gerando um dominante
negativo (DAMKE et al., 1994). Essa forma mutante da dinamina bloqueia os

eventos iniciais da endocitose dependente de dinamina (BLIEK et al., 1993).

Bicamada lipidica

~ -~
q'. Dyn -p»-Dyn* H pypeoyn @ @

@
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Vesicula revestida

@ = Dinamina menomérica

o = Dinamina tetramérica

Figura 3: Fungdo da dinamina. A dinamina utiliza a forca gerada da hidrélise do GTP para
destacar invaginacdes revestidas da membrana e formar vesiculas endociticas. Dyn =
dinamina. Dyn* = dinamina ativa.

Adaptado de Mettlen et al., Biochemical Society Transactions, 2009.

Os cargos endociticos sado recrutados por mecanismos especificos e se
concentram nas invaginagdes revestidas na membrana para subsequente
internalizacao (SORKIN, 2004). O revestimento mais bem estudado é aquele
em que a principal unidade é a clatrina, uma proteina com estrutura de “trés
pés”, formada por trés cadeias pesadas (CHC), cada uma com uma cadeia leve
(CLC) fortemente associada (BRODSKY et al., 2001). As moléculas de clatrina,
junto com as proteinas de montagem AP2 e AP180, se associam para formar
estruturas como caixas poligonais que coordenam as fung¢des relacionadas a
selecdo do cargo e a formagao das vesiculas (BRODSKY et al.,, 2001). A

endocitose mediada por clatrina realiza a continua captura de nutrientes
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essenciais, como por exemplo, particulas de colesterol de baixa densidade
(LDL) ligadas ao seu receptor e transferrinas carregadas com ferro ligadas ao
receptor (SORKIN, 2004). Essa via foi inicialmente referida como “endocitose
mediada por receptor”, porém hoje esta claro que esse termo € impropio pois a
maioria das vias pinociticas envolvem interagdes especificas entre ligantes e
receptores (SORKIN, 2004).

Ao contrario das invaginacgdes revestidas de clatrina, as caveolas sao
abundantes em células endoteliais, musculares e adipdcitos, mas nao
detectadas em linfocitos e neurénios (PARTON; RICHARDS, 2003). Caveolas
sdo invaginacbes da membrana em forma de baldo de 50-80 nm (YAMADA,
1955), presentes na superficie de muitas células de mamiferos (PARTON,
2003). O maior constituinte protéico e marcador molecular das caveolas € a
proteina caveolina (CAV). Existem trés isoformas de caveolina, nomeadas
CAV- 1-3. A CAV-1 é necessaria para a formagao de caveolas em qualquer tipo
celular que apresente essas estruturas, enquanto as CAV-2 e 3 sao co-
expressas com a primeira em tecidos especificos; a CAV-3 é
predominantemente encontrada em células musculares esqueléticas e
cardiacas (PARTON, 2003). As caveolinas sao proteinas integrais de
membrana que se ligam diretamente a colesterol e acidos graxos. A CAV-1 é
palmitoilada em sua cauda carboxi-terminal e forma oligbmeros de alto peso
molecular (PARTON, 2003). Caveolas também sao ricas em esfingolipideos e
colesterol (SIMONS; IKONEN, 1997). Nessas estruturas ainda sdo comumente
concentradas proteinas sinalizadoras e proteinas ancoradas a glicosil
fosfatidilinositol (SPRENGER et al., 2004). Os cargos caveolares séo diversos,
indo de lipideos e proteinas a patogenos (PARTON; RICHARDS, 2003).

As vias independentes de dinamina e, portanto, independentes de
clatrina e caveolas, utilizam pequenas GTPases como a CDC42 da subfamilia
Rho e a ARF6 (CHADDA et al., 2007; KANG et al., 2009). Os carreadores
primarios que brotam da superficie celular pela endocitose dependente de
CDC42 apresentam amplas e longas invaginagdes, em contraste as pequenas
e esféricas caracteristicas das vias reguladas por clatrina e caveolas; portanto,
um grande volume de fase liquida & co-internalizado em um unico evento de
brotamento comparado aos outros mecanismos de internalizagcédo (CHADDA et

al., 2007). O papel da ARF6 tem sido sugerido na endocitose de muitas
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proteinas como moléculas do complexo maior de histocompatibilidade de
classe | (MHC 1), integrinas p1, carboxipeptidase E e e-caderina, sendo
importante no trafego entre membranas e reciclagem (DUNPHY et al., 2006;
MAYOR; PAGANO, 2007; WALSENG; BAKKE; ROCHE, 2008). Em
comparagao as vias dependentes de dinamina, essas rotas foram menos
caracterizadas até o momento.

Ndo apenas antigenos e particulas extracelulares, mas também
moléculas de superficie celular podem ser transportadas através da membrana
plasmatica para o interior das células por vias distintas. O EGFR ¢é internalizado
apods ativacao e translocado ao nucleo, porém nao se sabe ao certo quais

desses mecanismos estdo envolvidos nesse processo.
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2. Objetivos
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2.1. Objetivo geral

Investigar o mecanismo de translocagédo do EGFR para o nucleo.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar se o0 EGFR ¢ internalizado e translocado para o nucleo via
endocitose dependente de dinamina.

e Avaliar se o0 EGFR ¢ internalizado e translocado para o nucleo via

endocitose dependente de clatrina e/ou caveolas.
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3. Materiais e Métodos
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3.1. Cultura celular
3.1.1 SKHep-1

Células SKHep1, células endoteliais humanas de tumor hepatico, foram
obtidas da American Type Culture Collection (ATCC) e cultivadas em
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Sigma) suplementado com 5mM
de bicarbonato de sdédio, 100 unid/ml de penicilina, 0,1 mg/ml de streptomicina
e 10% de soro fetal bovino (DMEM completo), a 37°C, em 5% CO..

3.1.2 MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB 231

MACL-1 e MGSO-3 sao linhagens de cancer de mama humanas
(CORREA et al., 2009) gentilmente cedidas pelo professor Dr. Alfredo Miranda
de Goes (UFMG, Belo Horizonte-MG). Células MDA-MB 231 foram obtidas da
ATCC. Essas células foram cultivadas em DMEM completo, a 37°C, em 5%
COs.

3.1.3 Hepatocitos primarios

Hepatdcitos foram isolados de figado de ratos Sprague-Dawley machos
através de perfusdo com colagenase, como previamente descrito por Boyer e
colaboradores (1990). Essas células foram cultivadas em meio L15 (Invitrogen)
suplementado com 100 unid/ml de penicilina, 0,1 mg/ml de streptomicina e 10%
de soro fetal bovino, a 37°C, em 5% CO,. Os hepatdcitos foram utilizados em

até 6 horas apos o isolamento.
3.2. Estimulo com fator de crescimento epidermal

Com o objetivo de estimular células com EGF exdégeno, estas foram
semeadas em placas de 6 pogos (35mm) na densidade de 2x10° células/mL,

ou em pocos de 60mm na densidade de 1x10° células/mL, em DMEM

completo. Aguardava-se pelo menos 24 horas para a aderéncia das células.
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As células SKHep-1 eram mantidas em DMEM sem soro por 12-16

horas e os hepatdcitos por 4 horas antes de serem estimuladas. Em seguida,

eram incubadas com 200ng/mL de EGF (Invitrogen) por 10 minutos a 37°C, em
5% CO,. A reacédo era interrompida com a rapida remogao do meio, lavagem
com tampédo fosfato salino (PBS) e adigdo de tamp&o de lise para os
experimentos de western blot ou fixagdo com paraformaldeido 4% para a
realizacdo de imunofluorescéncia.

Nos experimentos de imunofluorescéncia foram utilizados EGF
marcados: EGF conjugado a Alexa-488 (Invitrogen) ou EGF conjugado a Alexa-

555 (Invitrogen).

3.3. Transfeccdao com pequenos RNAs de interferéncia (siRNA)

Foram utilizados siRNAs para silenciar a cadeia pesada da clatrina 2
(CHC2) e a caveolina 1 (CAV1). A sequéncia senso (5 — 3’) do siRNA para
CHC2 era GCAAUGAGCUGUUUGAAGAAG e anti-senso era
UCUUCAAACAGCUCAUUGCUG (Ambion). A sequéncia senso (5 — 3’) do
siRNA para CAV1 era CCUUCACUGUGACGAAAUtt e a anti-senso
UAUUUCGUCACAGUGAAGGtg (Ambion).

As células SKHep-1, semeadas em placas de 6 pocos na densidade de

2x10° células/mL, foram transfectadas usando Lipofectamina 2000 (Invitrogen)

como veiculo. Inicialmente, para cada pogo, 50 nM de siRNA e 10 pl de

Lipofectamina 2000 eram adicionados em 250 ul de optimem (Invitrogen) em
tubos independentes por 5 minutos e depois os conteudos dos tubos eram
combinados por 25 minutos. Em seguida, essa mistura foi gotejada sobre as
células em meio Optimem. As células de grupos controle foram incubadas com
10 pl de Lipofectamina 2000 em Optimem. Apdés 12 horas o meio de
transfeccéo era trocado por DMEM completo. Uma sequéncias de siRNA que
nao possue identidade com nenhum gene foi testado nas mesmas condigcdes

descritas acima e nenhum efeito foi observado.
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3.4. Transfeccao com plasmideos

Os plasmideos contendo a sequéncia da dinamina wild type (WT)
associada a proteina fluorescente verde (GFP) e a sequéncia do dominante
negativo K44A da dinamina associado a GFP foram gentiimente doados pelo
Dr. Pietro De Camilli (Universidade de Yale, New Haven-CT).

Para transfectar células SKHep-1, foi utilizado Lipofectamina 2000
(Invitrogen) como veiculo. Resumidamente, para cada po¢o, os plasmideos
(2ng/pogo) e 10 ul de Lipofectamina 2000 foram incubados em 250 pl de
DMEM sem soro em dois tubos independentes por 5 minutos que,
posteriormente, foram combinados por 25 minutos. Em seguida, essa mistura
foi gotejada as células em placas de 6 pogos, na densidade de 2x10°
células/mL. Apds 4 horas da transfeccdo, o meio era trocado para DMEM

completo.
3.5. Tratamento com metil-B-ciclodextrina

Células SKHep-1 foram incubadas com 5 mM de MBCD (Sigma) em
DMEM sem soro por 30 minutos. Apds o tratamento com MBCD as células
foram lisadas para realizagao de western blots ou fixadas com paraformaldeido

4% para a realizagao de imunofluorescéncia.
3.6. Extracao de proteinas totais e fracionamento celular

A extracdo de proteinas totais das células foi realizada utilizando o
tampao NETN, composto por: 150mM de NaCl, 1mM de EDTA, 20mM de Tris-
HCI, pH8,0, 0,5% de Nonidet P-40 e 1% dos coquetéis de inibidores de
proteases e fosfatases (Sigma). O homogenato era sonicado por 1 minuto,
incubado no gelo por 10 minutos e depois centrifugado a 16.100g, 20 minutos,
a4°C.

O método de fracionamento celular utilizado nesse trabalho foi descrito
por Lin e colaboradores, 2001. Basicamente, depois de lavadas com solugao
salina tamponada com fosfato (1 M KH;PO4, 1 M K;HPO4 e 5 M NaCl, pH7,4 —
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PBS), as células eram lisadas em tampao de lise (20 mM HEPES, pH7,0, 10
mM KCI, 2 mM MgClz, 0,5% Nonidet P-40 e 1% de inibidores de proteases e
fosfatases), incubadas no gelo por 10 minutos e, em seguida, homogeneizadas
por vortex. O homogenato era entdo centrifugado a 1.500g por 5 minutos para
sedimentacao do nucleo. O sobrenadante era centrifugado a 16.100g por 20
minutos e o sobrenadante resultante formava a fragdo n&o-nuclear. O pellet
nuclear era lavado trés vezes com tampao de lise para remover contaminantes
da fragdo ndo nuclear. O pellet era entdo ressuspendido em tampao NETN e

sonicado por 1 minuto. O lisado nuclear era coletado apds centrifugagéo
(16.100g, 20 min., 4°C).
ApoOs a extragao, as proteinas eram dosadas pelo método de Bradford

(Sigma), conforme recomendacgdes do fabricante.

3.7. Western blot

15-40 pg de proteinas eram separadas por eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida, com concentragcdes de 6% para analise de
proteinas de 40-200 kDa ou 10% para proteinas de 20-90 kDa. Em seguida, as
proteinas eram transferidas do gel para membrana de fluoreto de polivinilideno
(PVDF) (BioRad) pelo sistema de transferéncia semi-seco (BioRad). A
membrana era entdo bloqueada com 5% de leite desnatado em solucgao salina
tamponada com Tris (1M Tris e 3M NaCl, pH7,4 — TBS) com 0,5% Tween-20
(Sigma) (TBST) por 1 hora e depois incubadas overnight a 4°C com anticorpo
primario diluido em TBST com 5% de leite desnatado. Os anticorpos utilizados
foram: anti-EGFR policlonal (1:250) (Santa Cruz Biotechnology), anti-EGFR
fosforilado em Tyr 1173 monoclonal (1:500) (Millipore), anti-a-tubulina
monoclonal (1:10000) (Sigma), anti-lamina B1 policlonal (1:5000) (Abcam), anti-
Erk 1/2 fosforilada monoclonal (1:1000) (Cell Signaling), anti-CHC2 monoclonal
(1:2000) (BD) e anti-CAV1 policlonal (1:1000) (Santa Cruz Biotechnology). As
membranas eram lavadas 3 vezes de 5 minutos em TBST antes de serem
incubadas por 1 hora com anticorpo secundario, a temperatura ambiente. Os
anticorpos secundarios anti-coelho ou anti-camundongo eram conjugados com

peroxidase (1:5000) (Millipore). As bandas foram reveladas por reacdo de

26



Materiais e Métodos Ana C. A. Campos

quimioluminescéncia com ECL Plus (Amersham). Os filmes foram escaneados

e as analises quantitativas realizadas utilizando o software Image J.

3.8. Imunofluorescéncia

Células SKHep-1 foram plaqueadas em laminula de 22x22 mm na
densidade de 2x10° células/mL.

A marcagao de lisossomos foi feita através da sonda LysoTracker Red
DND-99 (Invitrogen). As células foram incubadas por 30 minutos com 400nM
de LysoTracker e lavadas rapidamente com 2 mL de PBS por 2 vezes.

As células foram fixadas com paraformaldeido 4% em PBS por 15
minutos, lavadas trés vezes com PBS e, em seguida, permeabilizadas com
0,1% Triton X-100 em PBS. Foram entdo incubadas em uma solugdo de
bloqueio (PBS contendo 1% de albumina de soro bovina, 0,1% triton, 5% soro
de cabra) por 1 hora. Apds o bloqueio, as células foram incubadas por 12 horas
em PBS 1% albumina de soro bovina (BSA) contendo os anticorpos primarios,
que eram anti-EGFR (1:200) (Santa Cruz Biotechnology) ou anti-Lamina B1
(1:500) (Abcam). Ap6s 12 horas de incubacéao, foram lavadas trés vezes em
PBS, cada lavagem de 5 minutos. Em seguida, as células foram incubadas por
1 hora em PBS 1% BSA contendo anticorpo secundario: anti-coelho com Alexa
488 (Invitrogen) para o anti-EGFR e anti-camundongo com Alexa-555
(Invitrogen) para anti-Lamina B1, ambos na propor¢ao de 1:500. Nos 20
minutos finais de incubacédo do anticorpo secundario, era adicionada a sonda
de nucleo fluorescente Hoechst (200 ng/mL) (Invitrogen). Apos 5 lavagens de 5
minutos com PBS, as laminulas foram montadas usando a solugdo de
montagem Prolong gold (Invitrogen).

As imagens de imunofluorescéncia foram obtidas em microscopio
confocal Zeiss LSM 510 meta com objetiva de imersdo em oleo de 63X,
abertura numérica de 1,4 e a iris (pinhole) foi mantida abaixo de 2 micrometros.

As analises foram realizadas utilizando o software Image J.
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4. Resultados
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4.1. As células SKHep-1 expressam EGFR e sao responsivas ao EGF

A expressao de EGFR foi verificada em quatro linhagens tumorais
(SKHep-1, MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB 231) a fim de determinar o(s)
modelo(s) celular(es) a ser(em) utilizado(s) nesse trabalho. Lisados dessas
células foram submetidos a analise semi-quantitativa pela técnica de western
blot, mostrada na figura 4. Foi utilizado um anticorpo da Santa Cruz contra a
regido carboxi-terminal do EGFR. Nos procedimentos de western blot este
anticorpo reconhece uma banda de 150 kDa, que corresponde a subunidade
beta do receptor maduro ou, eventualmente, dependendo da resolugao do gel
pode ser observada uma banda de 170 kDa, que corresponde ao receptor
imaturo ndo processado.

Apenas a SKHep-1 apresenta uma banda fortemente marcada na faixa
de massa molecular esperada, aproximadamente 150 kDa. Na MGSO-3 é
detectada uma banda mais alta, o que pode ser uma forma mutada do receptor
(Figura 4). Portanto, a SKHep-1 é a linhagem que expressa maior quantidade
do EGFR com a massa molecular esperada dentre as quatro linhagens

celulares disponiveis.

EGFR

Figura 4: Células SKHep-1 expressam EGFR. Western blot de extrato de proteinas
totais das linhagens de tumor de figado SKHep-1 e de cadncer de mama MACL-1, MGSO-3 e
MDA-MB 231. Quantidade de proteinas aplicadas no gel: 40pg/canaleta. A membrana foi

incubada com anticorpos anti-EGFR e anti-a-tubulina. A a-tubulina foi utilizada para
normalizar a expressao relativa do EGFR. N=3.

150 kDa
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Apos a verificagdo de que SKHep-1 expressa grandes quantidades de
EGFR, foi avaliado se este era funcional, ou seja, se essas células respondem
ao estimulo com EGF. Para isso, foi realizada uma curva de tempo de estimulo
e uma de curva dose-resposta de EGF, onde se avaliou a fosforilacdo de Erk
1/2, um alvo downstream do EGFR, através da técnica de western blot (Figuras
5 e 6). Observa-se que as quantidades de pErk 1/2 aumentam com o tempo de
de 1

aproximadamente 4 minutos (Figura 5). As quantidades de pErk 1/2 aumentam

estimulo, a partir minuto, atingindo o pico de resposta em
também com concentragdes crescentes de EGF (Figura 6). O pico de
fosforilacdo da Erk acontece com concentragcbes superiores a 100 ng/mL de

EGF.
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Figura 5: Os niveis de pErk 1/2 aumentam com o tempo de estimulo com EGF em células
SKHep-1. Células SKHep-1 foram estimuladas com 200 ng/mL de EGF por 1, 2, 4, 8 ¢ 16
minutos. O tempo 0 indica células ndo estimuladas. A esquerda: western blot utilizando
anticorpos anti-pErk 1/2 e anti- o-tubulina. A o-tubulina foi utilizada como controle para

demonstrar que os grupos foram igualmente carregados (20 pg de cada amostra por canaleta). A
direita: os dados de pErk 1/2 foram quantificados e normalizados em relagéo a o-tubulina. Dados
representativos do que foi observado em 3 experimentos independentes.
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Figura 6: Os niveis de pErk 1/2 aumentam em células SKHep-1 estimuladas com
concentragées crescentes de EGF. Células SKHep-1 foram estimuladas com 1, 10, 50, 100 e
200 ng/mL de EGF por 10 minutos. 0 indica células ndo estimuladas. A esquerda: western blot
utilizando anticorpos anti-pErk 1/2 e anti- a-tubulina. A a-tubulina foi utilizada como controle para

demonstrar que os grupos foram igualmente carregados (20 pg de cada amostra). A direita: os
dados de pErk 1/2 foram quantificados e normalizados em relagdo a o-tubulina. Dados
representativos do que foi observado em 3 experimentos independentes.
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Esses dados sugerem que células SKHep-1 ndo s6 expressam EGFR
como também sado responsivas ao estimulo de EGF. Por conseguinte, elas
foram escolhidas como modelo celular para o presente estudo.

Esses testes eram realizados para testar cada lote novo de EGF.

4.2. O EGFR transloca para o nucleo em células SKHep-1

A técnica de imunofluorescéncia foi utilizada para identificar o complexo
EGF/EGFR nuclear em SKHep-1. Células foram estimuladas com EGF-Alexa
488 e marcadas com anti-EGFR e com a sonda de nucleo Hoechst, conforme
descrito na secéo 3.8. A figura 7 contém as imagens representativas coletadas
utilizando os filtros BP 505-550 nm para o EGF-Alexa 488 (verde), LP 560 nm
para o EGFR (vermelho) e LP 400 nm para o Hoechst (azul) e a sobreposi¢cao
dessas trés (painel inferior direito). As imagens foram coletadas no modulo
multi-track do confocal LSM 510 Meta e a iris (pinhole) foi mandida com 1
unidade de Airy (aproximadamente 1 micrometro) para todos os canais. Nas
imagens sobrepostas nota-se a presencga de pontos amarelos, cor resultante da
sobreposi¢ao do verde com o vermelho, o que mostra co-localizacdo do EGF
com seu receptor (Figura 7). Importante, esse achado possibilita o uso de EGF
marcado como indicador da localizagdo do EGFR. Observa-se ainda na figura
7 que pontos amarelos e vermelhos se sobrepdem com o azul, que indica a
regido nuclear da célula. A partir desse dado propde-se que o EGFR é
localizado no nucleo apds o estimulo com EGF, o qual pode estar sozinho ou
em associagao com seu ligante.

Com o objetivo de comprovar a localizagao do EGFR no compartimento
nuclear, foi feita uma reconstrucdo tridimensional (3D) de SKHep-1 estimuladas
com EGF-Alexa 488. Essas células tiveram seu nucleo marcado com Hoechst
e anticorpo anti-Lamina B1. Hoechst € uma sonda de afinidade a DNA dupla
fita, assim indica a parte interna do nucleo enquanto a Lamina B1, por ser uma
proteina da face interna do envelope nuclear (fase em contato com a
cromatina), indica os limites da organela. Dessa preparagéo, imagens foram
coletadas e a reconstrugao 3D realizada utilizando o software Zeiss LSM Image

Browser (Figura 8). O painel central da figura 8 mostra o plano medial no
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interior do nucleo. Nele se encontram pontos verdes co-localizados com azul e
vermelho, o que significa que ha EGF no interior do nucleo e no envelope
nuclear. O somatério das fatias dpticas nos planos x-z e y-z estdo mostrados a
cima e a direita, respectivamente, onde observa-se EGF dentro dos limites da
Lamina B1(Figura 8). Assim, é possivel demonstrar que o EGFR esta presente

no interior do nucleo de células SKHep-1 estimuladas com EGF.

Hoechst

Figura 7: Co-localizagdo de EGF e EGFR no nucleo de células SKHep-1.
Imunofluorescéncia de SKHep-1 estimuladas com 200 ng/mL de EGF-alexa 488 (verde)
por 10 minutos, marcadas com anti-EGFR (vermelho) e com a sonda nuclear Hoechst
(azul). A imagem ¢é representativa de 40 imagens coletadas. Setas = pontos de co-

localizagdo do EGF com EGFR. Barra = 10 pum.
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Figura 8: O EGFR é localizado no interior do nucleo de células estimuladas com EGF.
Células foram estimuladas com 200 ng/mL de EGF-alexa 488 por 10 minutos e
imunomarcadas com anti-Lamina B1 e Hoechst. O EGF esta representado em verde, o
interior do nucleo (Hoechst) em azul e a face interna do envelope nuclear (Lamina B1) em
vermelho. Painel central: plano medial em uma regido no interior do nucleo. A cima:

reconstrucdo 3D no plano x-z. A direita: reconstrucdo 3D no plano y-z. Barra = 10 um.

Esses dados mostram que o EGF e possivelmente o complexo ligante-
receptor transloca para o nucleo de células SKHep-1. Para confirmar a
translocacdo do EGFR para o nucleo realizamos analises de western blot de
fragcdes ndo nucleares e nucleares de células SKHep-1. Para isso elas foram
estimuladas com EGF por 5, 10 e 20 minutos. As resultantes fracdes nao
nuclear e nuclear foram analisadas por western blot utilizando anticorpos anti-
EGFR e anti-pEGFR, este ultimo reconhecendo o EGFR fosforilado em tirosina
1173 para analise da forma ativa do receptor. a-tubulina e Lamina B1 foram
usadas como controle para demonstrar a pureza das fragdes nao nuclear e

nuclear, respectivamente (Figura 9). Nesse experimento, nota-se uma redugao
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gradativa na quantidade de EGFR total na fragcdo ndo nuclear a medida que
aumenta o tempo de estimulo, havendo uma tendéncia para retorno ao nivel
basal a partir de 10 minutos (Figura 9a), enquanto na fracdo nuclear a
quantidade de EGFR total aumenta com o tempo, atingindo o pico em
aproximadamente 10 minutos (Figura 9b). A reducdo do EGFR total na fragcédo
nao nuclear e seu aumento na fragado nuclear sugerem que ele transloca para o
nucleo apos estimulo com EGF. Quanto ao EGFR fosforilado, ocorre aumento
da fosforilagcdo nas fragdes nao nuclear e nuclear entre 5 e 10 minutos de
estimulo (Figura 9c-d). Estes resultados confirmam que o EGFR transloca para
0 nucleo de células SKHep-1. Além disso, mostram que o receptor pode ser

encontrado ativo no interior do nucleo.
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Figura 9: O EGFR é translocado para o nucleo de células SKHep-1. Células foram
estimuladas com 200 ng/mL de EGF por 5, 10 e 20 minutos e submetidas a fracionamento
celular. Tempo 0 indica células nao estimuladas. Painel superior: Western blot das fragdes néo
nuclear e nuclear, utilizando anti-EGFR, anti-pEGFR, anti-Lamina B1 e anti-a-tubulina. A
Lamina B1 nao detectada na fragdo n&o nuclear e a-tubulina ndo detectada na fragao nuclear
mostram que n&o houve contaminagao entre as duas fragdes. Essa figura é representativa de
trés experimentos independentes. Graficos a-d: Quantificagdo dos dados de western blot de
trés experimentos independentes.
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4.3. O EGFR transloca para o nucleo em hepatécitos primarios

SKHep-1 sdo culturas imortalizadas derivadas de tumor hepatico.
Pretendia-se determinar se também ocorre translocagcdo do EGFR para o
nucleo em outro tipo celular. Para isso foram utilizados hepatdcitos primarios,
pois ja foi demonstrado EGFR nuclear nesse modelo (MARTI et al., 1991).
Hepatdcitos foram estimulados com 200 ng/mL de EGF por 2,5, 5, 10, 20 e 30
minutos, submetidos a fracionamento celular e as resultantes fragcbes nao
nuclear e nuclear foram analisadas por western blot. Na Figura 10 estdo os
resultados desse experimento, que mostram que o estimulo com EGF leva a
reducdo de EGFR em relagdo ao controle na fragcdo ndo nuclear e aumento do
mesmo na fragdo nuclear. Embora n&o haja uma resposta linear da
diminuicao/aumento de EGFR em funcéo do tempo, sua redug¢ao na fragao nao
nuclear se da ao mesmo tempo em que ocorre aumento na fragdo nuclear em
até 10 minutos de estimulo (Figura 10, graficos ¢ e d), mostrando a

translocacdo do EGFR também em hepatdcitos primarios.
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Figura 10: O EGFR transloca para o nucleo em hepatocitos estimulados com EGF. As
células foram estimuladas com 200 ng/mL de EGF por 2,5, 5, 10, 20 e 30 minutos e submetidas
a fracionamento celular e western blot utilizando anti-EGFR. O controle 0 consiste em células
ndo estimuladas. A cima estdo os resultados representativos de trés experimentos
independentes, (a) western blot da fragdo ndo nuclear, onde a-tubulina foi usada como controle,
e (b) western blot da fracao nuclear, onde Lamina B-1 foi o controle. A membrana da fracdo néo
nuclear também foi incubada com anti-Lamina B1 € a membrana da fragdo nuclear foi incubada
com anti-o-tubulina para confirmacéo de que ndao houve contaminacao entre as suas fragdes. c
e d: Quantificagdo dos dados de trés experimentos independentes das fragdes nao nuclear e
nuclear.
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4.4. A dinamina K44A bloqueia a transloca¢ao do EGFR para o nucleo

Os estudos sobre o mecanismo de translocagao do EGFR iniciaram com
a avaliagdo do papel da Dinamina. Foi utilizado plasmideo contendo a
sequéncia da dinamina dominante negativa K44A, que apresenta falha em sua
atividade GTPase, inibindo a formacado de vesiculas endociticas dependentes
de dinamina (BLIEK et al., 1993). Como controle, foi utilizado plasmideo com a
sequéncia da dinamina selvagem (wild type - WT) humana. Tanto a dinamina
K44A quanto a WT eram fusionadas a GFP para observacdo da sua
localizac&o subcelular.

Células SKHep-1 foram transfectadas com esses plasmideos e, apds 48
horas de transfecgéo, foram estimuladas com EGF-Alexa 555 e marcadas com
Hoechst, sendo os resultados representados na Figura 11. Nas células
transfectadas com plasmideos com a sequéncia da dinamina WT sao
encontrados pontos vermelhos co-localizados com o azul, o que indica a
presengca de EGFR no nucleo (Figura 11A, ultimo painel a direita). Em
contrapartida, nas células que expressaram a dinamina K44A nao foi
encontrado EGF no nucleo (Figura 11B). A sobreposicdo das imagens no
painel B mostra que ha acumulo de EGF (vermelho) na periferia da célula.
Esse resultado mostra que a dinamina desempenha uma importante fungédo na

internalizacao e consequente translocagcao do EGFR para o nucleo.

EGF-Alexa 555

Dinamina K44A - GFP| EGF-Alexa 555

Figura 11: A expressdo de dinamina K44A bloqueia a translocagcdo do EGFR para o nucleo.
Células SKHep-1 foram transfectadas com plasmideos para expressar Dinamina WT com GFP (A) e o
dominante negativo K44A com GFP (B), representadas em verde. Essas células foram estimuladas
com 200 ng/mL de EGF conjugado a Alexa 555 (vermelho) por 10 minutos. O nucleo foi marcado com
Hoechst, representado em azul. Os ultimos painéis a direita sdo as sobreposicbes das imagens
coletadas com os trés diferentes filtros. Essas imagens s&o representativas de 40 imagens coletadas.

Seta = EGF-Alexa 555. Barra = 10 pm.
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4.5. O knockdown de clatrina nao bloqueia a translocagcao do EGFR para o

nucleo

Em seguida, foi avaliado se a translocagdao do EGFR para o nucleo
ocorre via endocitose dependente de clatrina. Para isso foi utilizado siRNA para
silenciar a cadeia pesada da clatrina 2 (CHC2). O teste desse siRNA esta
representado na Figura 12, no qual foi demonstrado que 25nM e 50nM sao
capazes de reduzir a expressdo de CHC2 em 52% e 79%, respectivamente.

Células foram transfectadas com siRNA para CHC2, 24 horas depois
foram estimuladas com EGF e submetidas a fracionamento celular para analise
da expressao de EGFR por western blot. O resultado na Figura 13 mostra que
o EGF em células transfectadas, assim como nas nao transfectadas, leva a
reducdo na quantidade de EGFR na fracdo ndo nuclear, ao mesmo tempo em
que ocorre seu aumento na fragdo nuclear. O aumento de EGFR no nucleo é
26 = 10% maior nas células que tiveram knockdown de CHC2 em relacédo a
fracdo ndo nuclear das células estimuladas e n&o tratadas (Figura 13b).
Nessas amostras a expressdo de CHC2 foi verificada para confirmacdo do
knockdown (Figura 13, painel superior). Sendo assim, a baixa expressao de
CHC2 em SKHep-1 ndo bloqueou a translocacdo de EGFR para o nucleo; ao

contrario, mais receptores foram translocados.
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Figura 12: O siRNA para CHC2 reduz a expressdao de CHC2. Células SKHep-1 foram
transfectadas com 25nM e 50nM de CHC2 siRNA utilizando 10 pl de Lipofectamina como

veiculo. Células controle foram incubadas apenas com 10 pl de Lipofectamina (Veiculo). 24
horas apds a transfeccdo foram extraidas proteinas totais dessas células. A esquerda:
Western blot utilizando anticorpo anti-CHC2. A direita: Quantificacdo dos dados de CHC2
normalizados com a-tubulina.
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Figura 13: O knockdown de CHC2 nao bloqueia a translocacdo do EGFR para o nucleo.
Células SKHep-1 foram transfectadas com 50 nM de CHC2 siRNA, apés 24 horas foram
estimuladas com 200 ng/mL de EGF por 10 minutos e submetidas a fracionamento celular. CT =
controle, células nao transfectadas e ndo estimuladas. EGF = células n&o transfectadas e
estimuladas com EGF. Painel superior: Western blot das fragdes ndo nuclear e nuclear
utilizando anti-EGFR e anti-CHC2, este ultimo para comprovagéo do knockdown. Essa figura é
representativa de dois experimentos independentes. Graficos: Quantificagdo dos dados
representativos de EGFR da fragdo nao nuclear (a) e nuclear (b).

4.6. O tratamento com metil-B-ciclodextrina diminui a translocagao de

EGFR para o nucleo

Colesterol e esfingolipidios espontaneamente formam microdominios na

membrana plasmatica, denominados balsas lipidica ou lipid rafts.

Funcionalmente, eles atuam como plataformas para varias classes de
proteinas de membrana e estdo envolvidos no transporte de proteinas em vias
endociticas (SIMONS; IKONEN, 1997).

encontradas nestes dominios e agentes sequestradores de colesterol, como a

Caveolas sao frequentemente

metil-p-ciclodextrina (MBCD), sdo capazes de romper a estrutura de caveolas e
inibir a internalizacdo de varios ligantes (HAILSTONES et al., 1998). Partindo
desse principio, MBCD foi utilizado para avaliar se a translocagdo do EGFR é

dependente de balsas lipidicas.
SKHep-1 tratadas com MBCD foram estimuladas com EGF e submetidas

a fracionamentos celular. Analises por western blot (Figura 14) apontam uma
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tendéncia a acumulo de EGFR na fracdo n&do nuclear quando células sao
tratadas com MBCD (Figura 14a). Na fracdo nuclear dessas células, n&o ocorre
aumento da quantidade do EGFR em resposta ao EGF (Figura 14b). Por
conseguinte, o tratamento com MBCD inibiu a translocagédo do EGFR para o
nucleo.

O efeito do tratamento com MBCD sobre a translocagdo do EGFR
também foi avaliado por imunofluorescéncia. SKHep-1 foram incubadas com
MBCD por 30 minutos, sendo nos 10 minutos finais adicionado EGF-Alexa 488
ao meio. O nucleo dessas células foi marcado com Hoechst. Na Figura 15 esta
o resultado representativo desse experimento. A sobreposi¢cdao das imagens no
painel B, onde se encontram células tratadas, acusa acumulo de EGF-Alexa
488 na periferia celular. Nao ha pontos de co-localizagdo de EGF com o nucleo
na maioria das células tratadas com MBCD. No painel A da figura 15 estao
representadas as células controle, onde sdo encontrados EGF no nucleo.
Sendo assim, esse experimento confirma a falha na translocacdo de EGFR
para o nucleo quando SKHep-1 séo tratadas com MBCD, indicando que as
balsas lipidicas podem desempenhar uma fungdo na internalizacdo e

translocagdo do EGFR para o nucleo.
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Figura 14: O tratamento com MBCD reduz a translocagdo do EGFR para o nucleo. Células
SKHep-1 foram tratadas com 5 mM de MBCD por 30 minutos, sendo nos 10 minutos finais
estimuladas com 200 ng/mL de EGF. CT = controle, células ndo tratadas e nido estimuladas.
EGF = células nado tratadas e estimuladas com EGF. Essas células foram submetidas a
fracionamento celular. Painel superior: Western blot das fragdes nado nuclear e nuclear
utilizando anti-EGFR, anti-Lamina B1 e anti-o-tubulina. Essa figura é representativa de trés
experimentos independentes. Graficos: Quantificacdo dos dados representativos de EGFR da
fragdo ndo nuclear (a) e nuclear (b).
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EGF-Alexa 488

EGF-Alexa 488 + M[3

Figura 15: EGF nao é detectado no nucleo de células tratadas com MBCD. A: SKHep-1
estimuladas com EGF-alexa 488 por 10 minutos. B: SKHep-1 tratadas com 5mM de MBCD e
estimuladas com 200 ng/mL de EGF-488. Os nucleos foram marcados com Hoechst (azul).
Essa figura é representativa de trés experimentos independentes, com aproximadamente 40

imagens coletadas em cada um. Barra = 10 pum.

4.7. O knockdown de caveolina inibe a translocagdo de EGFR para o

nucleo

O papel das caveolas na translocacdo do EGFR para o nucleo, sugerido
no experimento anterior, foi explorado através do knockdown de caveolina 1
(CAV1) por siRNA. A inibicdo da expressao de caveolina bloqueia a endocitose
mediada por caveolas, pois elas sao seu principal constituinte protéico
(PARTON, 2003). O siRNA para CAV-1 foi testado, conforme demonstrado na
Figura 16. Células SKHep-1 transfectadas com 50nM desse siRNA tiveram
55% de redugdo na expressao de caveolina 1. O veiculo utilizado para
transfecgdo nao alterou o nivel de CAV-1 sozinho (Figura 16).

SKHep-1 foram transfectadas com CAV-1 siRNA nas condi¢cdes testadas
anteriormente. 24 horas depois foram estimuladas com EGF-Alexa 488 e

tiveram os nucleos marcados com anti-Lamina B1 e Hoechst. Células controle
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nao transfectadas foram também estimuladas e imunomarcadas. Imagens
coletadas dessa imunofluorescéncia estdo representadas na Figura 17. Na
sobreposicdo das imagens do painel A, que representam células né&o
transfectadas, observa-se co-localizacdo de EGF-Alexa 488 com o nucleo. Em
contrapartida, no grupo de células transfectadas no painel B a sobreposicao
das imagens nao acusa EGF no nucleo. Nessa imagem é notavel que o EGF-
Alexa 488 esta acumulado na periferia celular, sugerindo bloqueio da
translocacdo do EGFR para o nucleo (Figura 17, painel B).

Para confirmar esse achado, células transfectadas com siRNA para
CAV-1 foram estimuladas com EGF e submetidas a fracionamento celular para
analise por western blot (Figura 18). Observa-se acumulo de EGFR na frag&o
ndo nuclear de células transfectadas e estimuladas com EGF (Figura 18b).
Ainda nessas células, ndao houve aumento da quantidade desse receptor na
fracdo nuclear; ao contrario, o nivel de nEGFR caiu em células transfectadas e
e estimuladas com EGF (Figura 18a).

Em conjunto, esses dados sugerem que as caveolas sdo importantes

para a translocag¢ao do EGFR para o nucleo.
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Figura 16: O siRNA para CAV-1 reduz a expressdo de CAV-1. Células SKHep-1 foram
transfectadas com 50 nM de CAV-1 siRNA utilizando 10ng/mL de Lipofectamina como
veiculo. CT = Células controle, ndo transfectadas. Veiculo = Células incubadas apenas com
10 pl de Lipofectamina. Apés 24 horas foram extraidas proteinas totais dessas células. A
esquerda: Western blot utilizando anticorpos anti-CAV-1 e anti-o-tubulina. A direita:
Quantificagao dos dados de CHC2 normalizados com a-tubulina.
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Figura 17: A translocacdo do EGFR para o nucleo é inibida em células transfectadas
com CAV-1 siRNA. A: SKHep-1 estimuladas com 200 ng/mL de EGF-488 por 10 minutos. B:

SKHep-1 transfectadas com 50 nM de CAV-1 siRNA e 10 pl de Lipofectamina e estimuladas
com 200 ng/mL de EGF-alexa 488. Os nucleos foram marcados com anti-Lamina B1
(vermelho) e Hoechst (azul). Essa figura é representativa de trés experimentos

independentes, com aproximadamente 40 imagens coletadas. Barra = 10 um.
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Figura 18: O knockdown de CAV-1 inibe a translocacao do EGFR para o nucleo. Células
SKHep-1 foram transfectadas com 50nM de CAV-1 siRNA, apds 24 horas foram estimuladas
com 200 ng/mL de EGF por 10 minutos e submetidas a fracionamento celular. CT = controle,
células nao transfectadas e nao estimuladas. EGF = células ndo transfectadas e estimuladas
com EGF. Painel superior: Western blot das fragcbes ndo nuclear e nuclear utilizando anti-
EGFR, anti-Lamina B1 e anti-a-tubulina. Essa figura é representativa de dois experimentos
independentes. Graficos: Quantificagdo dos dados de EGFR da fragdo ndo nuclear
normalizados com a-tubulina (a) e nuclear normalizados com Lamina B1 (b), representando a
média de dois experimentos independentes.
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4.8. A maior parte do EGFR que é internalizado em resposta ao EGF nao

vai para lisossomos

E sugerido na literatura que o EGF e seu receptor sdo internalizados e,
em seguida, degradados como mecanismo de regulacdo negativa da
sinalizacdo (SORKIN; GOH, 2008).

A sonda de lisossomos Lysotracker foi utilizada para avaliar se o EGFR
€ localizado nessa organela apos ser internalizado. Células SKHep-1 foram
incubadas com Lysotracker, estimuladas com EGF-Alexa 488 e incubadas com
Hoechst para marcacdo do nucleo. As imagens representativas desse
experimento estdo na Figura 19. Na sobreposi¢cdo das imagens (merged) ha
poucos pontos amarelos (cor resultante da sobreposicdo do verde com o
vermelho) comparados aos verdes e vermelhos isolados. Logo, ha pouca co-
localizacdo de EGF com lisossomos. E possivel observar ainda na Figura 19 a
presenca de EGF no nucleo. Portanto, grande parte do EGF que é

internalizado vai para o nucleo e poucos vao para lisossomos.

Hoechst

Lysotracker

Figura 19: A maior parte do EGF nédo co-localiza com lisossomos em SKHep-1. Células
foram incubadas com 400 nM de Lysotracker por 30 minutos, sendo nos 10 minutos finais
incubadas com 200 ng/mL de EGF-alexa 488. Os nucleos dessas células foram marcados

com Hoechst. Essa figura é representativa de 40 imagens coletadas. Barra = 10 pum.
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5. Discussao e Conclusoes
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A expressao de EGFR é um indicativo de malignidade para tumores de
mama (GRIMAUX et al., 1989; KOENDERS et al., 1993; XUE et al., 2006),
cabeca e pescogo (DASSONVILLE et al., 1993), pulmao (HIRSCH et al., 2009),
bexiga (NEAL et al., 1990), pancreatico (TOBITA et al., 2003), cdlon-retal
(CUNNINGHAM et al., 2005), carcinomas gastrico (YOSHIDA et al., 1989) e
hepatocelular (TANG et al., 1998). Recentemente, a deteccdo desses
receptores no nucleo celular de materiais de biopsia foi fortemente
correlacionada com pior prognostico para pacientes com cancer (LO et al.,
2005b; HOSHINO et al., 2007) e reconhecida como fator causal na resisténcia
a quimioterapia (LI et al., 2009). O presente trabalho teve como objetivo
estudar o mecanismo pelo qual o EGFR ¢ translocado da superficie celular ao
nucleo. A linhagem de células endoteliais derivadas de tumor hepatico, SKHep-
1, foi selecionada para esse estudo por expressar altos niveis de EGFR
funcionais. Outras linhagens tumorais — MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB 231 —
apresentaram menor expressdo desse receptor (Figura 4) e, portanto, n&o
foram utilizadas.

Através das técnicas de imunofluorescéncia e western blot foi
demonstrado que o estimulo com EGF é capaz de induzir a internalizagcéo e a
translocacdo nuclear do EGFR em células SKHep-1 (Figuras 7 e 9). A
localizagdo do EGFR no interior do nucleo foi confirmada com a reconstru¢ao
3D de células estimuladas (Figura 8). No primeiro relato sobre o nEGFR, Marti
et al. (1991) afirmaram que esse receptor encontra-se soluvel no nucleoplasma
e nao em associagdo com a membrana. Em contrapartida, nossos dados
indicam que ele pode estar associado a membrana interna do envelope nuclear
(Figura 8). Acreditamos que a estrutura do EGFR, com um dominio
transmembrana hidrofobico, seria incompativel com uma forma soluvel.
Todavia, € necessario o uso de técnicas mais precisas para apurar a
localizacdo subnuclear desse receptor, bem como seu comportamento nesse
compartimento.

A imunofluorescéncia na figura 7 mostra que EGF e EGFR sao co-
localizados tanto na regido ndo nuclear como na nuclear. Esse dado, somado a
outros descritos na literatura, indicam que o EGFR entra nas células
complexado ao EGF (ZIDOVETZKI et al., 1981; COHEN; FAVA, 1985). Além
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disso, esse achado foi importante porque validou o uso do ligante como
marcador da localizagao do receptor.

Contudo, existe a hipétese do EGF ser internalizado sem o EGFR. Ha
indicios de que ligantes exdgenos entram nas células por endocitose
(WILLINGHAM et al., 1983) e sao encontrados no nucleo (JOHNSON et al.,
1980; RAPER et al., 1987; LI et al., 1996). E sugerido que o EGF ative
receptores diretamente no nudcleo. Nas analises de western blot foram
detectadas moléculas de EGFR nas fragdes nao nucleares de células controles
(Figuras 9, 14 e 18), o que indica presenca de EGFR residual no nucleo, um
possivel alvo para os ligantes intracelulares. Essa hipotese é reforcada com a
analise da translocagao do pEGFR nas Figuras 9 c e d. Esses dados sugerem
translocacdo do EGFR ativado, mas nao descarta a possibilidade de ocorrer
fosforilagao diretamente no nucleo, pois a quantidade de pEGFR no citosol s6
comega a cair apés 5 minutos de estimulo e, nesse tempo, a quantidade de
PEGFR no nucleo ja € acentuada. Novos experimentos s&o necessarios para
confirmacéo dessa hipétese e, caso confirmado, para avaliagao dos fatores que
influenciam a internalizacédo do ligante e os mecanismos para ativagao
intranuclear.

Nesse trabalho n&o foi avaliado se ocorre translocacao de receptores da
membrana plasmatica para o nucleo. Para isso seria necessaria a biotinizacao
das proteinas de superficie celular e consequente deteccdo do EGFR
biotinilado no nucleo. Todavia, esse processo foi demonstrado ocorrer com
outro RTK, o receptor do fator de crescimento hepatico (c-Met). Os c-Met total
e ativado sdo translocados da membrana plasmatica para o nucleo apds
ativacdo com seu ligante (GOMES et al., 2008). Acreditamos que o mesmo
ocorre com o EGFR.

As analises de western blot na figura 9 mostram que os niveis de EGFR
aumentam no nucleo com 5 minutos de estimulo, atingindo o pico em 10
minutos. Ao mesmo tempo, ocorre decréscimo na quantidade desse receptor
na fracdo nao nuclear, o que reafirma que ele é translocado para o nucleo. A
auséncia de contaminacdo nas duas fragdes foi comprovada com a avaliagéo
da expressao de a-tubulina e Lamina B1, que sdo expressas exclusivamente
no citosol e no nucleo, respectivamente. Como mencionado anteriormente, a

quantidade de pEGFR no nucleo também € crescente com o tempo de
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estimulo, apresentando pico em 10 minutos. No entanto, o nivel de pEGFR na
fragdo nao nuclear s6é comecga a cair apds 5 minutos de estimulo e essa queda
nao € acentuada como para o EGFR total. Como o estimulo com EGF é
constante, acreditamos que alguns receptores permanecem na membrana
sendo continuamente ativados. De fato, a sinalizagao citosélica via EGFR é
sustentada, como pode ser observado pela fosforilagéo de Erk 1/2 (Figura 5). A
quantidade de pErk 1/2 aumenta a partir de 1 minuto de estimulo com EGF e é
crescente com o tempo. Com 10 minutos, ela continua sendo fosforilada,
enquanto ha grande quantidade de EGFR no nucleo. Essas observagdes levam
a especulagdo de que a sinalizagao citosolica e nuclear do EGFR ocorrem
paralelamente. Com efeito, ha evidéncias que dao suporte a idéia de que o
EGFR tem funcgdes distintas dependendo da sua localizagdo, como
apresentado por Fox e Das (1979), mostrando que a sintese de DNA em
cultura de fibroblastos requer a constante inducéo da internalizagdo do EGFR
pelo EGF, e ndo simplesmente sua ligagdo na superficie celular.

A quantidade de nEGFR total e fosforilado comecg¢a a decair apos 10
minutos de estimulo. Esse achado corrobora com Lo et al. (2006), que
mostraram que o nEGFR interage com a exportina CRM1 e dessa forma é
exportado do nucleo. Ainda segundo esses autores, a interagao entre EGFR e
CRM1 é maxima no pico de translocagdo do EGFR. Portanto, com 10 minutos
de estimulo com EGF a concentragdao de nEGFR é maxima e, em seguida,
esses receptores sao transportados para fora do nucleo.

Hepatocitos primarios isolados de ratos saudaveis foram utilizados e
apresentaram translocacao nuclear de EGFR induzida por EGF. Esse receptor
ja havia sido descrito em nucleos de hepatécitos de figado em regeneragéo
(MARTI et al., 1991). Todavia, o presente estudo evidencia a translocagao do
EGFR para o nucleo em células ndo tumorais e derivadas de tecidos normais.
Assim, esse achado prové um indicio de que o nEGFR tem fungdes fisioldgicas
€ nao ocorre apenas em condi¢des patolégicas ou em linhagens tumorais.

A relevancia do presente trabalho é notada pelo fato de que nenhum
estudo publicado até o momento mostrou diretamente qual via endocitica é
responsavel pela translocacdo do EGFR ao nucleo, embora o nEGFR tenha
sido relatado ha anos e sua contribuigdo na oncologia clinica seja evidente. O

NnEGFR é um alvo atraente para o tratamento de cancer e o conhecimento das
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rotas que levam esse receptor ao compartimento nuclear pode fornecer
estratégias interessantes para intervengao na progressao tumoral. O trabalho
de Lo e colaboradores (2006) mostrou que a expressao transiente de dinamina
K44A em células CHO reduz em 80% a expressao de nEGFR. No entanto, eles
falharam em avaliar a via endocitica responsavel pela internalizacdo do
receptor, ja que a dinamina tem papel nas vias dependentes de clatrina e de
caveolas (DAMKE et al., 1994; HENLEY et al., 1998). Nossos dados reafirmam
o papel da dinamina na translocagao do EGFR, a partir da observacao de que
o dominante negativo K44A bloqueia sua internalizagéo (Figura 11).

Alguns autores assumem que a internalizacdo do EGFR ocorre via
endocitose dependente de clatrina; entretanto, ndo ha evidéncias diretas que
demonstrem esse mecanismo para a translocagao nuclear desse receptor.
Essa afirmacéo &, em geral, baseada no fato de que a interagado da Grb2 com
receptores € essencial para a endocitose mediada por clatrina (JIANG et al.,
2003). A Grb2 fornece sitios de ligagao a proteinas Cbl, que ativam o processo
de ubiquitinagdo de alguns RTKs, encaminhando-os aos lisossomos (DIKIC;
GIORDANO, 2003). No entanto, EGFR mutante com auséncia dos sitios de
ligacdo para Grb2 e Cbl sao internalizados normalmente em diferentes tipos
celulares (CHEN et al.,, 1989), sugerindo que a endocitose do EGFR é
independente de Grb2. Contudo, a importancia da via dependente de clatrina
na internalizagdo do EGFR n&o é ignorada. Um trabalho mostrou que a inibicao
especifica dessa via endocitica reduz a concentracio de EGFR em
endossomos (HUANG et al., 2004). No atual trabalho, o knockdown de CHC2
nao resultou em reducdao do nEGFR em células estimuladas com EGF; ao
contrario, a quantidade de EGFR foi maior na fragdo nuclear de células que
expressaram menos CHC2 (Figura 13). Esse dado aponta que a endocitose
mediada por clatrina ndo € importante para a translocagcédo nuclear do EGFR.
Entretanto, ndo descartamos a importancia dessa via para a internalizacéo e
trafego desse receptor para outros compartimentos intracelulares. Ha
demonstragcdes de que a via dependente de clatrina pode mediar o transporte
do EGFR aos lisossomos (CHEN et al.,, 1989). Assim, somado aos nossos
dados que mostram que ela n&do é requerida para a localizagdo nuclear desse
receptor, algumas questdes sdo colocadas em evidéncia, como: o EGFR pode

ser internalizado por vias distintas dependendo do tipo celular ou do destino
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final do receptor? Se sim, quais mecanismos selecionam o cargo endocitico e
determinam a rota do EGFR? Nas células SKHep-1 estimuladas com EGF sao
encontrados receptores localizados em lisossomos e outros no nucleo (Figura
19). Contudo, ha pouca sobreposi¢cao de EGF com lisossomos, indicando que a
maior parte do receptor que é internalizado nao entra em via de degradacao
proteolitica.

A inibicdo das estruturas envolvidas na endocitose mediada por balsas
lipidicas e caveolas resultou em menores quantidades de nEGFR em células
estimuladas com EGF (Figuras 14, 15, 17 e 18). Muitos receptores de
superficie celular concentram-se em balsas lipidicas, que servem como
plataforma para proteinas sinalizadoras e sdo importantes na transdugado do
sinal (SIMONS; IKONEN, 1997). As caveolas sdo estruturas que estdo
associadas a esses dominios e sao capazes de selecionar cargos endociticos,
bem como servir de base para a formagdo de vesiculas revestidas por
caveolina (PARTON; RICHARDS, 2003). Muitos estudos mostraram direta ou
indiretamente que o EGFR se concentra nesses microdominios da membrana
plasmatica tanto em células ndo estimuladas como nas expostas ao EGF
(MINEO et al., 1996; ZHUANG et al., 2002; MATVEEV; SMART, 2002; PIKE;
HAN; GROSS, 2005). Ha evidéncias também que o receptor fosforilado €&
recrutado as caveolas e interage diretamente com a CAV-1 (ABULROB et al.,
2004). Dentro dessas estruturas, o EGFR é capaz de recrutar seus alvos
downstream, que co-localizam com a caveolina apés ativagao com EGF (JANG
et al., 2001; HAN et al., 2002). Um dos alvos que é recrutado as caveolas apos
ativagdo do EGFR é a PLD, que ja foi demonstrada ser importante na indugéo
da endocitose dependente de dinamina de receptores (SHEN; XU; FOSTER,
2001; DU et al., 2004; LEE et al., 2009), sugerindo que esses microdominios
criam pontos de ancoragem para moléculas que interferem na internalizagao do
receptor. A internalizagdo do EGFR através dessas estruturas ja havia sido
reconhecida (SIGISMUND et al., 2005). Um trabalho mostrou que a
superexpressdo de caveolinas resulta em acentuada internalizagdo do EGFR
(PARK et al., 2000). O atual trabalho é o primeiro a demonstrar diretamente o
papel da CAV-1 na translocacdo do EGFR para o nucleo.

Dados recentes apontaram que a CAV-1 reduz a ativacdo da cascata
das MAPKs ativada por EGFR (HAN et al., 2009), enquanto outros relatos
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apontaram que esse receptor apos ser internalizado por endocitose
dependente de clatrina, é capaz de ativar a via das MAPKs em endossomos
(DI GUGLIELMO et al., 1994; WANG et al.,, 2002). Assim, mais uma vez &
sugerido que as vias pelas quais o0 EGFR pode ser internalizado determinam
fungdes distintas na sinalizacao.

Sigismund e colaboradores (2005) demonstraram que baixas
concentragdes de EGF (20 ng/mL) induzem a internalizagdo do EGFR por via
dependente de clatrina, enquanto altas concentragdes desse ligante (100
ng/mL) estimulam a endocitose independente de clatrina e dependente de
balsas lipidicas. No presente trabalho, a concentracdo de 100 a 200 ng/mL de
EGF induziu a translocacéo nuclear do EGFR via balsas lipidicas/caveolas. Em
conjunto esses dados indicam que a concentracdo de EGF pode influenciar o
mecanismo de endocitose do EGFR que, por sua vez, determina seu destino
intracelular. Assim, sugerimos que células expostas a grande quantidade de
EGF internalizam o EGFR por via dependente de balsas lipidicas/caveolas e
assim ele é translocado ao nucleo, ao passo que células expostas a menor
quantidade de EGF internalizam o receptor por via dependente de clatrina,
encaminhando-o a outros compartimentos intracelulares. Essa hipotese é
condizente com o fato de que células tumorais dispdem de altas concentragdes
de ligantes (DE LARCO; TODARO, 1978; SALOMON et al., 1995) e também
apresentam altos niveis de nEGFR (LO et al., 2005b). Além disso, ha dados na
literatura que poderiam fornecer mecanismos para a sele¢ao da via endocitica
pelos niveis de EGF como no caso da PLD: sabe-se que essa enzima é ativada
pelo EGFR apenas em concentragbes de EGF acima de 20 ng/mL e, portanto,
o envolvimento da PLD na endocitose é dependente da concentracdo de EGF
(LEE et al.,, 2009). Iremos realizar novos experimentos para demonstrar a
possivel dependéncia da concentragcdo o EGF na translocag¢ao do EGFR para o
nucleo.

Conforme ressaltado por Wang et al. (2010), o destino do EGFR
internalizado é decidido nos endossomos primarios. E bem reportado que
algumas toxinas, como a da célera, sdo internalizadas principalmente por via
dependente de caveolas e levadas primeiro para o Golgi e depois ao reticulo
endoplasmatico, de onde sao transportas ao citosol através da acao do
translocon sec61 (SANDVIG; VAN DEURS, 2002). Liao e Carpenter (2007)
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assumem que o mecanismo de transporte intracelular do EGFR é semelhante
ao que ocorre com certas toxinas. Eles demonstraram que apds o estimulo
com EGF parte dos receptores € concentrada no reticulo endoplasmatico, onde
se associam com a sec61B e sao retrotranslocados para o citosol. Ainda
segundo esses autores, esse processo € importante para a localizag&o nuclear
do EGFR. O receptor liberado pela sec61p fica disponivel para interagir com a
importina 1, que medeia seu transporte ao interior do nucleo (LO et al., 2006).
Nesse processo ainda ha muitas lacunas a serem preenchidas. Nao é
esclarecido, por exemplo, como o receptor que contém um dominio hidrofébico
ficaria soluvel no citosol.

Em suma, nossos dados mostram que a translocagcdo do EGFR para o
nucleo é dependente da endocitose mediada por dinamina e balsas
lipidicas/caveolas, e ndo por via dependente de clatrina.

Contudo, muitas perguntas permanecem nao respondidas, como o que
(quais moléculas) determina a internalizagcdo, a maquinaria envolvida na
triagem dos receptores nas caveolas e as rotas intracelulares envolvidas no
transporte do receptor ao nucleo.

Como perspectivas, esperamos dar continuidade a investigagao sobre o
mecanismo de transporte do EGFR ao nucleo através da identificagdo de
outras proteinas importantes no processo de internalizacio, identificagcdo de
estruturas intracelulares pelo qual o receptor trafega e dos mecanismos de
transporte pelo envelope nuclear. Temos ainda como perspectivas a
abordagem de aspectos funcionais do nEGFR, onde buscaremos novos alvos

nucleares desse receptor e possiveis vias que podem ser ativadas no nucleo.
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