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Resumo

O cancro € uma das principais causas de morte no mundo. As células cancerigenas be-
neficiam de processos celulares como a autofagia para sobreviver a condi¢des de stress no seu
microambiente, como privacdo de nutrientes, baixos niveis de energia e hipdxia. Em varios
tipos de tumor a via de PI3K/AKT esta hiperactiva, o que permite que a cinase mTOR, regula-
dor da proliferacéo celular, apoptose e regulador negativo da autofagia, esteja ativo. Na quimi-
oterapia convencional sdo utilizados inibidores de mTOR e PI3K/AKT, que consequentemente
ativam a autofagia, o0 que resulta na sobrevivéncia das células cancerigenas e resisténcia aos
tratamentos. A proteina TRIB2 é uma pseudocinase descrita como um oncogene que favorece
a ativacdo da via de PI3K/AKT. E um membro da familia TRIBBLES que inclui TRIB1 e
TRIB3. Previamente foi publicado por diferentes grupos de investigacdo que a sobreexpressao
de TRIB3 parece ter em varios contextos tumorais uma acao oposta a exercida por TRIB2,
conferindo caracteristicas de gene supressor de tumor. No contexto autofagico, TRIB3 parece
suprimir a inducdo da autofagia conferindo as células acumulacdo de fatores promotores de
tumor. Tendo em conta estes dados, propusemos estudar o papel de TRIB2 no processo autofa-
gico.

Sabendo que TRIB2 e TRIB3 parecem exercer em determinadas circunstancias papéis
antagonicos, a nossa hipétese € que tumores com elevados niveis de TRIB2 levariam a um
aumento no fluxo autofagico.

Os nossos dados demonstraram que células com sobreexpressdo de TRIB2 apresentam
niveis reduzidos de expressdo de genes autofagicos. A analise de autofagossomas e autolisos-
somas por microscopia confocal permitiu concluir que a dindmica do fluxo autofagico € menor
em células que sobreexpressam TRIB2. Quando analisamos o impacto da presenca de TRIB2,
guando a autofagia esta bloqueada, verificaram-se niveis elevados de morte celular, o que indica
que células com TRIB2 sdo mais vulneraveis ao bloqueio da autofagia. Assim, concluimos
que a nossa hipdtese é refutada e que TRIB2 inibe o fluxo autofagico. O nosso estudo contribui
para o conhecimento de TRIB2 na autofagia, e vem reforcar a importancia deste biomarcador
tumoral na terapéutica de tumores com elevados niveis de TRIB2. No entanto é necessario
explorar o mecanismo pelo qual a proteina TRIB2 inibe a autofagia. Em suma, pacientes com
elevados niveis de TRIB2 podem beneficiar de compostos que inibam diretamente a via de
PI3K/AKT e o fluxo autofagico.

Palavras-chave: TRIB2, autofagia, marcadores autofagicos, mTOR.



Abstract
Cancer is one of the main causes of death in the world. Cancer cells benefit from cellular

processes such as autophagy to survive stressful conditions in their microenvironment, such as
nutrient deprivation, low energy levels, and hypoxia. In several tumor types, the PISK/AKT
pathway is hyperactivated, which allows the mTOR kinase, a major regulator of cell prolifera-
tion, apoptosis, and negative regulator of autophagy, to be active. In conventional chemother-
apy, mTOR and PI3K/AKT inhibitors are used, which consequently activate autophagy, result-
ing in cancer cell survival and resistance to treatments. The TRIB2 protein is a pseudokinase
described as an oncogene that contributes to PI3K/AKT pathway activation. It is a member of
the TRIBBLES family, which also includes TRIB1 and TRIB3. Previously, different research
groups reported that TRIB3 overexpression appears to have the opposite effect of TRIB2 in
several tumor contexts, conferring tumor suppressor gene characteristics. TRIB3 appears to
suppress autophagy induction in the autophagic context by allowing cells to accumulate tumor-
promoting factors. Taking these data together, we proposed to study the role of TRIB2 in the
autophagic process.

It has been proposed that TRIB2 and TRIB3 may have antagonistic roles under certain
circunstances, our hypothesis is that tumors with high levels of TRIB2 would lead to an increase
in autophagic flux.

Our data demonstrated that cells overexpressing TRIB2 have reduced levels of autophagic
gene expression. Analysis of autophagosomes and autolysosomes by confocal microscopy al-
lowed us to conclude that autophagic flux dynamics are lower in cells overexpressing
TRIB2. When we analyzed the impact of TRIB2 presence when autophagy is blocked, high
levels of cell death were observed, indicating that cells with more TRIB2 are more vulnerable
to autophagy blockage. However, we conclude that our hypothesis is refuted and that TRIB2
inhibits autophagic flux. Our study contributes to the knowledge of TRIB2 in autophagy and
reinforces the importance of this tumor biomarker in the therapy of tumors with high levels of
TRIB2. However, it is necessary to explore the mechanism by which the TRIB2 protein inhibits
autophagy. In summary, patients with high levels of TRIB2 may benefit from compounds that
directly inhibit the PI3BK/AKT pathway and autophagic flux.

Keywords: TRIB2, autophagy, autophagic markers, mTOR.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancro

O cancro é uma das principais causas de mortalidade no mundo®. Segundo a Organizagéo
Mundial de Saude, em 2020 foram registadas cerca de 10 milhdes de mortes causadas por
cancro e espera-se que em 2040 a sua ocorréncia suba para mais de 29 milhdes>3. Dados de
2020 revelaram que o cancro da prostata, pulméo e colorretal sdo responsaveis por cerca de
43% de todos os cancros diagnosticados em homens. Entre as mulheres, 50% dos tumores sao
tumores da mama, pulmao e colorretal?>. Em Portugal, foram registados 60.467 novos casos e
30.168 mortes em 2020%. Uma vez que o cancro € uma das principais causas de morte, em
particular precoce, ha décadas que os cientistas tentam entender os mecanismos que levam ao
aparecimento e desenvolvimento, e de que forma se pode interferir para abrandar ou

interromper a sua formacéo e progressao.

1.1.1 Mecanismos moleculares do cancro

A tumorigénese € um processo evolutivo durante o qual ocorrem uma série de vérias
alteracOes genéticas e epigenéticas ao longo do tempo e que permitem que as células normais
se transformem progressivamente em células cancerigenas®®.

Em 2000 Hanahan e Weinberg publicaram o artigo “Hallmarks of cancer” no qual dao
uma perspetiva do conhecimento adquirido ao longo dos anos sobre o desenvolvimento de uma
célula tumoral, demonstrando que todas as células tumorais tém caracteristicas comuns® (Figura
1.1). Este artigo categorizou estas alteracdes em seis Hallmarks comuns a todas as células
cancerigenas: Sustentacdo da sinalizacdo proliferativa, evasdao aos supressores de tumor,
resisténcia a morte celular, imortalidade replicativa, indugdo da angiogénese e invasdo e

metastase.

1.1.1.1 Sustentacédo da sinalizacdo proliferativa

As células normais requerem fatores de crescimento para se manterem viaveis®®. Estes
fatores, ligam-se a recetores de membrana ou outras moléculas induzidas pelas células vizinhas
dando sinal as células para proliferarem e dividirem’. Estas instrucbes sio deste modo,
fundamentais para garantir o controlo do nimero e posicdo das células dentro de um tecido’®.
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Contrariamente, o crescimento de uma celula neoplésica é independente de fatores de
crescimento, proliferando em condic¢Ges que ndo sdo favoraveis, isto é, estas geram 0s seus
préprios sinais de crescimento independentes do meio circundante®®.

Mutacdes nas vias de sinalizacdo pro-oncogenicas induzem redes de transcricdo que

sustentam o crescimento e proliferacdo de células cancerigenas.

1.1.1.2 Evasdo aos supressores de tumor

Dentro de um tecido normal, maltiplos sinais anti-proliferativos operam para manter a
estabilidade do tecido®. Estes sinais podem bloquear a proliferagdo celular de duas formas.
Quando existem danos celulares, as células sdo forcadas a entrar num estado quiescente, estado
ndo proliferativo em que as células ndo se dividem, mas tém a capacidade de retornar ao ciclo
celular, quando devidamente estimuladas ’. Por outro lado, quando esses danos s&o irreparaveis,
as células podem ser induzidas a abandonar permanentemente o ciclo celular e ativar o processo
apoptico (morte celular programada)’®. Estes programas de regulagio negativa da proliferacéo
celular dependem de genes supressores de tumor, cuja funcdo é limitar a proliferacdo,
garantindo a replicacgdo e reparacgdo correta do acido desoxirribonucleico (ADN) de uma célula.
Estes genes sdo também denominados gatekeepers e atuam em checkpoints do ciclo celular
onde verificam se a célula esta em condicdes de se dividir ou ndo”°. Nas células cancerigenas
estes checkpoints estdo defeituosos e estas células replicam o seu ADN apesar do dano,
progredindo assim no ciclo celular. O contorno dos sinais anti- proliferativos é conseguido deste
modo através de mutacGes (alteracdes que ocorrem no contetido da informacao de um gene) em
genes supressores de tumor, em que ambos o0s alelos de um gene devem ser inativados para

alterar o comportamento de uma célula®"?.

1.1.1.3 Resisténcia a morte celular

A apoptose € um processo de morte celular programada e a sua funcéo é eliminar celulas
que se encontram danificadas apos diversas reparagdes’. A resisténcia a apoptose € uma das
caracteristicas adquiridas pelas células cancerigenas®®. Estas células conseguem contornar a via
apoptica pela inibicdo de genes pré-apopticos e pela ativacdo de genes anti-apopticos. Deste
modo, ambas as estratégias levam a proliferacdo de células que contém danos no ADN e que a
maquinaria de reparagdo da célula ndo conseguiu corrigir. Isto resulta na sobrevivéncia das

células malignas 5.



1.1.1.4 Imortalidade replicativa

As células humanas normais replicam-se por um nimero finito de vezes®>’. Esta divisio
limitada acontece devido ao encurtamento dos telomeros (sequéncias de repeticbes nas
extremidades dos cromossomas) a cada diviséo celular. A telomerase, uma enzima que sintetiza
estas repeticBes, tém uma atividade reduzida em células normais’. Por este motivo, com a perda
dos telomeros, as células ficam com a proliferacdo comprometida e ativam programas de
apoptose ou senescéncia. Células senescentes permanecem metabolicamente ativas, mas
perdem irreversivelmente a capacidade de retomar o ciclo celular’. As células cancerigenas,
contrariamente as normais, apresentam niveis constitutivamente elevados desta enzima,

garantindo um potencial replicativo ilimitado®"®.

1.1.1.5 Inducéo da angiogenese

A angiogénese é um processo que induz a formag&o de vasos sanguineos®. Este processo
pode ocorrer em tecidos normais de acordo com as necessidades do organismo, como por
exemplo, na cicatrizacdo de feridas. A vascularizagdo de um tecido é dependente do equilibrio
entre fatores pro e anti angiogénicos, que sdo proteinas de sinalizagdo™>%°, Estas proteinas
ligam-se a recetores de células endoteliais (células do revestimento dos vasos sanguineos) e a
neovascularizagdo s6 ocorre quando estas células passam de um estado quiescente (ndo
proliferativo) para uma proliferacdo ativa. Estd demonstrado que células neoplésicas perdem
este equilibrio e induzem a proliferacdo de células endoteliais, quer pelo aumento de fatores
indutores, quer pela reducédo de fatores inibidores da angiogénese. As células tumorais ativam
este mecanismo em resposta a baixos niveis de oxigenio (hipdxia) e a disponibilidade de
nutrientes, que tem como consequéncia 0 aumento da proliferacdo e crescimento celular
descontrolados®. A angiogénese desempenha desta forma um papel crucial na progressdo do

tumor®%?,

1.1.1.6 Invasao e metastase

As células cancerigenas tornam-se metastaticas quando adquirem a capacidade de se
deslocarem e invadirem tecidos circundantes °. Para que o processo invasivo e metastatico seja
bem-sucedido, as células ndo sO dependem das cinco caracteristicas adquiridas descritas

anteriormente como também de mudancas no seu microambiente®. Estas mudancas estdo



associadas a alteragdes na ligacio entre células e com a matriz extracelular °. As células normais
sdo dependentes da ancoragem, isto €, necessitam da sua ligacdo aos componentes da matriz
para sobreviverem e proliferarem. As células malignas para se tornarem invasivas tém de perder
o fenotipo epitelial e sofrer alterac6es fenotipicas, um processo denominado transicéo epitélio-
mesenquimal (EMT)>®°. Entre as modificagGes caracterizadas até entdo, estd a perda de
expressdo de E-caderina, uma molécula de adeséo célula-célula e a alteracdo de integrinas, cuja
funcdo ¢ a ligacdo das células aos componentes da matriz. A ativacdo de protéases, enzimas
que quebram ligacdes peptidicas é também necessaria para remodelar a matriz extracelular e
permitir assim o avango das células neoplasicas. Entre as diversas protéases descritas estdo as
metaloproteinas e protéases de catepsina®*?.

Apdbs degradarem a matriz, as células invadem o estroma e acedem aos vasos sanguineos
(intravasao) que lhes permite deslocarem-se até outro tecido (transporte). Atualmente sabe-se
que apos a saida das células da corrente sanguinea para 0 novo 6rgao (extravasao), estas sofrem
um processo reverso no seu fen6tipo denominado transicdo mesenquimal-epitelial (MET). Este

processo resulta na formagcéo de novas col6nias e posterior metastase®6911,

Em 2011 os mesmos autores propuseram mais quatro novas capacidades adquiridas:
instabilidade gendmica que confere heterogeneidade ao tumor; inflamacdo promotora de
tumorigénese; reprogramacdo metabdlica para sustentar as células neoplésicas e resisténcia a

destruicdo pelo sistema imune® (Figura 1.1).

1.1.1.7 Instabilidade e mutacdo do genoma

As células normais apresentam uma classe de genes que asseguram a integridade do
genoma, conhecidos como caretakers’. Estes genes ao assegurarem a integridade do ADN,
reduzem a probabilidade de mutacbes e anomalias cromossdmicas. As células tumorais
apresentam erros nos caretakers que estdo envolvidos: na detecdo de danos no ADN e ativagédo
da maquinaria de reparacdo, reparacdo direta do ADN danificado e por fim inativacdo de
moléculas mutagénicas. A perda da funcdo destes genes é devido a mutagdes de inativacdo
(semelhantes aos supressores de tumor) e repressdo epigenética através da metilacdo de
promotores. A metilacéo € a ligacdo de grupos metil a bases de citosina no ADN, quando esta

ocorre no promotor de um gene pode causar repressio na sua transcrigio®.



Os defeitos na manutengéo e reparo do genoma conferem vantagem seletiva para a
progressao do tumor, porque as células vdo acumulando erros que levam a instabilidade

genética e consequente aumento das taxas mutacionais® "

1.1.1.8 Inflamacgéo promotora de tumor

A inflamacéo é uma resposta do sistema imunitario a estimulos que podem causar lesGes
celulares e teciduais*?. A inflamagéo pode ser aguda quando atua inicialmente no tecido e ¢ de
curta duracdo, ou crénica, quando se instala permanentemente. Estudos epidemioldgicos
sugerem que os tumores podem desenvolver-se em locais de infecdo ou inflamacédo crénica e
analises a biopsias tumorais demonstram a presenca de células imunes 134, A inflamagao esta
implicada nas varias fases da carcinogénese. Inicialmente as células inflamatdrias geram
substancias quimicas, como espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de
nitrogénio (RNS) que participam na ativacdo de oncogenes, inativacao de genes supressores de
tumor e entre outras alteracfes genéticas. Estas células tal como as tumorais também produzem
mediadores pro-inflamatdrios tais como citocinas e quimiocinas. As citocinas regulam a funcédo
de outras células imunes e as quimiocinas quando libertadas atraem mais leucdcitos. Estes
fatores criam assim um loop positivo entre inflamagéo e cancro que contribui para a promogéo
e progressao tumoral. O estado inflamatorio € considerado uma caracteristica facilitadora para
0 desenvolvimento do tumor por demonstrar estimular a proliferacdo e sobrevivéncia das

células neoplésicas, induzir e sustentar a angiogénese e formagdo de metastase 415,
1.1.1.9 Reprogramacao metabdlica

As células normais obtém a energia dos alimentos através de diversas reacdes quimicas
ou metabolismo?®. O metabolismo envolve duas vias: a anabélica e a catabdlica. A via anabdlica
sintetiza moléculas grandes a partir de moléculas pequenas e requer mais energia do que a que
liberta. A via catabdlica, por outro lado, degrada e transforma moléculas grandes em produtos
mais pequenos e liberta energia. As células adquirem energia sob a forma de adenosina
trifosfato ou ATP através do catabolismo de agucares como a glucose (glicolise) e da
fosforilagdo oxidativa. Em condigdes aerobicas (na presenga de oxigénio), as células quebram
a glucose em piruvato no citoplasma (glicélise) e as moléculas de piruvato seguem para a
mitocondria onde séo convertidas em dioxido de carbono (CO3) e agua (H20) atraves do ciclo

de Krebs e da fosforilagio oxidativa®.Com este processo a célula tém um rendimento de cerca



de 36 moléculas de ATP por cada molécula de glucose. Em condi¢des anaerdbicas, quando o
oxigénio é limitado, estas células recorrem a fermentagdo lactica em que a glucose depois de
ser degradada em piruvato (glicolise) é convertida em lactato. Nesta via a célula obtém apenas

duas moléculas de ATP por cada molécula de glucose®?®.

As células cancerigenas ao contrario das normais, degradam a glucose através da
glicolise na presenca de oxigénio- glicolise aerdbia. Esta dependéncia de glicdlise na presenca
de oxigénio em células cancerigenas é conhecida como o efeito de Warburg®%16.17, Este efeito
confere beneficios que promovem o crescimento, sobrevivéncia e proliferagdo destas células a
longo prazo. Uma vantagem é o metabolismo elevado de glicélise facilitar diversos processos
anabdlicos como a biossintese de macromoléculas e organelos necessarios para a proliferacdo
celular. A secrecdo de lactato pela célula leva a uma diminui¢do do pH (acidificacdo) no
microambiente que facilita a morte de células indesejadas no estroma e degradacdo da matriz
extracelular. Uma vez que os niveis de oxigénio variam espacialmente e temporalmente nos
tumores, a independéncia destes niveis para que ocorra o metabolismo glicolitico é outro

beneficio descrito®’.

1.1.1.10 Resisténcia a destruicéo pelo sistema imune

O sistema imunitario deteta e defende o corpo contra infeces e doencas®. Os
mecanismos de reconhecimento das estruturas que compde 0s agentes invasivos podem ser
realizados por duas vias distintas: pelo sistema imune inato ou pelo sistema imune adaptativo.
O primeiro consiste numa resposta imediata a eliminacdo do invasor e é mediada por
macrdfagos e granuldcitos. A segunda é uma linha de defesa que se desenvolve no decorrer da
invasdo e é mais especializada, isto é, gera anticorpos (linf6citos) que reconhecem antigénios
(moléculas que sdo proprias do invasor). As células neoplasicas podem evitar a sua destruicao
pelo sistema imune de varias formas. A primeira estratégia adotada por estas células é parar de
expressar os antigenos especificos do tumor (TSAS) sem comprometer a sua sobrevivéncia e
proliferagdo. As celulas natural killers (NK) sdo células imunes inatas que respondem na
presenca de células infetadas ou transformadas, como € o caso das cancerigenas®®. Estas células
tém o recetor natural killer group 2D (NKG2D) que se liga a proteinas associadas ao stress
induzidas pelas células cancerigenas. Outra estratégia adotada por estas células é a represséo
destas proteinas ou a sua libertacdo para o meio extracelular de modo a bloquear este recetor.

Estas células também libertam diversos fatores como FasL e TGF-f. FasL € um ligante que
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quando ligado ao seu recetor induz a ativacéo da via da apoptose®. Células tumorais adquirem
resisténcia a morte celular por FasL, através da expressao de inibidores de caspases ou atraves
da sua producéo que leva a morte de linfocitos que contenham o seu recetor. O TGF-B que nédo
sO tém um efeito imunossupressor sobre células imunes, como também pode induzir a apoptose
de macrofagos e células dendriticas. Além destes mecanismos de desativacao de células imunes,
as células cancerigenas também recrutam células inflamatdrias imunossupressoras como

células T reguladoras, que podem inativar outros linfécitos T que entrem na massa tumoral®®.

Em Janeiro deste ano, onze anos depois, 0S mesmos autores que descreveram as dez
capacidades adquiridas pelas células neoplésicas, voltam a propor mais quatro: desblogueio da
plasticidade fenotipica, reprogramacao epigenética ndo mutacional, microbiomas polimérficos

e células senescentes®® (Figura 1.1).
1.1.1.11 Desbloqueio da plasticidade fenotipica

A diferenciacdo celular € um processo pelo qual uma célula estaminal sofre
transformacdes que a especializam para realizar determinadas funcdes num tecido®. Este
processo constitui uma barreira para a tumorigénese por ser anti proliferativo. Assim, as células
neoplasicas precisam de desbloguear a plasticidade fenotipica para evadirem o estado de
diferenciacdo®®. A plasticidade fenotipica define-se pela capacidade de uma célula de adquirir
outros fendtipos®®. Trés mecanismos de plasticidade foram descritos por atuarem em diversas
etapas da formacdo tumores. O primeiro mecanismo descrito é a desdiferenciacdo, neste
processo as células diferenciadas revertem o seu fenotipo para o dos seus progenitores. Uma
célula progenitora € uma célula descendente de uma célula estaminal que possui a capacidade
de se diferenciar para formar um ou mais tipos de células. As células malignas com origem
numa célula progenitora podem também bloquear a sua diferenciacao, ficando num estado de
diferenciacéo parcial. O Gltimo mecanismo descrito € a transdiferenciacdo, que ocorre quando
as células malignas passam de um fendtipo de diferenciagdo para outro fendtipo totalmente
diferente, adquirindo caracteristicas que lhes permitem ser reconhecidas por outros tecidos®8,
A reprogramacéo do fenotipo requer alteragdes genéticas como a represséo de genes associados
a diferenciacdo e ativacdo de outros genes associados a nova morfologia da célula.
ModificagOes epigenéticas em dominios especificos da cromatina também séo requeridas para

0 mesmo efeito!®2°,



1.1.1.12 Reprogramacao epigenética ndo mutacional

A epigenética é um processo que afeta o fenotipo celular sem o envolvimento de
alteragBes genéticas na sequéncia do genoma®. Atualmente sabe-se que alteracdes no
epigenoma como mutagdes em genes que modulam a cromatina, contribuem para a
tumorigénese, no entanto, o conceito de reprogramacdo epigenética ndo mutacional envolve
mudancas epigenéticas que regulam a expressdo dos genes sem envolver mutagfes. Estas
modificagdes provém de mudancas no microambiente tumoral que sdo benéficas para a
tumorigénese, por selecionarem clones de células com maior aptiddo para proliferarem e
expandirem®®2!, As alteracGes epigenéticas que podem ser observadas sdo padrdes anormais de
metilacdo de ADN e mudangas na cromatina que se refletem na desregulacéo da expresséo
génica. Como descrito no ponto 1.1.1.7. a metilacdo quando ocorre no promotor de um gene
pode causar repressdo da sua transcricdo, a hipermetilagdo ou excesso de metilacdo em
promotores de genes supressores de tumor tém sido observados®?2. A hipdxia é outro fator que
induz hipermetilagéo de determinados genes.

Dentro de varios tumores a expressdo e repressdo de histonas observada em
subpopulacdes de células cancerigenas € correlacionada com a capacidade de indugéo do tumor
e prognostico. Outras evidéncias baseadas na reprogramacdo epigenética das células que
compde o microambiente, como fibroblastos associados ao cancro, células imunes e células
endoteliais também apoiam que o0s mecanismos celulares podem ser corrompidos

independentemente da instabilidade e mutagdo do genoma?®,
1.1.1.13 Microbiomas polimorficos

Os microbiomas ou microbiotas séo comunidades de microrganismos que se associam
simbioticamente aos tecidos do corpo humano®®, Novas evidéncias baseadas na variabilidade
de microbiomas (microbiomas polimdérficos) em humanos, sugerem que estes microrganismos,
com principal foco em bactérias, podem conferir suscetibilidade a certos tipos de cancro®?,
As maiores concentragdes de microbios estdo presentes ao longo do trato gastrointestinal e na
pele. O microbioma intestinal é fundamental para a degradacao e absorcéo de nutrientes para o
organismo. Desequilibrios na flora intestinal (disbiose) podem causar diversas doencas, entre
elas a suscetibilidade ao cancro. A disbiose pode ocorrer por diversas razdes, a principal razdo
¢ a ocupacdo de micrébios indesejados que sdo responsaveis por causar infecGes intra-

abdominais cronicas. Investigacoes clinicas e epidemioldgicas identificaram diversas bacterias
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presentes ao longo do trato digestivo como Helicobacter pylori e Salmonella enterica que
provocam inflamag&o®*?°. Como descrito anteriormente, inflamagdes cronicas sdo promotoras
de tumor e contribuem para a instabilidade e mutacéo do genoma. Os microbiomas polimorficos
também modulam o sistema imune adaptativo e inato através de bactérias que produzem fatores
como quimiocinas e citocinas, que causam danos as células imunes. Embora o papel do
microbioma ao longo do sistema digestivo seja amplamente estudado, novas observagdes em
diferentes tipos de tumor verificam que estes tumores apresentam assinaturas microbianas

especificas, facilitadoras de carcinogénese!®26,

1.1.1.14 Células senescentes

Como mencionado no topico 1.1.1.4 células senescentes permanecem metabolicamente
ativas, mas perdem irreversivelmente a capacidade de retornar ao ciclo celular®®, A
senescéncia celular é iniciada como resposta a insultos celulares prolongados tais como danos
no ADN irreparaveis, stress oxidativo, alteracdes na cromatina, disfuncdo mitocondrial e
encurtamento de telomeros!®272®, Este mecanismo é conhecido por prevenir a tumorigénese,
no entanto diversos estudos demonstram que a senescéncia estimula o desenvolvimento e
progressdo maligna. As células senescentes comunicam com o microambiente e 0S seus
constituintes. Um mecanismo de comunicacdo descrito envolve o complexo senescence-
associated secretor phenotype (SASP). A SASP é ativada quando as células entram em
senescéncia e promove a libertacdo de diversas proteinas, entre elas quimiocinas, citocinas e
protéases'®?, Acredita-se que a ativagio deste complexo através da libertacio destas moléculas
sinalizadoras e protéases possa promover a tumorigénese por induzir a transicdo epitelial-
mesenquimal, aumentar a vascularizagdo do tumor, facilitar a inflamacdo e suprimir a
diferenciacdo celular?’. Em suma, estas células podem afetar a homeostase do tecido e
contribuir para a transformac&o de células neoplésicas por adquirirem alteracGes epigenéticas

que afetam o seu fendtipo e fungao®.
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Figura 1.1- Hallmarks do cancro. Capacidades adquiridas pelas células durante a
transformacéo de células normais em malignas. Descri¢do dos seis Hallmarks em 2000: (1)
sustentacdo da sinalizacdo proliferativa, (2) inibicdo de genes supressores de tumores, (3)
resisténcia a morte celular, (4) imortalidade replicativa, (5) inducdo da angiogénese e (6) invasdo
e metastase. Em 2011, os mesmos autores adicionam quatro Hallmarks do cancro: (7) instabilidade
e mutacdo do genoma, (8) inflamagdo promotora de tumor, (9) reprogramacgdo metabolica e (10)
resisténcia a destruicio pelo sistema imune. A lista supramencionada, passado onze anos foram
descritas mais quatro capacidades adquiridas: (11) desblogueio da capacidade fenotipica, (12)
reprogramacdo epigenética ndo mutacional, (13) microbiomas polimorficos e (14) ceélulas
senescentes. Adaptado de Hanahan D. and Weisenberg R., Cell 2000, Hanahan D. and
Weisenberg R., Cell 2011 e Hanahan D., AACR 2022.

Estes hallmarks representam a biologia basica de um tumor que é fundamental para o

entendimento do processo tumorigénico.

1.1.2 Vias de sinalizacéo

Uma via de sinalizacdo é definida por uma série de reacdes quimicas sobre o qual um
conjunto de moléculas trabalha em conjunto para controlar uma funcao celular. A via é ativada
por moléculas sinalizadoras como fatores de crescimento ou hormonas provenientes do
ambiente celular que se ligam ao recetor da célula, posteriormente a molécula seguinte
intracelular recebe o sinal e transmite-o0 a proxima molécula. Este processo é repetido ao longo

de toda a via até que a célula complete a sua fungao®.
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As alteraces genéticas e epigenéticas no cancro levam & ativacdo anormal de vias de
sinalizacdo que controlam o crescimento, divisdo celular, sobrevivéncia, morte celular e
migragdo®. Uma das vias alteradas em diversos cancros humanos ¢ a via PI3K/Akt/mTOR que
esta envolvida na regulacdo da sobrevivéncia, proliferacdo, crescimento, metabolismo,

angiogénese e metastase32,

1.1.2.1 PIBK/AKT

O fosfotidilinositol 3-cinase (PI3K) é um heterodimero composto por uma subunidade
catalitica (p110) e uma reguladora (p85). Este componente é ativado por um recetor de proteina
tirosina quinase (RPTK) (que se torna ativo por autofosforilacao de residuos de tirosina) ou por
um recetor acoplado a proteina G (GPCR). Quando PI3K esta ativo, converte por meio de
fosforilagéo fosfotidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) em fosfotidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3)
na membrana celular®®3® (Figura 1.2). Seguidamente o PIP3 recruta um subconjunto de
proteinas de sinalizacdo com dominios de homologia de pleckstrin (PH) para a membrana como
a proteina quinase B (PKB) também conhecido como AKT e a cinase 3’-fosfoinositideo
dependente da cinase 1 (PDK1) (Figura 1.2). AKT é ativado através de dois residuos
conservados, a treonina 308 (T308) e a serina 473 (S437). A fosforilacdo da T308 é feita por
PDK1, que acredita-se estar constitutivamente ativo na via. Por outro lado, a serina 473 é
fosforilada pelo alvo de rapamicina em mamiferos complexo 2 (mTORC2)%233, A ativacéo de
AKT pode ser bloqueada pela atividade do supressor de tumor tensin homologue deleted on
chromosome 10 (PTEN). Esta fosfatase desfosforila PIP3 em PIP2 (Figura 1.2). Quando ativo,
AKT, promove o crescimento e sobrevivéncia celular através da fosforilacdo de varias proteinas

citoplasmaticas®2.
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Figura 1.2- Representacgdo da via a montante de PI3K/Akt. Os fatores de crescimento ligam-se
ao recetor que se autofosforila nos residuos de tirosina. Na membrana plasmatica, PI3K composto
pela subunidade catalitica (p110) e pela subunidade reguladora (p85) liga-se ao recetor e torna-se
ativo. A ativagdo deste heterodimero promove a conversdo de PIP2 em PIP3. PIP3 por sua vez
recruta um subconjunto de proteinas com dominio de homologia de pleckstin (PH) para a
membrana. Neste subconjunto estd incluido PDK1 e Akt. A ativacdo de Akt depende da
fosforilagdo de mTORC2 na serina 473 e de PDK1 na treonina 308. Akt ativo, medeia a ativagdo
e inibicdo de varios alvos que resultam entre muitos processos no crescimento e sobrevivéncia
celular. Adaptado de Vara et al., 2004

1.1.2.1.1 Mammalian target of rapamycin (INTOR)

O principal fator a jusante de AKT é a cinase serina/treonina mammalian target of
rapamycin (mTOR). mTOR pertence a familia das cinases relacionada ao fosfoinositideo 3-
cinase (PI13K) e foi descoberto na década de 1970 como alvo de um composto com propriedades
antifingicas, imunossupressoras e antitumorias, denominado rapamicina®. A rapamicina é
usada clinicamente para imunossupressao e para tratar diversas doencas. Analogos a rapamicina

denominados rapalogos também foram desenvolvidos para terapia contra o cancro®>%,

MTOR deteta indiretamente os niveis de nutrientes e a presenca de fatores de
crescimento cruciais para manter o metabolismo e crescimento das células®. A hiperativacéo
da via de mTOR esta associada ao processo de envelhecimento, diabetes e progressdo do
cancro®+3®,
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mTOR atua na subunidade catalitica de dois complexos de proteinas cinases distintas
conhecidos como mTOR complexo 1 (MTORC1) e complexo 2 (mMTORC2). mTORC1 tem
cinco componentes: MTOR; a proteina reguladora associada a mTOR (Raptor); mammalian
lethal with Sec13 protein 8 (mLST8); substrato de AKT rico em prolina de 40kDa (PRAS40) e
a proteina de interacgdo mTOR contendo o dominio DEP (Deptor). Raptor é uma proteina
reguladora da atividade catalitica de mMTORCL1 e ajuda a recrutar os seus substratos. PRAS40 e
Deptor inibem a atividade de mTORC1 por mecanismos que ndo séo conhecidos. A funcgéo de
mLST8 atualmente é desconhecida, mas acredita-se que ndo é necessaria para a funcao desta
proteina (MTORC1)+¢ . Como descrito no paragrafo anterior, a rapamicina em mamiferos tém
como o alvo direto o mTOR. O complexo rapamicina-FKB1P2 liga-se ao dominio FRB de
mTORC1 e inibe-o diretamente, quando a célula se encontra em jejum®3(Figura 1.3). Por
outro lado, o mMTORC2 € conhecido por ser insensivel aos tratamentos com rapamicina. Este
complexo tal como o complexo 1 possui mLST8, Deptor, mTOR e contem a proteinas Rictor
(insensivel a rapamicina), proteina 1 de interagdo com MAPK ativada por stress em mamiferos
(mSin1; também conhecido como MAPKAP1) e uma proteina observada com Rictor (Protor)
em vez de Raptor e PRAS40. Existem algumas evidéncias de que Rictor e mSinl estabilizam-
se um ao outro. Rictor e Protor interagem, mas a fungéo bioldgica ainda ndo é clara. Deptor tém
a mesma regulacdo negativa semelhante ao complexo 1 de mTOR e mLST8 é fundamental para
a sua estabilidade e func&o®®*” O mTORC2 como mencionado no ponto anterior, ativa AKT
através da fosforilacdo na serina 473 (Figura 1.2 e 1.3) , controlando a proliferacdo e

sobrevivéncia celular.

O mTORC1 regula o crescimento e o metabolismo celular por responder aos niveis de
nutrientes, fatores de crescimento, energia e stress. Um dos sensores mais importantes
envolvidos na regulacdo da atividade de mTORCL1 é o complexo de esclerose tuberosa (TSC),
um heterodimero que contem a subunidade 1 (TSC1) e 2 (TSC2). TSC1/2 funciona como uma
proteina ativadora de GTPase, homdlogo de Ras enriquecido no cérebro (Rheb). Rheb ligado a
guanosina trifosfato (GTP) interage diretamente com mTORC1 para estimular a sua atividade.
O complexo TSC1/2 regula negativamente a sinalizacdo de mTORC1 pela converséo de Rheb
ao estado inativo, ligado a guanosina difosfato (GDP). Na presenca de fatores de crescimento
a via de PI3K/AKT torna-se ativa e AKT fosforila TSC2, levando & inativagdo de TSC1/2 e
consequente ativacdo do complexo 1 de mTOR (Figura 1.3). AKT pode também ativar este
complexo de maneira independente de TSC1/2 pela fosforilagdo de PRAS40 (Figura 1.3).

mTORC1 ativo promove a sintese de proteinas, lipidos (essenciais para construir a membrana
13



plasméatica e membranas de organelos intracelulares) e &cidos nucleicos (para produzir acido
ribonucleico-ARN e ADN). A biossintese de macromoléculas é crucial para o crescimento
celular®*®, mTORC1 também promove o crescimento celular suprimindo o catabolismo de

proteinas como o0 processo autofagico (Figura 1.3) 3435,

A via de PIBK/Akt/mTOR ¢ ativada huma grande percentagem de cancros humanos
através de varios mecanismos como a perda do supressor de tumor PTEN, ativacdo de recetores
de fatores de crescimento, como o Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) e mutacdes em
PI3K3,

Fatores de crescimento

g Membrana plasmética

p85 p110

o PI3K
Recetor

mTOR mTORC2

S473
Deptor ( mLST8
Rictor Protor

mTORC1

B\
Rapamicing t-------- 4@)

Deptor [ mLST8 ) ¥

[ Raptor | PRAS-@Ooj

Autofagia Crescimento celular

Figura 1.3 Via de sinalizagéo PI3K/Akt/mTOR. Os fatores de crescimento ligam-se ao recetor que se
autofosforila nos residuos de tirosina. Na membrana plasmatica, PI3K composto pela subunidade
catalitica (p110) e pela subunidade reguladora(p85) liga-se ao recetor e torna-se ativo. A ativagdo deste
heterodimero promove a conversdo de PIP2 em PIP3. PIP3 por sua vez recruta um subconjunto de
proteinas com dominio de homologia de pleckstin (PH) para a membrana. Neste subconjunto esta
incluido PDK1 e Akt. A ativacdo de Akt depende da fosforilagdo de mTORC2 que é composto por:
mTOR; Deptor; mLST8; Rictor; mSinle Protor na Serina de 473 e de PDK1 na treonina 308. Akt ativo,
medeia a ativacdo do complexo mTORC1 que contem: mTOR; Deptor; mLST8; raptor e PRAS40. Esta
ativacdo pode ocorrer de duas maneiras: 1) inibicdo de TSC2 que por sua vez promove a ligacao de Rheb
a GTP (estado ativo) que se vai ligar a mTORCL diretamente ou 2) fosforilacdo de PRAS40 que deixa de
ser um regulador negativo de mTORCL.A sinalizagdo deste complexo aciona o crescimento celular e
impede outras vias cataboélicas, como a autofagia. Quando as células se encontram em jejum (sem fatores
de crescimento) a rapamicina inibe 0 mMTORC1. mTORC2 é insensivel aos tratamentos com este
composto anticancerigeno. Adaptado de Vara et al., 2004 e Saxton et al.,2017
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1.2 Autofagia

A autofagia € um processo catabolico intracelular que responde a condicBes de stress
metabdlico como privagdo de nutrientes, baixos niveis de energia e hipdxia. 3. Este
mecanismo consiste na obtencdo de energia sob a forma de adenosina trifosfato (ATP) e
aminoacidos através da degradacédo de organelos defeituosos, tais como: mitocdndrias, reticulo
endoplasmaético e peroxissomas e pode também incidir sobre proteinas com méa conformacéo
ou agregacdo®. Fisiologicamente, o processo autofigico funciona como um mecanismo
protetor nas células, por manter a homeostase de nutrientes e energia quando estas se encontram

em jejum e por degradar componentes danificados e organismos invasores*?,

A autofagia pode ser de trés tipos: autofagia mediada por chaperonas (CMA),
microautofagia e macroautofagia que diferem quanto as suas fun¢Ges e modo de entrega dos
componentes citoplasmaticos aos lisossomas®®*® (Figura 1.4). A autofagia mediada por
chaperonas consiste no reconhecimento e direcionamento de proteinas solUveis por parte de um
complexo de chaperona. Uma vez que as proteinas sdo identificadas, em conjunto com o
complexo vao ser reconhecidas por um recetor lisossomal que auxilia no desdobramento destas
proteinas para degradacio no interior do lisossoma “%#* (Figura 1.4). A microautofagia é um
processo ndo seletivo que envolve uma invaginacao interna da membrana dos lisossomas que
captura e efetua a fagocitose direta dos componentes citoplasmaticos** (Figura 1.4). No caso da
macroautofagia, 0s constituintes sdo sequestrados para um autofagossoma, uma vesicula de
membrana dupla que posteriormente funde-se com o lisossoma. O resultado desta fusdo da
origem a um autolisossoma, onde ocorre a degradacdo dos componentes citoplasmaticos
(Figura 1.4). Os constituintes resultantes deste processo catabélico (aminoacidos e pequenas
moléculas) sdo entregues ao citoplasma para producdo de energia®®-424445 Esta reciclagem
celular desempenha desta forma um papel importante na sobrevivéncia e manutencdo das
células. A sua desregulacdo estd associada ao cancro, infecOes e entre outras doencas
neurodegenerativas, metabolicas e cardiovasculares 3°42%° Este projeto ird focar-se na
macroautofagia (referida como autofagia) como o principal mecanismo catabdlico utilizado

pelas células eucarioticas.
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Figura 1.4 Representacao dos trés tipos de autofagia. A) Microautofagia: Degradacdo dos componentes
por meio de uma fagocitose mediada por hidrolases lisossomais no interior do lisossoma. B) Autofagia
mediada por chaperonas: marcacdo do substrato proteico através de chaperonas e reconhecimento deste
complexo pelo recetor lisossomal, desdobramento e deterioracdo da proteina no lisossoma. C) Macroauto-
fagia: Formacgao de um pré-autofagossoma, fusdo do autofagossoma com o lissossoma, constituicao do au-
tolissosoma, degradacdo dos componentes autofagicos. Adaptado de Chen et al., 2020

1.2.1 Processo autofagico

Durante a autofagia os componentes celulares sdo sequestrados em vesiculas de
membrana dupla, os autofagossomas que se fundem com os lisossomas para degradar os
substratos autofagicos. O processo autofagico divide-se assim em varias etapas: iniciagéo,
nucleaco, maturacéo e fusdo*® 2,

A autofagia inicia-se através da fosforilacdo e ativacdo do complexo de ULK1, que é
constituido por Atgl3, Atg 101 e FIP200. Este complexo € necessario para a formacéao do pré-
autofagossoma, uma membrana formada a partir do reticulo endoplasmatico. Nesta etapa,
ULK1 fosforila Beclin-1 na serina 14 e regula a localizacdo de VPS34 para o pré-
autofagossoma. Vps34 é uma cinase lipidica- fosfotidilinositol 3-cinase, que utiliza
fosfatidilinositol (P1) como substrato para formar trifosfato de fosfatidilinositol (PI3P) e esta
estd acoplada no pré-autofagossoma a VVps15, uma proteina cinase serina/treonina. Deste modo,
em conjunto com Beclin-1, formam um complexo que aumenta a sua atividade catalitica e

consequentemente aumentam os niveis de PI3P, que sdo fundamentais para a nucleacéo do pré-
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autofagossoma e para o recrutamento de proteinas Atg (Autophagy related proteins). Nesta
etapa, a conversdo de PIP2 em PIP3 também é essencial para a ativacéo de cinases dependentes
de PI3P(Figura 1.5)40:42:45-48

A fase seguinte consiste na nucleacdo do pré-autofagossoma. Neste passo, s@o
necessarios dois sistemas de conjugacdo ubiquitina-like. No primeiro sistema ocorre a
conjugacao de Atgl2 a Atg5 por meio de uma ligacdo covalente a lisina 130. Este complexo
liga-se posteriormente a Atgl61L através da regido N-terminal, formando um complexo
multimérico que se associa ao pré-autofagossoma e induz a sua curvatura. O segundo sistema
envolve o processamento da proteina Mapl-LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain
3), ou comumente conhecida como LC3 (proteina homologa a Atg8 em leveduras). Esta
proteina citosolica é clivada proteoliticamente por Atg4, uma protéase de cisteina, para gerar
LC3-I (Figura 1.5)3-4249:50,

Antes de ocorrer a fuséo das extremidades do autofagossoma, ocorre a selecéo e entrega
dos substratos. A molécula recetora que aumenta a seletividade e facilita o engolfe de
determinados substratos para degradacdo no processo autofagico é p62, um substrato seletivo
da autofagia, que se liga diretamente a poli ou mono-ubiquitina através do seu dominio
associado a ubiquitina (UBA). Este sequestra os substratos ubiquitinados e entrega-0os no
autofagossoma pela ligacdo a LC3, através da sua regido LIR (regido de interagdo a LC3) 3~
41’50’51.

Apds a marcacao e entrega de substratos na estrutura autofagica, ocorre o processamento
de LC3-1em LC3-1l. O Atg7 ligado a Atg3 conjuga-se com fosfatidiletonalamina (PE), através
de uma reacdo de ubiquitinacdo enzimatica para formar LC3-11. O LC3-Il é integrado nas
superficies interna e externa do autofagossoma, onde desempenha néo sé um papel importante
na selecdo dos substratos para degradacdo, como também na fusdo das extremidades do
autofagossoma (Figura 1.5)40:42:4549.50,

A fuséo autofagossoma-lisossoma ocorre com o auxilio de diversas proteinas entre elas:
Rab7, Soluble NSF attachment protein receptors (SNARES) e Vacuolar Protein Sorting (VPS)
de classe C. Durante a fusdo, a membrana interna do autofagossoma juntamente com a carga
autoféagica sdo degradadas quando expostas as hidrolases e ao Iimen acidificado do lisossoma.
Os componentes da degradacdo s@o transportados de volta para o citoplasma onde seréo
utilizados para producédo de energia e sintese de novas proteinas em resposta a privagdo de

nutrientes e hipoxia (Figura 1.5) 40525,
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Figura 1.5- Processo autofagico. Em situagoes de privacdo de glucose, nutrientes e baixos niveis de
ATP, o sensor energético AMPK fica ativo e induz a autofagia pela fosforilagao de ULK1 que juntamente
com o seu complexo (Atgl3, FIP200, Atg101), ajudam na formagdo do pré-autofagossoma. ULK1 ativo,
fosforila Beclin-1 e permite a ligagdo da mesma com VPS15 ¢ VPS34. Este complexo converte PIP2
em PIP3 que sdo fundamentais para o recrutamento de proteinas Atg. No proximo passo atuam dois
sistemas de conjugacdo ubiquitina-like. Atgl2-Atg5-Atgl6 induz a curvatura do pré-autofagossoma e
promove o processamento de LC3 em LC3-I através da clivagem proteolitica de Atg4. Posteriormente
ocorre a selecao dos substratos por p62 através do dominio UBA e entrega no autofagossoma pela regido
de ligagdo a LC3 (LIR). LC3-I ¢é processado em LC3-II por conjugagdo com PE e por meio de Atg 3 e
Atg7.A ultima etapa consiste na fusdo do autofagossoma com o lisossoma e degradagdo dos substratos
autofagicos através de hidrolases e limen acidificado do lisossoma. Adaptado de Hansen M, Rubinsztein
DC, Walker D.,2018.

1.3 Autofagia em cancro

1.3.1 Autofagia na supressao tumoral

Nas fases iniciais do desenvolvimento do tumor a autofagia demonstra ser anti-tumoral. O
papel da autofagia na supressao tumoral pode ser explicado em primeiro lugar pela capacidade
de prevenir a instabilidade gendémica. A perda de genes da autofagia promove danos no ADN,
amplificacdo de genes e alteracfes cromossomicas (aneuploidias). Varios estudos em modelos
de ratinho demonstraram a importancia desses genes como supressores da tumorigénese 485657,
Em 1999, Liang et al estabeleceram a primeira associagéo entre autofagia e o cancro. Estes
autores comprovaram que a Beclin-1, um componente importante na nucleacdo do
autofagossoma, era um candidato a supressor de tumor®®>8 A perda monoalélica deste

supressor encontrada em varios tipos de cancros, foi associada a baixos niveis de autofagia e
18



correlacionada com uma maior propensdo a tumorigénese. Outros genes relacionados com a

autofagia (Atgs) foram também demonstrados como tendo um efeito supressor de tumor®">°,

A reciclagem de constituintes danificados na célula também garante a manutencdo do
genoma por diminuir a acumulagio de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Figura 1.6)*°.
Um segundo processo pelo qual a autofagia tem um efeito anti-tumoral € através da sua funcdo
na manutencao e entrada das células em senescéncia. A perda da autofagia leva a que as células
proliferem em condicGes de dano no ADN e em condicdes em que os sinais do microambiente

tumoral sdo inapropriados (Figura 1.6) 48,
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Figura 1.6 Possiveis mecanismos pelos quais a autofagia prejudicada promove a tumorigénese. (A)
Em tecidos normais, a autofagia funciona para promover a sobrevivéncia das células, respondendo a
diversos insultos celulares tais como: privagdo de nutrientes; danos no ADN; privacdo de nutrientes;
organelos danificados e proteinas com ma conformacao. Quando estes fatores sdo reparaveis a célula
induz a autofagia e recupera do stress. Em condi¢des em que o stress € prolongado e ndo ¢é reparavel a
célula ativa outros mecanismos como senescéncia celular € morte celular ndo apoptica. Em ambas as
situagdes, a proliferacdo ¢ evitada. (B) Em tecidos em que a autofagia ¢ comprometida, a célula perde a
capacidade de responder aos mesmos insultos e varios mecanismos sdo propostos para contribuirem para
a tumorigénese. (1) A autofagia tem um papel importante na senescéncia e morte celular ndo apoptica,
pelo que sua perda pole resultar na diminuigéo destes mecanismos supressores de tumor. (2) A diminui¢éo
da autofagia facilita a proliferagao celular através da acumulagdo de danos no ADN e organelos defeitu-
0s0s que aumentam as espécies reativas de oxigénio (ROS) e consequentemente aumentam a instabili-
dade genomica. Contrariamente, a regulacdo positiva deste processo em tumores estabelecidos pode pro-
mover a sobrevivéncia de células tumorais em resposta ao stress metabolico e microambiente tumoral.
As células normais estdo representadas a azul; os pontos azuis caracterizam a acumulagdo de erros; as
células senescentes correspondem as células verdes; as laranja espelham a morte celular ndo apoptica e
por fim as vermelhas significam as células cancerigenas. Adaptado de Wang et al.,2010.
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1.3.2 Autofagia promotora de tumor

Contrariamente, em estadios finais da carcinogénese, quando o tumor é estabelecido, a
via autofagica tem a funcdo pro-tumoral por proporcionar a sobrevivéncia das células

cancerigenas 48:°6:57.60.61

O processo autofagico responde ao alto requerimento metabdlico e energético de tumores
em proliferacdo atraves da reciclagem dos constituintes ubiquitinados para produzir substratos
metabolicos (Figura 1.7). As células cancerigenas no interior do tumor sélido sofrem privacédo
de nutrientes e hipoxia consequente do microambiente tumoral®®®®. A autofagia pode ser

ativada para ajudar a superar estas condi¢des até que a angiogénese seja iniciada.

A reprogramacdo metabdlica € uma das caracteristicas adquiridas pelas células
neoplasicas. O aumento da glicose aerdbia conhecido como efeito de Warburg € auxiliado pelo
processo autofagico através do fornecimento de energia por meio da degradacdo de moléculas
e organelos. A macroautofagia também foi recentemente implicada no favorecimento da
glicolise pelas células malignas. Embora o mecanismo pelo qual a autofagia regula a glicélise
atualmente seja desconhecido, foi proposto gque este efeito poderia ser mediado pela remocao
de mitocondrias, via autofagica, de modo a forcar a dependéncia energética pela via da

glicose®®2,

O mecanismo autofagico também suporta as células do estroma e promove o crescimento
do tumor (Figura 1.7). Durante a carcinogénese as células malignas induzem a producao
excessiva de espécies reativas de oxigénio que, por sua vez ativam mecanismos de resposta ao
stress oxidativo e autofagia nas células estromais. Estes mecanismos ativos ajudam na defesa
antioxidante e protegem as células cancerigenas adjacentes do dano e morte celular. A
reciclagem de metabolitos ricos em energia provenientes do estroma suportam a biogénese e 0

crescimento das células cancerigenas %02,

A autofagia promove a angiogénese, metastase e invasdo durante a tumorigénese (Figura
1.7). Demonstrou-se que 0 Atg5 modula a angiogenese em células endoteliais e que o processo
autofagico também pode promover a angiogénese induzindo o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF)®%®!, Tuloup-Minguez et al., em 2011 também descreveram que a via
autofagica promove a sobrevivéncia das células metastaticas durante o destacamento da matriz

extracelular (ECM) e que os componentes desta matriz eram capazes de regular a atividade
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autofagica em células HeLa®"®*, Galavotti et al em 2013 também propuseram que a inibicdo da
autofagia ou perda da expressao de p62 reduziam a taxa de migragdo e invasdo conferindo

defeitos metabdlicos em células estaminais de glioblastoma. Este estudo correlacionou deste

modo a autofagia com a promogo da migracio e invas&o®%:5°,

Por fim, o processo autofagico também promove resisténcia a compostos
anticancerigenos (Figura 1.7) 657596063 A resisténcia & quimioterapia associada a autofagia é

um dos desafios para o tratamento do cancro e sera detalhado no préximo ponto.

Confere resisténcia
as células

cancerigenas Medeia a adaptacao a

hipoxia, stress oxidativo
e danos no ADN

Fornece energia e
nutrientes as células
cancerigenas

Suporta as células do

Promove a angiogénese,

estroma e promove 0o V.8 ®5 K metastase e invasdo
crescimento do tumor — 2 durante a tumorigénese
Autofagia
@
Tumor

Figura 1.7 Papel da autofagia na tumorigénese. A autofagia contribui para a tumorigénese de
varias formas (1) Suporta as cé¢lulas do estroma e promove o crescimento do tumor; (2) Fornece
energia e nutrientes as células cancerigenas; (3) Confere resisténcia as células neoplasicas; (4)
Medeia a adaptag@o a hipoxia, stress oxidativo e danos no ADN e (5) Promove a tumorigénese,
metastase e invasdo durante a carcinogénese. Adaptado de Kocaturk et al.,2019.

1.3.3 Autofagia na terapia contra o cancro

Uma vez que a autofagia tem um papel duplo na tumorigénese, a indugéo desta via pode
ter um papel pro-sobrevivéncia ou pro-morte, que contribuem respetivamente tanto para a

resisténcia dos compostos anticancerigenos como para a eficacia dos tratamentos. Uma vez que
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a autofagia tem um papel duplo no tumor, duas estratégias terapéuticas sdo viaveis 0%, A
primeira abordagem terapéutica visa sensibilizar as células cancerigenas para a
quimioterapia/radioterapia através da inibicdo do papel citoprotetor da autofagia. A segunda

estratégia requer a inducdo da morte celular via autofagica em pacientes resistentes a apoptose
60,66

O principal objetivo da quimioterapia é eliminar as células cancerigenas de modo a
minimizar os danos nos tecidos normais. As células podem ser eliminadas por trés processos:
apoptose, morte celular autofagica e necrose. A necrose diferencia-se dos dois primeiros tipos
de morte celular por estar associada a inflamacéao e causar grandes danos nos tecidos normais.
Por este motivo, a apoptose e a morte celular autofagica tém sido utilizadas na terapia do cancro.
A apoptose caracteriza-se pela degradacdo do ADN, condensagdo da cromatina, colapso do
citoesqueleto, encolhimento da célula, inchago e formacao de bolhas na membrana celular. A
célula é toda fragmentada e posteriormente fagocitada por células do sistema imune®®3, A morte
celular autofagica, por outro lado mantem o ndcleo e o citoesqueleto intacto sem degradacao
do ADN e os autofagossomas sdo constitutivamente gerados para a degradacgéo de substancias
e organelos danificados durante o processo®®®’. A acumulagio de autofagossomas pode
contribuir para a toxicidade celular das células transformadas e este efeito toxico tem sido
explorado para fins terapéuticos®. Recentemente a autofagia tem sido demonstrada como um
mecanismo alternativo de morte celular (morte celular autofagica), quando os danos séo
irreversiveis e ndo suportaveis a célula. Em terapia este mecanismo é uma alternativa as células

cancerigenas que adquirem resisténcia a apoptose %36657(Figura 1.8).
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Mecanismo de protecio Fendtipo de Morte celular autofagica

Figura 1. 8 Duplo papel da autofagia na terapéutica do cancro. A autofagia ¢ ativada como um meca-
nismo protetor, conferindo um fenétipo de resisténcia adquirida em algumas células cancerigenas durante
a quimioterapia. Por outro lado, o processo autofagico também pode funcionar como um agente de morte
pela inducdo de morte celular autofagica. A morte celular autofagica consiste na acumulacao de autofa-
gossomas que s3o constitutivamente geradados, tal como erros que nao sdo reparaveis. Adaptado de Sui
etal.,20]3.

1.3.3.1 Autofagia como um mecanismo de sobrevivéncia e resisténcia contra
as terapéuticas

A autofagia promove a resisténcia a quimioterapia, radiacdo e terapias direcionadas
comprometendo a eficacia dos tratamentos anticancerigenos. A regulacdo negativa da autofagia
é uma maneira eficaz de aumentar o efeito citotoxico dos diferentes protocolos na terapéutica
do cancro®®. Atualmente as moléculas de inibicio da autofagia baseiam-se em repressores que
atuam nas diversas etapas do fluxo, como repressores da autofagossomas, da acidificacdo
lisossomal e fusdo autofagossoma-lisossoma. Outra estratégia, visa o silenciamento por
knockdown da expressdo de proteinas relacionadas a autofagia através de small interfering RNA
(SIRNA)5066,

A radiacdo ionizante é eficaz no tratamento de varios tipos de cancro e esta tem sido

verificada como indutora da autofagia®®.
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Ko et al em 2013 demonstraram que a autofagia induzida por radiagéo tinha uma funcéo
citoprotetora e que a inibicdo deste processo aumentava a eficécia do tratamento da radiag&o.
A deplecdo dos genes ATG5 e Beclin-1 (importantes na fase da nucleacéo do autofagossoma)
aumentaram a sensibilidade das linhas celulares de cancro humano & radiacdo®®°. No ano
anterior, Cerniglia et al também demonstraram que o inibidor de PI3K e mTOR (NVP-
BEZ235) induzia a autofagia apds a radiacdo e que este mecanismo conferia resisténcia as
células®. Posteriormente verificaram que a utilizacdo de NVP-BEZ235 combinado com a
cloroguina, um repressor da autofagia que inibe o fluxo por meio da alteracéo do pH lisossomal,
aumentavam a radio sensibilizacdo das células neoplésicas promovendo mais morte celular e

menos sobrevivéncia®®,

O mecanismo autofagico confere resisténcia aos compostos administrados em
quimioterapia, conferindo sobrevivéncia as células cancerigenas . A inibicdo da autofagia em
quimioterapia demonstrou aumentar a eficacia dos agentes quimioterapeuticos®®®®. O 5-
fluorouracil (5-FU) é um medicamento amplamente utilizado no tratamento de varios cancros
entre eles o cancro da mama, cabeca e do pescoco, colorretal e estbmago. Este composto é um
antimetabdlico que inibe processos de biossintese fundamentais para as células cancerigenas’®.
Foi verificado que a administracdo deste farmaco com o inibidor da autofagia (cloroquina)
diminuia o crescimento do tumor no cancro colorretal in vivo e in vitro. No cancro do eséfago,
a combinacdo de repressores do processo autofdgico em combinacdo com 5-FU ou cisplatina
(um alquilante utilizado na terapéutica) evidenciaram um aumento do potencial
quimioterapéutico®. Os inibidores da tirosina quinase do recetor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR-TKIs) sdo comumente utilizados em pacientes com cancro do pulméo de
células ndo pequenas. Em 2011 Han et al, verificaram que estes inibidores de tirosina quinase
aumentavam os niveis do fluxo autofagico, que por sua vez conferiam resisténcia as células
neoplésicas do pulméo, atraves da inibicdo da via de PI3K/Akt/mTOR. No entanto a repressdo
do fluxo pela cloroquina ou pelo silenciamento através de siRNA contra ATG5 e ATG7
(componentes importantes na formagdo dos autofagossomas), promoviam o efeito citotoxico
de gefitinib e erlotinib nestas células. A inibigdo do mecanismo autofagico é uma abordagem
terapéutica para melhorar a eficacia dos inibidores de tirosina quinase (TKIs) no tratamento de
pacientes com cancro %7172, Em varios estudos tanto a cloroquina como o seu derivado,
hidroxicloroquina (HCQ) em combinac¢do com outros agentes mostraram resultados benéficos

em varias linhas celulares® %" A combinagio de estratégias terapéuticas que atuam sobre a
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via de PI3K/Akt/mTOR e autofagia apresentam um grande potencial para superar a resisténcia

a quimioterapia®.6366:69.71,

1.3.3.2 Morte celular autofagica como um mecanismo anticancerigeno

Como descrito anteriormente, a maioria dos compostos anticancerigenos tem como alvo
0s mecanismos de morte celular programada. A autofagia pode mediar a morte celular em
células cancerigenas que apresentam defeitos ou resisténcia a apoptose®®®’4 A inducéo da
morte celular autofagica por diferentes compostos € uma alternativa a terapéutica em tumores
que apresentem estas condigdes. Os genes Bax e PUMA sédo reguladores fundamentais da
apoptose. Em 2010, Xiong et al verificaram que células do colon deficientes em Bax e PUMA
induziam morte celular por autofagia ap6s o tratamento com 5-FU, ao contrario da mesma linha
wild-type. Para provar que a morte celular autofagica era uma via alternativa a apoptose nas
células comprometidas, estes autores inibiram o fosfatidilinositol 3-cinase com 3-MA que
regulou negativamente o fluxo autofagico. Os resultados demonstraram menos morte celular ao
tratamento com o mesmo composto anticancerigeno (5-FU)®:", O tridxido de arsénio (As203)
é um dos farmacos propostos para a terapia de diferentes neoplasias. O mesmo foi descrito
como tendo um potencial indutor da autofagia citotdxica em células cancerigenas,
nomeadamente em leucemia’®. A promocdo da morte autofagica a partir deste composto tem
sido visto como uma boa abordagem terapéutica em varios tipos de cancro resistentes a

apoptose®°.

A ativacdo da via autofagica por farmacos também é uma das estratégias que pode
promover a morte celular®®™. A inibicidlo de mTOR é um dos principais métodos para
desencadear a autofagia em estudos pre-clinicos e clinicos. Em 2013 o grupo de Pierre Bischoff
demonstrou que o inibidor de mTOR (RADO001) potencializou a morte celular autofégica
induzida por temozolomida em linhas celulares de glioblastoma®%®77. A rapamicina (um
inibidor de mTORC1) também induz a morte celular autofagica e suprime a proliferacdo de

células malignas em diferentes linhas celulares’™87°,

O tamoxifen ¢ utilizado no tratamento do cancro da mama. A resisténcia adquirida a
este farmaco é um dos problemas na terapia. O acido hidroxamico suberoilanilida (SAHA),
induz a morte celular autofagica em células do cancro da mama que sao resistentes ao tamoxifen
e reduz significativamente o crescimento do tumor®®®, A via AMPK/Akt/mTOR é essencial

para a regulacdo da morte celular mediada por autofagia. A regulagdo negativa da via
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Akt/mTOR por um composto de diarilquinolina (STM-57) provou induzir a morte celular
autofagica em células do carcinoma nasofaringeo®°. A tanshinone I1A é um dos compostos
utilizados na terapéutica do cancro. Um estudo em leucemia também comprovou que este
farmaco induz a morte celular autofagica pela fosforilacdo de proteina cinase ativada por

monofosfato de adenosina (AMPK) e desfosforilagio de mTOR®6:8L,

Embora o papel da autofagia seja controverso na tumorigénese e na terapéutica, dados
in vitro e in vivo indicam que a autofagia contribui maioritariamente na sobrevivéncia e
resisténcia a quimioterapia e radioterapia®®. No entanto é necessario entender os mecanismos

de regulagéo e fungéo desta via no contexto dos diversos tipos de tumor.

1.4 Mecanismos de regulacao da autofagia

A autofagia ocorre em baixos niveis basais em praticamente todas as células e €
rapidamente ativa quando as células necessitam de gerar nutrientes e energia intracelular®’. Um
dos principais reguladores do processo autofagico é o inibidor mTOR que responde aos niveis
de nutrientes na célula. Entre outras moléculas que regulam este processo esté a proteina cinase
ativada por monofosfato de adenosina (AMPK) que € um regulador chave dos niveis
energéticos celulares. Deste modo, a via de fosfatidilinositol 3-cinase/alvo de mamifero da
rapamicina (PI3K/mTOR) e a via de sinalizacdo da proteina cinase ativada por AMP (AMPK)

surgem como os principais mediadores da regulacdo da autofagia®.

1.4.1 mTOR/PI3K

A autofagia pode ser induzida pela sinalizacdo reduzida de fatores de crescimento.
Como supramencionado, a sinalizacdo de fatores de crescimento que regulam mTORC1
envolve a via de PI3K/Akt 82, Na presenca destes fatores, o Akt esta ativo e regula positivamente
MTORC1. A ativacdo de mTORC1 promove 0s processos anabdlicos e inibe processos

catabdlicos, como a autofagia®.

A desregulacdo da via de PIBK/Akt/mTOR pode desencadear a autofagia em muitos
tipos de cancro em resposta a ambientes indspitos com poucos nutrientes. Além disso, terapias

anticancerigenas que interrompam esta via também promovem o processo autofagico®.
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1.4.2 AMP-activated protein kinase (AMPK)

AMPK € uma proteina cinase composta por uma subunidade catalitica (o) e duas
subunidades reguladoras (B e v)®°®’. Esta proteina controla o metabolismo de glicose e lipidos
em resposta a alteracdes nos nutrientes e niveis de energia intracelular®.Desta forma, AMPK
promove processos catabdlicos produtores de ATP e inibe processos anabolicos que consomem
ATP®, Quando esta cinase é ativada, regula positivamente a autofagia por dois processos,
através da inativacdo de mTOR ou pela ativagdo de ULK1518489,

1.4.2.1 AMPK/mTOR

A proteina serina-treonina cinase hepatica B1(LKB1) € um supressor de tumor que se
encontra mutado em varios tipos de cancro®®’. LKB1 tem como substrato direto AMPK. Em
condicGes em que os niveis de ATP diminuem e os niveis de AMP aumentam (como ocorre
durante a privacdo de nutrientes e hipoxia), AMPK ¢ fosforilado diretamente por LKB1 na
treonina 172 da subunidade alfa (Figura 1.9) 887, Quando fosforilado, AMPK torna-se ativo e
antagoniza a atividade de mTORCL1 através do complexo TSC2/TSC1 e de Raptor. Como
mencionado no ponto 1.1.2.1.1., TSC2 inibe indiretamente mMTORC1 por meio de Rheb. A
proteina cinase AMPK fosforila TSC2 na serina 1387 e promove a ativagdo deste complexo,
que por sua vez favorece a ligacdo de Rheb a guanosina difosfato (GDP). Uma vez que Rheb
liga-se a GDP torna-se inativo e ndo regula a atividade de mTORC1 (Figura 1.9)%. Por outra
via, AMPK fosforila as serinas 722 e 792 da proteina associada a regulacdo do complexo 1 de
mTOR (Raptor) (Figura 1.9)%8® A autofagia induzida pela regulacdo negativa de mTOR

resulta na producéo elevada de ATP através da reciclagem de substratos autofagicos .
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Figura 1. 9 Sinalizacido da proteina cinase ativada por AMPK e mTOR. Em condi¢des de
stress energético, AMPK ¢ fosforilado por LKB1 na treonina 172. AMPK ativo regula positi-
vamente a autofagia através de mTORC1 de duas formas. (1) TSC2 ¢ fosforilado por ativagao
na serina 1387. O complexo TSC2/TSC1 quando esta ativo promove a ligagdo de Rheb a GDP
e torna-o inativo. Desta forma Rheb inativo ndo interage diretamente com mTORC1.(2) A pro-
teina cinase AMPK fosforila as serinas 722 e 792 por inibi¢do na proteina Raptor. Adaptado de
Shackelford and Shaw.,2009.

1.4.2.2 AMPK e ULK1

O complexo proteico composto por unc-51-like kinase 1 (ULK1), gene 13
relacionado a autofagia (Atg13) e a proteina de interacdo da familia cinase de adesao focal
de 200 kDa (FIP200) ¢ um regulador chave no inicio da autofagia 888, Em condigbes
de privacdo de nutrientes, AMPK inibe mTORC1 através de TSC2 e Raptor e ativa a
autofagia pela fosforilagdo direta de ULK1 nas serinas 317 e 777 (Figura 1.10). No
entanto, em condicGes ricas em nutrientes, mMTORCL1 fosforila 0 mesmo complexo na
serina 757. Esta fosforilagdo por inativacéo, interrompe a interagdo de ULK1 com AMPK

e inibe o processo autofagico 828485 (Figura 1.10).
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Figura 1.10 Regulagdo de ULK1 por AMPK e mTORC1 em resposta aos niveis de
nutrientes em fatores de crescimento. (1) Sob niveis de glucose altos ou suficientes para
a celula, AMPK torna-se inativo e mTORCL1 esta ativo. O mTORC1 ativo fosforila ULK1
naserina 757 e interrompe a interacdo de AMPK com ULKL. (2) Em condicGes de privagédo
de glucose, AMPK torna-se ativo e inibe mTORCL1 através de TSC2 e Raptor. Uma vez
ativo, este sensor de energia intracelular fosforila por ativagdo ULK1 nas serinas 777 e 317
e induz a autofagia. Adaptado de Kim et al.,2011.

1.5 Tribbles

A familia Tribbles (TRIB1, TRIB2 e TRIB3) é constituida por proteinas pseudocinases
que controlam varios processos bioldgicos nas células®. Estruturalmente, os Tribbles séo
caracterizados por trés dominios, um dominio N-terminal que contem uma regido PEST, um
dominio central de pseudocinase serina/treonina e um dominio C-terminal®?(Figura 1.11). O
dominio C-terminal contém um motivo que tem como alvo membros da familia MAPKK/MEK
e um motivo peptidico de associacdo direta a ligases ubiquitina E3. O dominio de pseudocinase
é importante para o posicionamento e regulacdo de potenciais substratos para ubiquitinacéo e
degradacdo pela via do proteossoma (Figura 1.11) %2. Estas pseudocinases atuam como
moléculas adaptadoras, que ligam e blogueiam a atividade de moléculas reguladoras que

participam em diversas vias de sinalizagdo®-%,
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Figura 1.11 Estrutura da familia Tribbles. Estruturalmente a familia Tribbles (TRIB1, TRIB2 e
TRIB3) é composta por um dominio N-terminal que contem um motivo PEST, um dominio central de
pseudocinase e um dominio C-terminal. O dltimo contém um motivo que tem como alvo, membros da
familia MAPKK/MEK e uma regido de associacdo direta a ligases de ubiquitina E3. A ubiquitina E3
ligase recruta uma enzima conjugadora de ubiquitina E2 que é carregada com uma ubiquitina, em
conjunto reconhecem o substrato proteico. Este substrato encontra-se posicionado e regulado pelo
dominio de pseudocinase. A poliubiquitinagdo do substrato é mediada por cadeias de ubiquitina ligadas
a lisina 48, posteriormente o substrato é degradado via proteossoma. Tribbles participam na transcrigao,

diferenciagdo, proliferacdo, metabolismo e doenca. Adaptado de Eyers et al.,2017.

Os Tribbles tem sido implicados no desenvolvimento de varios tipos de cancro por
mostrarem um efeito oncogénico ou um comportamento de supressor de tumor dependendo do
membro da familia e do tecido.®®!, No contexto do cancro, estas proteinas modulam vias de
sinalizacdo associadas a proliferacdo, sobrevivéncia, diferenciacdo e resisténcia a farmacos. A
funcdo destes membros na tumorigénese envolve a ubiquitinacdo e degradacédo de substratos ou
supressdo da sua estabilizacdo e ligacdo a moléculas reguladoras de vias de sinalizacdo como
MEK e AKT®0:92.93,

O TRIB1 foi identificado como um oncogene em leucemia mieloide aguda®®4. Este
membro da familia dos Tribbles foi também correlacionado com a sobrevivéncia das células
cancerigenas da prostata e associado a um mau prognostico®®®>%, Varios estudos foram
publicados descrevendo a importancia de TRIB1 noutros cancros como colorretal, glioma,

ovario e tiroide %%,
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A semelhanca de TRIB1, TRIB3 também esta descrito como tendo um papel fundamental
no desenvolvimento de diversos tumores, entre eles cancro do pulmao, mama, renal, gastrico,
figado, retinoblastoma, glioblastoma e ovario®*%2%, A expressdo da proteina TRIB3 foi descrita
como elevada em pacientes com cancro colorretal e ao nivel do gene foi correlacionado com
mau prognostico para pacientes com cancro da mama e do pulmdo de células ndo
pequenas®9297-% Em melanoma, a perda da expressdo de TRIB3 foi correlacionada a um
fenotipo tumoral mais agressivo, evidenciando que esta proteina atua como supressor de
tumor®>1%, Nestes casos, TRIB3 foi associado & regulacdo negativa de AKT através do
complexo mTORC2 na serina 473 (Figura 1.3)%,

1.5.1 TRIB2

TRIB2 é o membro mais ancestral da familia dos Tribbles e tal como os restantes
membros, estd associado & formacdo de tumores, progressdo e resisténcia a terapia'®l. Esta
descrito que esta proteina é sobre-expressa em diversos tumores tais como melanoma, figado,
ovario e pulméo®101.102

A familia TRIBBLES tem um papel fundamental na regulacdo do fator de transcricao
C/EBP-a!%, No cancro do pulméo e na leucemia mieloide aguda, TRIB2 atua como oncogene
pela regulacdo negativa deste fator de transcricdo que funciona como supressor de
tumorl0:103104 “ As proteinas Forkhead box O (FOXO) também atuam como supressores de
tumor e estdo inativas na maioria dos cancros. Em melanoma, TRIB2 foi identificado como um
repressor de FOXO e esta regulacdo aumentou a proliferacdo, sobrevivéncia e crescimento
tumoral®?1%1:1%5 O nosso laboratdrio descreveu que TRIB2, ao contrario de TRIB3, interage
diretamente com AKT ativando-o0. Uma vez que FOXO atua na transcri¢do a jusante da via de
sinalizacdo de PI3K/Akt, a repressdao de FOXO por TRIB2 parece ser indireta. No mesmo
estudo, o nosso laboratdrio correlacionou a elevada expressdo de TRIB2, associada a ativacdo
de AKT com a baixa resposta a quimioterapéuticos. TRIB2 conferiu resisténcia a inibidores de
PI3K (BAY236 e BAY1082439), inibidor de mTOR (Rapamicina), inibidor duplo PI3BK/mTOR
(BEZ235) e compostos citotoxicos convencionais como o 5-fluorouracil e DTIC0%108,
Tratamentos a base de platina, como a cisplatina sdo utilizados em diversos cancros. TRIB2
tem sido implicado na sensibilidade dos tumores a terapia com cisplatina. Kristsh et al

demonstraram que o knockdown de TRIB2 aumentava a resisténcia a cisplatina. Uma
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explicagdo para esta observagdo foi o facto de estar descrito que as proteinas FOXO estéo
envolvidas na resisténcia ao tratamento com cisplatina. Uma vez que TRIB2 esta ausente, nao
reprime a atividade de FOXO e deste modo a sensibilidade aos tratamentos com cisplatina é
menor'®1%  Em leucemia mieloide aguda a elevada expressdo de TRIB2 conferiu
quimiorresisténcia a cytarabine, doxorubicin e daunorubicin, que atuam na inibicdo da sintese
de ADN. Por fim, Wang et al descreveram que o aumento de TRIB2 e Mitogen-Activated
Protein Kinase Kinase Kinase 1 (MAP3K1) em glioma esta associado ao mau progndstico e

resisténcia a terapéutica com temozolamida®®®

. De facto, TRIB2 parece funcionar como um
biomarcador para o diagnostico e progressdo do tumor, assim sendo, pacientes com niveis

elevados de TRIB2 podem beneficiar de terapéuticas personalizadas®®-101:107:108,

1.5.2 Tribbles em autofagia

Esta descrito que elevados niveis de TRIB3 interagem com a autofagia em alguma linhas
celulares, inibindo-al®!!, Dados recentes revelam que o TRIB3 é um sensor de stress
metabodlico e interage diretamente com p62 19°110.112(Figyra 1.12). Este como supramencionado
é responsavel por sequestrar os substratos ubiquitinados e entregar no autofagossoma pela
ligacdo a LC3. Uma vez que TRIB3 interage com p62, inibe a sua ligacdo a LC3 e assim
suprime a degradacio autofagical®®1!!, O facto de o fluxo autofagico ser interrompido leva a
acumulacao de p62 com substratos ubiquitinados e defeitos no sistema ubiquitina-proteossoma
(UPS), o que por sua vez leva & acumulacéo de fatores promotores de tumor %12 (Figura 1.12).
Thang et al em 2020, publicaram que TRIB3 é sobre expresso em glioblastoma e que a sua
funcdo na supressdo da autofagia impulsionou a invasao e proliferacdo das células cancerigenas
deste tumor'3. As células de melanoma demonstraram promover a autofagia para aliviar o
stress induzido pela terapia, conferindo resisténcia a terapéutica, sobrevivéncia e progressao do
tumort!! . A metformina foi descrita como um indutor do fluxo autofagico e regulador negativo
da expressdo de TRIB3, esta dupla regulagdo atenuou o crescimento e metastase em
melanoma!!!, Zhanga et al também descreveram que a interrupgio da interagdo de TRIB3-
SQSTM1 com um peptideo helicoidal especifico (Pep2-A2) demonstrou efeitos protetores
contra a fibrose hepatica'®. Silenciar TRIB3 ou interromper a ligag4o de TRIB3-SQSTM1 pode

ser deste modo uma estratégia terapéutica em alguns tipos de tumor 10911,
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Figura 1.12-TRIB3 interage com p62 e inibe o processo autofigico. Em condigdes de stress
metabdlico TRIB3 funciona como um sensor e liga-se a p62. Esta interacdo direta inibe a ligagdo do
recetor autofagico p62 com o substrato ubiquitinado a LC3 na membrana interna do autofagossoma.
Uma vez que p62 ndo é degrado via autofagica, acumula-se na célula e induz espécies reativas de
oxigénio (ROS) que por sua vez causam danos no ADN e instabilidade do genoma. Por outro lado,
esta acumulagdo também promove inibicdo e defeitos no sistema ubiquitina-proteossoma (UPS).
Estes mecanismos conferem diversos fatores promotores da carcinogénese que vdo culminar no
desenvolvimento e progressao do tumor. Adaptado de Hua et al.,2015.

1.6 Hipotese

Em vérios contextos tumorais, TRIB3 e TRIB2 parecem regular a atividade da via de
P13K/Akt de modo antagonista. Elevados niveis de expressdo de TRIB3 regulam negativamente
a atividade de AKT e consequentemente da via de crescimento mTOR. Por outro lado, os dados
cientificos até ao momento revelam que niveis altos da proteina TRIB2 estdo associados a niveis
mais altos de fosforilagdo de AKT, e consequentemente um aumento na atividade da cinase
mTOR. Adicionalmente, em alguns contextos tumorais, a presenca de elevados niveis de
TRIB3 esta associada a inibicdo do processo autofagico. Tendo estes dados em consideragéo, a
nossa hipétese é de que TRIB2 atua na sobrevivéncia e resisténcia destes tumores induzindo o

processo autofagico.
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1.7 Objetivos

O principal objetivo deste estudo foi investigar a contribui¢éo de TRIB2 na indugio
do processo autoféagico.
Deste modo delineamos os seguintes objetivos especificos:

a) Estudar a contribuicdo de TRIB2 no fluxo autofagico usando as linhas isogénicas

derivadas de osteossarcoma (U20S) através da analise de marcadores autofagicos.

b) Caracterizar o papel de TRIB2 a nivel de morte celular, em células cuja autofagia esta
inibida.

c) Analisar a expressao de genes autofagicos em células com e sem TRIB2 cuja autofagia

estad induzida
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cultura de células

A cultura de células tem-se demonstrado uma ferramenta de enorme importancia em
diversas areas de investigacdo, nomeadamente em Biologia Molecular, permitindo estudar
varias patologias. A mesma consiste em extrair células de animais ou plantas e posteriormente
crescer num meio artificial. Este ambiente contém todos os constituintes necessarios para o seu
crescimento e manutencdo tais como: um substrato ou meio que contenha 0s nutrientes
necessarios (aminoécidos, vitaminas, hidratos de carbono e minerais), fatores de crescimento,
hormonas e gases (O2e CO2), pH, temperatura e pressdo osmétical***>. O meio de crescimento
utilizado neste estudo foi 0 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium suplementado com
ultraglutamina (DMEM) (Hyclone,Cytiva, USA), 10% de Fetal Bovine Serum (FBS) (Biowest,
South America) e 1% de 100x de Penicilina Streptomicina (Corning, USA).

2.1.1 Linhas celulares estabelecidas

Para este estudo foi utilizada a linha celular de osteossarcoma -U20S (American Type
Culture Collection (ATCC)). Esta linha celular é derivada de um sarcoma moderadamente
diferenciado da tibia humano, é cromossomicamente alterada e é de facil transfecdo. Utilizou-
se também a linha isogénica U20S#1163 que sobre-expressa TRIB2 através da introducdo do
vector PBABE_FLAG_TRIB2, gerada anteriormente no nosso laboratério.

2.1.2 Descongelamento de células

As linhas celulares descritas em 2.1.1 encontravam-se congeladas a -150°C em 10%
dimetil sulfoxido (DMSO) (VWR, USA), um agente criopreservador de celulas. Para
descongelar as mesmas procedeu-se ao aquecimento dos crio-tubos (VWR, China) em banho
maria a 37°C. Seguidamente preparou-se uma placa de 100 mm com 8 mL de meio de
crescimento DMEM (Hyclone,Cytiva,USA), que foi previamente aquecido em banho-maria.
Este procedimento foi realizado no interior de uma camara de fluxo laminar Microflow

Biosafety Cabinet Class Il (Telstar) que foi primeiramente desinfetada com etanol a 70% a fim
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de evitar contaminac®es, tal como todos os utensilios utilizados. Uma vez descongeladas e com
a ajuda de uma pipeta p1000, as células foram transferidas para a placa e adicionou-se uma
concentracdo final de 1ug/mL de puromicina (Amresco,UK) as células U20S #1163, com 0
intuito de garantir uma pressao seletiva, para que apenas sobrevivam as células que contém o
DNA plasmidico e que incluem um gene de resisténcia a este antibiotico. As células foram
mantidas numa incubadora (Thermo electron corporation 311, Canada) a 37°C com 21% O e
5% CO». No dia seguinte, 0 meio de cultura foi renovado com o objetivo de eliminar restos de
DMSO e metabolitos.

2.1.3 Manutencgao, stocks e contagem das linhas celulares

O meio de cultura pode mudar de uma tonalidade vermelho/rosa para laranja/amarela,
esta alteracdo de cor indica-nos que o pH do meio se tornou mais acido devido a atividade
metabolica. Por este motivo as células foram visualizadas ao microscopio diariamente, a fim de
perceber quando estdo confluentes (percentagem de ocupacao do espaco fisico da placa) e deste

modo perceber quando é necessario fazer uma passagem celular.

Neste procedimento comecou-se por aspirar 0 meio antigo e adicionou-se PBS
((Phosphate-Buffered Saline) (Sigma Aldrich,USA)), um tampé&o salino que possibilita retirar
todos os detritos celulares de forma a lavar toda a superficie onde se encontram as células.
Seguidamente, aspirou-se o0 PBS e adicionou-se 1 mL de tripsina com o objetivo de quebrar as
ligacGes entre proteinas de adesdo célula-célula, a fim de ficarem em suspensdo. Em seguida,
as células foram incubadas a 37°C por 5 minutos e observou-se as mesmas ao microscopio para
garantir que ndo estavam aderidas a placa. Na camara de fluxo laminar acrescentou-se a tripsina
2mL de DMEM completo com a intencdo de inativar a primeira solucdo. Posteriormente
preparou-se uma nova placa de cultura com meio e adicionou-se um determinado volume de
celulas. O restante volume foi descartado e as células foram incubadas em atmosfera humida a
37°C e 5% de CO:..

Quando necessario e para preservar a longo prazo as linhas celulares, estas foram
congeladas periodicamente. Para congelar as células, aspirou-se o0 meio antigo, lavou-se com
1mL de PBS, removeu-se 0 mesmo e adicionou-se 1 mL de tripsina. Quando as células se
encontravam em suspensdo adicionou-se 2 mL de DMEM a placa, transferiu-se tudo para um

falcon de 15 mL e procedeu-se a uma centrifugagdo durante 5 minutos a uma velocidade de
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1000g. Terminada a centrifugacéo, todo o sobrenadante foi aspirado e de seguida ressuspendeu-
se 0 pellet de células em 10% de DMSO e 90% de DMEM, transferindo-as para um crio-tubo
(VWR, China), onde foram armazenadas a -80°C durante uma semana. Decorrido este tempo 0s
crio-tubos foram transferidos para o congelador a -150°C até nova utilizacdo. Este processo foi
realizado de forma lenta com o criopreservante DMSO, a fim de este ndo formar cristais no

interior das células.

Nas diferentes experiéncias levadas a cabo neste projeto foi necessario proceder-se a
contagem de células. Para o efeito, o procedimento inicia-se do mesmo modo que a passagem
de células descrita no pardgrafo anterior. Decorrida a centrifugacdo, descartou-se 0
sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 3 mL de DMEM e retirou-se 10 pL para um
eppendorf, a este adicionou-se 10 puL de Trypan Blue (Sigma Aldrich, UK). Desta solugédo
removeu-se a mesma quantidade para uma cAmara de Neubauer e contaram-se as células através
do microscopio. A contagem foi feita em quatro quadrantes de 1mm? e determinou-se o0 nimero
de células por mm?®. Para obter o nimero de células por mililitro (mL), utilizou-se a seguinte
formula: (X1+X2+X3+X4)/4 x fator de diluicdo x 10*= NUmero de células por mL (Figura 2.1).
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Figura 2.1-Contagem de células na Camara de Neubauer. A camara de Neubauer foi
usada para calcular o nimero de células em suspensao celular. Foram introduzidos 10 pL de
amostra na camara. As células foram contadas em quatro dos nove quadrantes identificados
como X1, X2, X3 e X4. O numero total de células por mL foi obtido através da formula:
(X1+X2+X3+X4) /4 x fator de diluicdo x 10*. O fator de diluicdo utilizado foi de 2.
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Para explorar a autofagia, no presente estudo foram utilizadas como ferramentas,
inibidores e ativadores que estdo descritos na literatura. Inibidores: SBI-0206965 (Sigma
Aldrich,USA), Spautina-1 (SigmaAldrich,USA), Cloroquina (Sigma Aldrich,USA)
Aldrich,USA). Indutores: Rapamicina (Sigma Aldrich,USA) e PIK75 (Sigma Aldrich,USA).

2.1.4 Extracdo e quantificacdo de proteina

Ap0s a colheita das células, procede-se a lise da membrana citoplasmatica a fim de os

componentes intracelulares serem libertados e se obtenha o chamado lisado proteico.

Para a extracdo da proteina neste projeto foi usado o tampéo de extracdo com a seguinte
constituicdo:(1 M Tris pH 7.5 (Fisher Scientific,EUA), 5 M NaCl (Merck, Germany), 5% Triton
X-100 (Amresco, Ohio), 1M NaF (VWR,EC), 0.5 M EDTA (Sigma Aldrich, USA),0.5M
Ethylene glycol-bis-(Baminoethyl ether)-N’,N’,N’,N -tetraacetic acid (EGTA; AppliChem,
Germany), 200mM Sodium Pyrophosphate (Santa Cruz, Dallas), 1M g-Glycerolphosphate (5-
G-P; Santa Cruz, Dallas), 100mM sodium orthovanadate (OVO4; Sigma Aldrich, USA) 0.1
mg/uL Calyculin A (Santa Cruz, Dallas) and 0.1 mg/uL Protease Inhibitors Cocktail (PIC;
Sigma Aldrich, USA)). Apo6s adicionado este tampéo ao lisado proteico, foi realizada uma
incubacdo de 20 minutos em gelo e para maximizar a eficacia da lise, a cada 5 minutos as
preparacOes foram colocadas no vortéx. Seguidamente, os tubos foram centrifugados a 215 000
rotacfes por minuto (rpm) durante 20 minutos a 4°C e colheu-se o sobrenadante para um novo

tubo Eppendorf.

Para minimizar a atividade de proteases e outras enzimas que possam modificar a
composicdo da amostra pela degradacdo proteica, em todos os procedimentos descritos 0s

preparados foram mantidos em gelo.

A proteina foi quantificada usando o reagente de Bradford (NZYTech, Portugal). Este é
um ensaio colorimétrico, que tem por base a ligacdo da proteina ao corante Coomassie Brilliant
Blue G-250, proporcionando uma mudanca na absor¢do do mesmo de 465 a 595 nm, sendo que
a proteina € monitorizada na absor¢do méxima de 595 nm que passa de castanho para uma

coloracdo azul na presenca de proteina 1.

Para se obter a concentracdo das amostras comparou-se as absorvancias das amostras
com as de uma proteina com propriedades semelhantes e de concentracdo conhecida. Usou-se
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albumina de soro bovino (Bovine Serum Albumine-BSA) a 2000 pg/mL para obter uma curva
de calibracédo padrdo (figura 2.2).

TUTTVTVY

2000 pg/mL 1500 pg/mL 1000 pg/mL 800 pg/mL 600 pg/mL 300 pg/mL 150 pg/mL 0 pg/mL

Figura 2.2- Curva padréo da concentracdo de BSA. Para o calculo da concentragdo de
proteina nas amostras teste, aplicou-se a curva de calibrag&o linear. As dilui¢cbes em série foram
preparadas a partir da solucdo stock de albumina de soro bovino a 2000 pg/mL. A numeragdo
com as letras de A a G correspondem as diferentes concentracoes de BSA: A (2000 pg/mL), B
(1500 pg/mL), C (1000 pg/mL), D (800 pg/mL), E (600 pg/mL), F (300 pg/mL), G (150
ug/mL), H (Opg/mL). Todas as diluicGes foram obtidas utilizando dgua Mili-Q.

Diluiu-se cada amostra a quantificar para um fator de diluicdo de 1:15 (5 pL de amostra
em 70 pL de H20). Na placa, pipetou-se 5uL de cada amostra (em duplicado) e 5uL das
diluicdes de BSA numa placa de 96 pogos. Por fim adicionou-se 250 uL de Bradford (NZYTech,

Portugal) a cada poco.

A placa foi incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos e quantificou-se
usando o Luminémetro Glo-max (Promega) a 595 nm. Usando a absorcdo da reta padrdo
(y=mx+b, onde y= absorvancia a 595 nm e x= concentracdo da proteina) calculou-se a
concentracdo de proteina das amostras e normalizou-se para uma mesma concentracao final.
Adicionou-se Laemmli 1x (0.2 M TrisHCI (Sigma Aldrich,USA), Ph 6.8, glycerol (Sigma
Aldrich, USA) a 40% que ira dar densidade a amostra, 0.04% Blue Bromophenol (Santa Cruz,
Dallas) para a visualizacdo das amostras no gel, 0.3 M SDS (Applichem, Germany) um
detergente que desnatura as proteinas e rompe as liga¢6es ndo covalentes, permitindo que estas
adquiram carga negativa ajudando assim a separacao proteica em resposta ao impulso elétrico
(eletroforese), 20% p-Mercaptoethanol (Sigma Aldrich,Steinheim)) e buffer extracdo. As

proteinas foram desnaturadas a 100°C num Termo Shaker (BioSan) por 5 minutos.
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2.2 Westernblot

A técnica do Westernblot tem como objetivo separar e identificar proteinas de acordo
com o seu peso molecular. Posteriormente a separacgdo das proteinas por eletroforese é realizada
a transferéncia para uma membrana. De seguida, a visualizacdo das bandas correspondentes

requer a incubag&o com anticorpos especificos da proteina que se pretende visualizar 7.

2.2.1 SDS-PAGE

As proteinas foram separadas de acordo com o seu peso molecular em uma eletroforese
em gel de poliacrilamida (PAGE) de dodecil sulfato de sédio (SDS). Desta forma foram
utilizados tampdo 1 M Tris (Sigma Aldrich,USA) a pH 8.8, 40% acrylamide (Fisher
Bioreagents,USA), 10% SDS (Applichem,Germany), H.O Mili-Q, APS (Ammonium
Persulfate, (Sigma Aldrich, USA)) a 25% um agente oxidante que inicia a polimerizacao da
poliacrilamida e bis-acrilamida juntamente com o Tetramethylethylenediamine (TEMED;
Santa Cruz Biotechnology, Dallas) - catalisador de reagcdo que permite a solidificacdo do gel
poroso e concede a separagdo das proteinas de acordo com o seu tamanho.

A escolha da percentagem do gel de corrida foi baseada no tamanho de cada proteina de
interesse como apresentado na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Percentagem de acrilamida de acordo com os intervalos de tamanho das proteinas
em SDS-PAGE. A migracdo das proteinas ¢ inversamente proporcional aos seus pesos moleculares.

6% 8% 10% 12% 15%
Tamanho da 60-200 | 40-100 20-70 20-60 10-40
proteina (kDa)

Para o Stacking gel utilizou-se a mesma receita que no gel de corrida que apenas diferiu
no Tris com pH=6.5. Esta diferenca de pH é importante para que os anides de glicina e os anides
de cloreto empacotem as proteinas numa espécie de sanduiche permitindo que as mesmas se

juntem antes de entrar no gel de corrida e iniciem a migracdo ao mesmo tempo. A polimerizacao
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dos géis levou cerca de 30 minutos. Posteriormente preparou-se o restante equipamento de
eletroforese com os géis submersos em tampéo SDS-Page running buffer (0.025 M Tris (Sigma
Aldrich, USA), 0.25 M Glycine (Sigma Aldrich,USA) e 0.003 M SDS (Applichem,Germany)).

O primeiro poco de cada gel foi carregado com 3 pL do marcador NZYBlue Protein
Marker (NZYTECH) seguido de cada amostra como representado na Figura 2.3. Usando a fonte
de energia BIO-RAD WB aplicou-se uma corrente de 75 V para iniciar a migracéo.
Seguidamente a voltagem foi aumentada para 140-150V, quando alcangado o running gel. O

tempo total de corrida foi de 80-90 minutos.

S

— Stacking gel
Direcio de migragio — 1 Proteinas de elevado peso
das proteinas molecular
— Running gel

———— Proteinas de baixo peso
molecular

Figura 2.3-Representacdo esquematica do gel SDS-PAGE. O gel é carregado
primeiramente com o marcador NZYBlue Protein Marker (NZYTECH) com 3 pL seguido
de cada amostra. A migracdo das proteinas é feita do polo negativo para o polo positivo.
Proteinas com maior peso molecular encontram-se na parte superior do gel e proteinas de
baixo peso molecular na parte inferior respetivamente.

2.2.2 Transferéncia da proteina

O préximo passo desta técnica consiste na transferéncia do gel para uma membrana de

PVDF ((Polyvinylidene fluoride) Amersham,UK) de 0,2um que ira representar uma réplica do

gel. Assim, colocou-se ambos envolvidos por papel de filtro, esponjas e uma placa de gelo
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(Figura 2.4). Apds a montagem de todo o equipamento de transferéncia adicionou-se SDS-
PAGE Transfer buffer contendo 0.06M Tris (Sigma Aldrich,USA) e 0.05M Glicina (Sigma
Aldrich,USA) e efetuou-se uma voltagem de 75 V durante 90 minutos para o gel de 10% e 60

minutos para o gel de 15% respetivamente.

[ ] Esponja

I : ] Papéis de filtro

e 4—  L1e]
1 +— Membrana

: : :| Papéis de filtro

Dhrecdio da corrente

[ ] Esponja

.

Figura 2.4-Esquematizacdo da transferéncia na técnica de Western blot. Para que ocorra a
transferéncia o material é colocado pela mesma ordem demonstrada na figura, assim é aplicado
uma corrente de 75 V com o intuito das proteinas migrarem para o catodo (+). O tempo de
transferéncia é de 90 minutos para o gel de 10% e de 60 minutos para o gel de 15%.

2.2.3 Bloqueio da membrana

Concluida a transferéncia procedeu-se ao bloqueio das membranas com leite magro em
po (Nestlé, Portugal) a 5% dissolvido em TBS-T (Tris-Buffer Saline Tween-20) (0.1M Tris
(Sigma Aldrich,USA), 0.15M NaCl (Merck Milipore,Germany) e 0.1% Tween 20 (Merck
Milipore, Germany). A incubag&o foi feita durante 1 hora com agitacao a temperatura ambiente.

Este passo impende as ligacOes inespecificas de outras proteinas com o anticorpo de interesse.

2.2.4 Incubacéao de anticorpos

Apds o passo de blogueio, as membranas foram incubadas a 4°C até ao dia seguinte com

0 anticorpo primario. Os anticorpos primarios e secundarios foram diluidos na solucdo de
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blogueio (leite magro diluido em TBS-T X1) para o anticorpo TRIB2 e BSA com 0.05% de
azida para os restantes anticorpos que estdo descritos na Tabela 2.2.

Tabela 2.2: Lista de anticorpos priméarios e secundarios para a analise por Western-blot. A espécie,
diluigdo, fornecedor e referéncia estdo descritos para cada anticorpo utilizado na analise por Wes-

tern-blot.

Anticorpo Espécie Diluicdo | Fornecedor Referéncia
TRIB1 Coelho 1:800 Merck Millipore Ab75846
TRIB2 Coelho 1:1000 Cell Signaling 13533S

Technology
TRIB3 Coelho 1:1000 Abcam Ab75846
LC3B Coelho 1:500 Cell Signaling 3868S
Techonology
Phospho-p70 S6 Coelho 1:500 Cell Signaling 9234S
Kinase (Thr389) Techonology
S6K total Coelho 1:1000 Santa Cruz Sc-230
Biotechonology
SQSTM1/p62 Rato 1:1000 Cell Signaling 88588S
Techonology
Phospho-ULK1 Coelho 1:1000 Cell Signaling 5869S
(Ser555) Techonology
ULK1 total Coelho 1:1000 Cell Signaling 8056
Techonology
Phospho-AMPKa Coelho 1:1000 Cell Signaling 2535
(Thrl72) Techonology
GAPDH Coelho 1:5000 Santa Cruz Sc-25778
Biotechonology
TUBULIN Rato 1:15000 Sigma Aldrich T9026
Anti-rabbit Burro 1:10000 GE Healthcare Life NA934
Sciences
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Anti-mouse Ovelha 1:10000 GE Healthcare Life NA931
Sciences

Apos a incubagdo com os anticorpos primarios efectuou-se 3 lavagens de 5 minutos cada
com TBS-T, seguidamente adicionou-se o anticorpo secundario de diluicdo 1:10000,
correspondente a espécie animal onde o anticorpo primario foi reproduzido. Esta incubacéo foi
de 1 hora a temperatura ambiente e realizou-se novamente 3 lavagens de 5 minutos cada com
TBS-T.

Para a visualizacdo das bandas utilizou-se uma solucdo de quimiluminescéncia-
enhanced chemiluminescence (ECL) constituida por: 1.25mM Luminol (Sigma Aldrich, USA)
diluido em DMSO, 0.2 mM &cido comarico (Sigma Aldrich, UK) diluido em DMSO, 0.1M
TRIS pH 8.5 (Sigma Aldrich,USA) e 0.01% H20: (VWR, EC). Esta preparacdo permite a
detecdo de proteinas em membranas de PVDF através da enzima HRP (horseradish peroxidase)
presente nos anticorpos secundarios que medeia a oxidacdo do luminol na presenca de peréxido

de hidrogénio.

Por fim, as imagens foram adquiridas através do sistema de imagem ChemiDoc™XRS
System (BioRad).

2.3 Ensaio de morte celular com Trypan blue

Para determinar o efeito dos inibidores da autofagia na morte celular na presenca de
TRIB2, efetuou-se o ensaio de morte celular utilizando Trypan blue, que permite determinar a
viabilidade celular através da integridade da membrana. As células mortas por perda de
seletividade de membrana absorvem este corante para o citoplasma tornando-se azuis, enquanto

que as células vivas permanecem intactas.®

Para este ensaio plaqueou-se as células em placas de 6 pogos para 0s tempos de

incubac&o estipulados nesta tese (12, 16, 24 e 36 horas).

Ap0s estes tempos de incubacdo, para todos os procedimentos: colheita do meio, adi¢ao
de PBS e tripsinizacdo de células e meio, tudo foi recolhido para um falcon de 15 mL com o

intuito de se aproveitar todas as células. Seguidamente centrifugou-se a 1000 rotagcdes por
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minuto (rpm) a 5 minutos, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em DMEM

completo de acordo com o tamanho do mesmo.

Para a contagem de células na cdmara de Neubauer o procedimento utilizado e o célculo

de células vivas e mortas por mililitro foi idéntico ao descrito no topico 2.1.3.

O ultimo passo deste ensaio consistiu na soma de todas as células por tratamento e no
calculo da percentagem de morte celular, que foi realizado atraves da seguinte formula: %morte

celular=ndmero de células mortas / Numero total de células x100%.

2.4 Reacao em cadeia de polimerase em tempo real

A reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (RT-gPCR) é uma técnica em biologia
molecular que permite quantificar e analisar a expressdo génica, a partir de moléculas de acido
ribonucleico mensageiro (MARN). O RT-gqPCR, inicia-se com a extracdo de ARN,
posteriormente ocorre a conversdo de ARN em cADN e a sua amplificacdo. A amplificacdo foi
registada através da ligacdo de SYBR Green que apenas se liga as cadeias duplas de ADN,
emitindo fluorescéncia. A fluorescéncia, detetada por um laser é proporcional a amplificacao
do gene, isto é, quanto maior a fluorescéncia do SYBR Green, mais ADN %°, Este método é
sensivel, especifico e rapido, e é utilizado para identificar diferentes variacdes na expressao de

genes em amostras bioldgicas.

2.4.1 Extracdo de ARN

Foi extraido ARN da linha celular U20S wild-type e da linha celular que expressa
TRIB2 (#1163) apo6s os tratamentos. As células foram colhidas de placas de 6 cm a uma
confluéncia de 80-90% e os pellets foram armazenados em eppendorfs de 1,5mL a -20°C para

posterior uso.

O ARN ¢ uma molécula instavel, sensivel e degradavel. Por este motivo, com o intuito
de destruir ARNses (enzimas que degradam o ARN) para todo o procedimento, superficies e
material foram utilizados RNAse cleaner (NZY Tech,USA) e etanol a 70%.
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A extracdo de ARN foi realizada com o E.Z.N.A Total RNA Kit | (OMEGA Bio-Tek,
USA). De acordo com as instruc6es do fabricante, adicionou-se 600 pL de Lysis buffer com 1%
de 2-mercaptoetanol para cada amostra. Ao buffer de extracdo de ARN, adiciona-se 2-
mercaptoetanol para assegurar que as ARNases libertadas pelas células sejam desnaturadas e
desta forma ndo degradem o ARN. As amostras foram homogeneizadas com um vértex durante
15 segundos. De seguida adicionou-se 700 pL de etanol a 70% a cada amostra e procedeu-se
novamente a homogeneizacao no vortex durante 15 segundos. Transferiu-se 700 pL de amostra
para a coluna providenciada pelo kit. Centrifugou-se a 120009 durante 15 segundos e descartou-
se 0 sobrenadante. Repetiu-se 0 passo anterior para 0 restante volume de amostra.
Seguidamente, adicionou-se 350 pL de Wash buffer I, centrifugou-se novamente a 12.000g
durante 15 segundos e descartou-se o sobrenadante (Figura 2.5). O Wash Buffer, tem como
funcdo garantir que todos os contaminantes, como proteinas, que se ligam a membrana, sejam

removidos de forma que apenas fique retido o ARN.

Adicionou-se a DNAse diretamente na membrana que contem o ARN para garantir que
todo o ADN é degradado e incubou-se 15 minutos a temperatura ambiente. Decorrido este
tempo, adicionou-se novamente 350 pL de Wash buffer | e centrifugou-se a 12.000g durante
15 segundos. Adicionou-se 500 puL de Wash Buffer Il e centrifugou-se a mesma rotacéo e tempo
estipulado que no ponto anterior. Este passo foi repetido duas vezes para assegurar que todos
0s contaminantes ligados a membrana sdo removidos Ap6s 0 sobrenadante ser descartado,
adicionou-se 30 pL de RNAse free diretamente na membrana e incubou-se durante um minuto
a temperatura ambiente. Por Gltimo, centrifugou-se a 12.000g durante 2 minutos e retirou-se as

colunas dos eppendorfs que estdo previamente identificados com o ARN extraido (Figura 2.5).
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Figura 2.5-Esquematizacéo do protocolo da extracdo de ARN. O protocolo inicia-se com a adigéo de
Lysis Buffer com 1% de 2-mercaptoetanol a cada amostra. Apds a adi¢do do Buffer de lise procede-se a
sua homogeneizacgdo no vortex e a adigdo de etanol a 70%. O passo seguinte consiste na transferéncia de
700 pL de amostra para um tubo em coluna e centrifuga-se a 12.000g durante 15 segundos. Em seguida
é descartado o sobrenadante e este passo é repetido para o restante volume de amostra. Posteriormente,
adiciona-se 350 pL de Wash Buffer | e centrifuga-se novamente a mesma velocidade de rotacéo e tempo
estipulado anteriormente. De forma a garantir maior qualidade e extracdo de ARN puro, no passo
seguinte adiciona-se DNAse diretamente na membrana e incuba-se os tubos durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Decorrido este tempo repetiu-se o passo anterior de adi¢do de Wash Buffer I. Uma
vez descartado o sobrenadante, adiciona-se Wash Buffer 1l e centrifuga-se a 12.000g durante 15
segundos. Este passo é repetido duas vezes e é descartado o sobrenadante ap6s cada centrifugacao. Por
altimo adiciona-se RNAse free diretamente na membrana e incuba-se durante um minuto a temperatura
ambiente. Centrifuga-se a 12.000g durante dois minutos e retira-se as colunas dos eppendorfs, deste
modo obtém-se o ARN puro.

A concentracdo total de ARN (em pg /pL) e a qualidade do mesmo foram analisados
utilizando o NanoDrop 2000/c Spectrophotometer (ThermoScientific, USA). A contaminacdo
de proteina em amostras de ARN foi analisada através da razdo de absorvancias medidas em
260 nm e 280nm (A260/280). Esta proporcao deve ser de aproximadamente 2 para que 0 ARN
seja considerado puro. A razao de absorvancias de 260 e 230 (A260/230) também foi analisada,

uma vez que nos indica a contaminagao por compostos organicos.
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Ap0s a medicdo e avaliacdo dos indices de contaminagdo, as amostras de ARN foram
congeladas a -80°C para posterior uso.

2.4.2 Sintese e amplificacdo de cADN

Para a sintese de CADN foi utilizado o NZY First-Strand cDNA Synthesis Kit (NZY Tech,
Portugal) e foram seguidas as instru¢des do fabricante. Preparou-se uma mix contendo 10 pL
de NZYRT 2x Master Mix, 2 uL de NZYRT Enzyme Mix e 0 ARN (2ug) de cada amostra. Foli
também adicionado agua tratatada com dietilpirocarbonato (DEPC-treated H20), que inativa
todas as enzimas de ARNse presentes na agua, para perfazer um volume final de 20 pL por
cada amostra. O NZYRT 2x Master Mix contém os primers, desoxirribonucleotideos de
trifosfato (ANTPs), cloreto de magnésio (MgCl.) e um tampéo que € necessario para que ndo
ocorra a alteracdo de pH. O NZYRT enzyme contem as enzimas necessarias para as seguintes
reacOes, como a transcriptase reversa (RNAse H minus) e o inibidor de Ribonuclease NZY que

elimina qualquer reacdo de ARN pela ac¢éo das ribonucleases.

Em seguida, as amostras foram submetidas a periodos de incubacao térmica (ciclos)
através do equipamento C100 Touch Thermal Cycler (BioRad, EUA). A sintese de CADN ¢
caracterizada por trés etapas: anneling, extensdo e amplificagdo. A primeira etapa consiste na
ligacdo do primer a cadeia molde de ARN, para este passo realizou-se uma incubacéo inicial
de 10 minutos a 25°C (Figura 2.6). A segunda etapa é caracterizada pela sintese de ADN
complementar (cCADN), através dos primers que se ligaram a cadeia molde de ARN (passo
anterior) e de uma enzima transcriptase reversa (RT). Para esta etapa foi necessario aumentar a
temperatura para 50°C durante 30 minutos (Figura 2.6) para que ocorra a reagdo com a enzima
RT. Por fim, apos a extensdo do cADN, a reacdo de RT foi interrompida por uma incubacéo
de 5 minutos a 85°C (Figura 2.6). Na etapa final do PCR foi adicionado 1 puL de NZY RNase
H e seguiu-se uma incubacdo de 37°C por 20 minutos (Figura 2.6). A funcdo da RNase H é
remover fragmentos de ARN, tal como impedir a sua ligacdo ao ADN, permitindo deste modo

aumentar a sensibilidade e a eficiéncia do PCR.
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Figura 2.6- Esquema ilustrativo do protocolo de sintese de cADN. A sintese de cADN é
caracterizada por trés etapas. A primeira etapa consiste na ligagdo dos primers & cadeia molde de
ARN, este é realizado a uma incubacgdo inicial de 25°C durante 10 minutos. Posteriormente
aumentou-se a temperatura para 50°C durante 30 minutos, esta temperatura ¢ a ideal para que ocorra
a reacdo com a enzima transcriptase reversa. Neste passo ocorre a sintese do ADN complementar.
Em seguida a reacdo de RT foi interrompida por uma incubagéo de 85°C durante cinco minutos. No
final desta reacdo adicionou-se 1L de RNase H a cada amostra. A adicdo da RNase H tem como
objetivo eliminar os fragmentos de ARN, permitindo aumentar a sensibilidade e eficacia do PCR.
Por ultimo efetuou-se uma incubacao de 37°C durante 20 minutos. m-minutos; C-Celsius.

2.4.3 Reacdo em Cadeia de Polimerase Quantitativa em Tempo Real
(gPCR)

O gPCR é um método que permite detetar e quantificar os produtos da amplificacdo em
tempo real'*®. Deste modo por meio de uma reagdo PCR, o cADN anteriormente gerado foi
utilizado como molde, sobre o qual se incorporou um reagente de fluorescéncia. Assim, uma
vez incorporado o reagente de fluorescéncia e na presenca de primers especificos para cada

gene de interesse, é possivel detectar e quantificar os niveis de expressdo de genes especificos.

Além dos genes de interesse foi também avaliada a expressdo génica de um gene
housekeeping. O housekeeping € um gene que estd constitutivamente expresso em todas as
celulas e assim ¢é utilizado como gene de referéncia para normalizar a expressao dos genes em

estudo. Para este projeto foi utilizado a Actina como gene de referéncia.
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As amostras foram preparadas com uma Mix contendo o reagente de fluorescéncia5 pL
2XxSYBR Green (BioRad, EUA)), um reagente inespecifico que se liga as cadeias duplas de
ADN e emite fluorescéncia permitindo a quantificacdo de ARN, 0.5 pL primers forward e
primer reverse do stock a 1 UM dos genes de interesse, 2.8 pL H20 tratada com DEPC e 1.25
HL cADN por reacdo, para cada anélise de gene. O volume total de reacdo foi de 10 pL e
pipetou-se 8.8 pL por po¢o, numa placa de PCR de 384 pocos. Foram também incluidos
controlos negativos da reacdo, que contém todos o0s constituintes da mix, a excecdo do cADN.

A sequéncia dos genes analisados encontra-se descrita na Tabela 2.3.

Tabela 2.3: Lista de primers usados para a analise de RT-gPCR. Sequéncia de primers
(direcdo 5’ para 3°), diregao (Forward ou Reverse), tamanho (em pares de bases (pb)) e o
fornecedor.

Gene FW/RV Sequéncia5'—» 3 Tamanho (PB) |Fornecedor
FW GGTATCCATCAACAGTCAAGG 21 Eurofins
NERE RV CGTTTTGCTCCTACAACTGG 20 Eurofins
FW GGGAGTATGGAGCAGTCAC 19 Eurofins
PINKL RV AGCACATCAGGGTAGTCG 18 Eurofins
FW GGAGCAGATGAGGAAGATCG 20 Eurofins
SO RV TGGGTCCAGTCATCATCTCC 20 Eurofins
FW ACAAGAAGAACCTCGCCAAG 20 Eurofins
Sl RV TTCCTTCACGATTTTGATTTCC 22 Eurofins
FW CTGACTTGTGGAGCATAGG 19 Eurofins
A2 RV AATAAGGTGATGTTTCTCTGGG 22 Eurofins
FW TCAACATGGACTAGGGACTC 20 Eurofins
SURALE RV ACTGGAGGTGTGATGTCTG 19 Eurofins
FW ATCGCCGACTACCTGCTG 18 Eurofins
UIRYEE RV GTAATGTTGCTGTGCGATGG 20 Eurofins
FW GACTCCGAACTTGTCGCATT 20 Eurofins
U2 RV ATGAGCAGACAGGCAAAAGC 20 Eurofins
FW TGCCCTACAGGCACTGAGTA 20 Eurofins
VRS RV GTCCGAGTGAAAAAGGCGTA 20 Eurofins
FW TGACCCAGATCATDTTTGAGA 21 Eurofins
ABTIRA RV AGGGCATACCCTCGTAGAT 20 Eurofins
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O protocolo de amplificagdo inclui um passo inicial de desnaturacéo a 95°C durante 30
segundos, seguida de 40 ciclos de 95°C durante 5 segundos e 60°C durante 30 segundos. O
passo final de elongacdo consistiu em 65°C durante 5 segundos e 95°C durante 5 segundos.
Durante a reacdo de RT-gqPCR sdo detetadas variagcdes na fluorescéncia, através de uma curva
de amplificacdo. A amplificacdo é exponencial e foi registada fluorescéncia emitida através da
ligacdo do reagente SYBR Green as cadeias duplas de ADN. A detecdo da fluorescéncia é
medida por um laser e a fluorescéncia é proporcional a amplificacdo do gene, isto é, quanto
maior a fluorescéncia mais ADN existe na amostra. A reacdo de amplificacdo realizou-se no
equipamento CFX384 Touch Real-Time PCR Detection System (BioRad,EUA) e os resultados
foram analisados utilizando o software CFX Maestro (BioRad, EUA).

Todas as amostras foram testadas em triplicado e o tratamento dos dados foi feito através
da média desses triplicados. A partir desta média foi calculado o nimero de ciclos que é
caracterizado pelo algoritmo ACt. O valor Ct indica-nos o ciclo a partir do qual comeca a
amplificacdo do nosso gene de interesse. O valor do Ct é inversamente proporcional ao nimero
de vezes que o gene é transcrito, assim, quanto menor o valor de Ct, mais cedo comeca a
amplificacdo e maior € a expressdo do gene. O valor obtido é normalizado para o transcrito de
referéncia (Actina) de modo a obter o valor de ACt (Equacdo 2.1). ApGs a obtencédo do valor de
ACt para cada gene é possivel comparar a linha wild-type com a linha que sobreexpressa TRIB2
através da subtragdo do ACt da amostra ao ACt da linha wild-type para cada um dos genes que
pretendemos analisar (Equacgdo 2.1). Por fim, utilizou-se a formula 27224t para obter o nimero

de vezes que o gene estd amplificado relativamente ao controlo (fold change) (Equacéo 2.1).

ACt (contolo) = Ct (gene alvo) — Ct (Actina)
ACt (amostra teste) = Ct (gene alvo) — Ct (Actina)
AACt = ACt (contolo) — ACt (amostra teste)

Fold change = 272AACt
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Equacdo 2.1: Fold change do calculo da expressdo do gene. A avaliacdo da expressdo
dos genes foi analisada considerando a expressao génica de uma linha celular de controlo.
Tanto para o controlo como para as amostras teste, normalizou-se os valores de Ct
correspondentes a uma amplificacdo especifica (ACt) contra os valores Ct obtidos do gene
de referéncia (Actina). Desta forma, realizou-se a relacdo entre o valor de Ct para o gene
alvo de interesse e o valor de Ct para o gene de referéncia, para o controlo e amostras de
teste. Normalizou-se o ACt da amostra teste para o ACt do controlo e obteve-se o AACt. O
valor de AACt representa a mudanca na expressao do gene alvo de interesse entre a amostra
teste e a linha celular de controlo. Foi desta forma calculado o fold change através da
formula 24t que nos indica o nimero de vezes que o gene estd a ser amplificado
relativamente ao controlo.

2.5 Analise do Fluxo autofagico

A autofagia € um processo continuo e a sua inibicdo ou inducdo véo afetar o fluxo
autofagico. De modo a analisar o efeito da expressao de TRIB2 no fluxo autofagico usamos um
sistema que expressa a proteina LC3 com um tag vermelho (RFP) e um tag verde (GFP) (Figura
2.7 A). Este método foi proposto por Kimura et al. em 2014 e permite-nos seguir o fluxo
autofagico, uma vez que as proteinas fluorescentes GFP e RFP respondem de diferentes formas
ao pH. A fluorescéncia de GFP é suprimida em condigdes acidas, enquanto o RFP é mantido
nestas condi¢des (Figura 2.7). No processo autofagico, quando o autofagossoma funde com o
lisossoma, 0 ambiente torna-se acidico, o que leva a perda do sinal de GFP e a manutencéo do
sinal vermelho de RFP (Figura 2.7). Desta forma, os canais de GFP e RFP de células marcadas
mostram diferentes padrdes de puncta, dependo do tipo de tratamento (Figura 2.7). Quando a
autofagia é induzida nas células, observa-se mais punctas vermelhos, indicativos de maior fluxo
autofagico. No entanto, quando a autofagia € inibida, verifica-se mais puncta amarelos,
indicativos de mais autofagossomas e menor fluxo autofagico. Assim, esta técnica permite
perceber, se a linha celular com TRIB2 (U20S #1163), tem maior ou menor fluxo autofagico

comparativamente com a wild-type.
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Figura 2.7- Diagrama esquematico do reporter RFP-GFP-LC3 para monitorizar o fluxo
autofagico. (A) Representacdo do reporter RFP-GFP-LC3 e resposta das proteinas fluorescentes em
diferentes condigdes de pH. A fluorescéncia de GFP é suprimida em condic¢@es &cidas, enquanto o
RFP é mantido nestas condices. (B) Representacdo da marcacdo de RFP-GFP-LC3 durante a
biogénese do autofagossoma, maturacdo e fusdo com o lisossoma. Durante a formacdo do
autofagossoma o sinal de GFP e RFP é mantido, demonstrando punctas amarelos. Autofagossomas
fundem com os lisossomas para formar os autolisossomas. O sinal fluorescente de GFP é perdido
devido as condicdes acidicas do lisossoma, onde o sinal de RFP se mantém, resultando em punctas
vermelhos. Adaptado de Lopez et al., 2018

Transfetdmos a linha U20S #1163 com o plasmideo RFP-GFP-LC3 (ptLC3 #21074
Addgene, USA) cedido gentilmente pelo Professor Doutor Clévio Nobrega (Anexo ).

No dia anterior a transfe¢do, cultivamos as linhas celulares em lamelas inseridas em placas

de 24 pocos de modo que estivessem a 60% de confluéncia no momento da transfecao.

No dia seguinte, adicionou-se 500 pL de Opti-MEM® (meio com soro reduzido) a cada
poco e foram preparados dois tubos eppendorf, o primeiro tubo (tubo A) com 25 pL de Opti-
MEM® e 500 ng de plasmideo e o segundo tubo (tubo B) com 25uL de Opti-MEM® e 2 uL de

Lipofectamina 3000 (Thermofischer Scientific, Portugal) (Figura 2.7). O tubo A e o tubo B
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foram incubados separadamente durante 5 minutos a temperatura ambiente. Apés o periodo de
incubagdo, misturou-se o volume do tubo A ao tubo B e incubou-se durante 20 minutos a
temperatura ambiente (Figura 2.8). Posteriormente, adicionou-se 50 pL da mistura do tubo A+B
gota a gota a cada pogo. Apos as 4 horas de incubagéo, substituiu-se 0 meio Opti-MEM® por

DMEM e a mantiveram-se as células em cultura durante 24 horas.

50pL por pogo
A B A+B
‘ ‘;\_f- 5min I ¢ 20 min
vy >\ 7
Incubagéao Incubagao

25 pL OPTIMEM 25 pL OPTIMEM
500 ng plasmideo 2 pL Lipofectamina

Figura 2.8-Protocolo de transfecdo com Lipofectamina em placas de 24 poc¢os. No momento da
transfecdo prepara-se dois tubos (A e B) eppendorfs com os respetivos constituintes para a transfecao.
O primeiro tubo eppendorf (A) contem 25 uL OPTIMEM e 500 ng plasmideo, o segundo tubo
contém 25 uL. OPTIMEM e 2 uL de Lipofectamina 3000. Seguidamente incuba-se as preparacoes a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Decorrido este tempo de incubagéo, adiciona-se o0 volume
do tubo A ao B e incuba-se novamente a temperatura ambiente durante 20 minutos. Posteriormente
adiciona-se 50 pL de preparagéo, gota a gota a cada pogo que contem as células a uma confluéncia
de 60% e incuba-se por 4 horas a 35°C com 5% de CO,. As quantidades dos constituintes utilizados
(OPTIMEM, Lipofectamina e o plasmideo) foram multiplicados pelo nimero de amostras em estudo.
min-minutos; C-Celsius.

Apo0s o periodo de incubagéo, as células transfetadas foram submetidas aos tratamentos
estipulados e foram fixadas para posterior visualizagdo ao microscopio. Para tal as lamelas fo-
ram lavadas duas vezes com PBS 1x e fixadas em paraformaldeido (PFA) (Sigma Al-
drich,USA)) a 4% durante 20 minutos. Seguidamente, realizaram-se duas lavagens com PBS
1x, a fim de se retirar o0 excesso de PFA. As lamelas foram montadas em laminas (VWR, Ger-
many), com 3 pL de meio de montagem com DAPI (sc-24941, Santa Cruz Biotechnology,

USA). As imagens foram adquiridas no microscopio confocal LSM710 (ZEISS, Germany),
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utilizando as linhas de laser 405, 488, 568 e o Software ZEN Black. A analise e tratamento

destas imagens tal como as contagens dos respetivos “puncta” foram efectuados no Software

ZEN 3.2 (Lite) (ZEISS).
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3 RESULTADOS

Como descrito na introducdo desta tese, a autofagia tem um papel controverso, mas
fundamental na tumorigénese®®3, TRIB3 esta descrito como um supressor do fluxo autofagico
pela interagdo com o p62 %112 A inibicdo deste processo por esta proteina promove n&o so, a
acumulacdo de fatores promotores de tumor como a inducgéo de espécies reativas de oxigenio,
que conferem instabilidade ao genoma. Estas condi¢fes culminam no desenvolvimento e
progressdo do tumor (Figura 1.12)199112 Este projeto tem como objetivo principal, perceber se

TRIB2 podera desempenhar algum papel neste mecanismo.

3.1. Os genes TRIBBLES séo afetados pelos tratamentos de EBSS

A relacdo entre membros da familia TRIBBLES ainda ndo foi muito explorada. Em
alguns contextos parece que TRIB2 e TRIB3 tem funcgdes antagonistas,'®®no entanto também
ha evidéncias que em determinadas situacdes estas proteinas podem compensar a funcdo da
outra 1991%5 Um dos métodos que utilizamos para manipular e induzir o processo autofagico é
através da exposicdo das linhas celulares a meio com défice de nutrientes, o meio EBSS. Com
0 objetivo de perceber se 0s genes TRIBBLES sdo modulados por estes tratamentos, analisou-
se 0s niveis de expressdo destes genes ao longo do tempo (1,3, 6 e 9 horas), apds tratamento
com EBSS (Figura 3.1). O nivel de expressdo de ARN mensageiro (mARN) de cada um dos
genes da familia TRIBBLES esta representada em fold change relativamente a linha celular
U20S wild-type.
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Figura 3.1- Niveis de expressdo de mARN dos genes TRIBBLES ap6s tratamento com EBSS.
Anadlise da expressdo dos niveis de mRNA dos TRIBBLES durante os tratamentos com EBSS foram
realizados através de RT-gqPCR. As células U20S wild-type e U20S #1163 foram tratadas com meio
rico em nutrientes (DMEM) durante uma hora e meio com privacdo de nutrientes (EBSS) durante 1, 3,
6 e 9 horas. Os niveis de expressdo de (A) TRIB1, (B) TRIB2 e (C) TRIB3 é representada em valor de
fold change relativo a linha celular U20S wild-type para a condicdo de DMEM a uma hora.

Os resultados demonstraram que em condi¢fes ricas em nutrientes, 0s niveis de
expressdao de TRIB1 ndo diferem, independentemente dos niveis de expressdo de TRIB2
(Figura 3.1 A). Relativamente ao gene TRIB2, verificou-se um aumento de 25 vezes nos niveis
de mARN na linha celular U20S #1163 quando comparada com a linha celular U20S wild-
type (Figura 3.1 B). Este resultado era esperado, uma vez que esta linha esta transfectada com
um plasmideo que sobreexpressa TRIB2. Os niveis de expressdo de TRIB3, em condigdes ricas
em nutrientes, também se vém aumentados em cerca de 5 vezes na linha celular que
sobrexpressa TRIB2 (U20S #1163) quando comparado com a linha celular U20S wild-type
(Figura 3.1 C).
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Ap0s incubar as células com meio sem nutrientes, observou-se que a expressdo de todos
0s membros da familia dos TRIBBLES aumentou ao longo do tempo de incubagdo com EBSS.
No entanto, na linha wild-type verificou-se que os niveis de expressao de TRIB1 e TRIB3, apds
trés horas de tratamento mostraram um aumento de 8 e 31 vezes nos niveis de expressdo de
MARN, respetivamente, comparativamente com o controlo (Figura 3.1 A e C). Contudo, estes
dados sdo representativos de apenas uma experiéncia e podem representar um artefacto nestes

resultados.

Em suma, os nossos dados revelam que os TRIBBLES sdo modulados a nivel
transcricional pela falta de nutrientes e que a nivel da expressdo de mMARN ndo ha compensagéo
destes genes entre si.

3.2. Os niveis proteicos dos TRIBBLES sdo afetados pelos
tratamentos de EBSS

O nivel de ARN mensageiro por vezes ndo € traduzido em niveis equivalentes de
proteina. De forma a analisar se 0 aumento dos niveis de mARN se reflete em niveis
aumentados de proteina, fomos analisar os niveis proteicos de cada uma das proteinas as
mesmas condi¢Bes experimentais usando a técnica de Western-blot, verificimos se 0s mesmos
niveis de expressao se refletiam nos niveis da proteina (Figura 3.2). Para ambas as analises (RT-
gPCR e Western-blot), os tratamentos, colheita dos pellets e extracdo da proteina foram

realizados em simultdneo com o intuito de evitar variagdes nos resultados.
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Figura 3.2-Anélise dos niveis proteicos dos Tribbles em tratamentos com EBSS. As linhas ce-
lulares U20S wild-type e #1163 foram tratadas com meio fresco durante uma hora ou com EBSS
durante 1,3,6 e 9 horas. (A) Imagens representativas dos niveis proteicos da familia dos Tribbles
durante 1 e 3 horas de meio com privacdo de nutrientes. (B) Imagens representativas dos niveis
proteicos da familia dos Tribbles durante 6 e 9 horas de meio com privacao de nutrientes. Quantifi-
cagdo dos niveis proteicos para todos os tratamentos, normalizados para o controlo (C) TRIB1; (D)
TRIB2; (E) TRIB3. O gel foi carregado com 60 g de proteina por pogo. As quantificacdes foram
realizadas no programa ImageJ e os graficos foram gerados no GraphPad. DMEM- Dulbecco’s Mod-
ified Eagle’s Medium,; EBSS-Earle’s Balanced Salt Solution.
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Os niveis de expressdo da proteina TRIB1 e TRIB3 entre as linhas celulares demonstraram

ndo diferir em condigdes ricas em nutrientes (Figura 3.2 C e E).

Apds tratamentos com meio com privacdo de nutrientes, TRIB1 e TRIB3 a nivel da prote-
ina sugerem ser ciclicos (Figura 3.2 C e E). No entanto, os dados de expressdo de mARN au-

mentam com estes tratamentos.

A analise dos niveis proteicos de TRIB2 validam a auséncia da expressdo desta proteina
na linha celular U20S wild-type, assim como a expressdo de TRIB2 na linha celular U20S
#1163 que sobre expressa esta proteina (Figura 3.2 D). TRIB2 na mesma linha celular aumentou
a sua expressao as 6 e 9 horas de tratamento com EBSS, porém, uma vez que esta linha tem
uma sobreexpressdo desta proteina, era esperado nao se verificar alteragdes com os tratamentos
de EBSS (Figura 3.2 D). Contudo, esta experiéncia foi realizada apenas uma vez e esta obser-

vacgdo pode ser um artefacto.

Em suma, a expressdo de mMARN dos TRIBBLES néo é traduzido em niveis equivalentes
da proteina. TRIB1 e TRIB3 sugerem ter uma expressao proteica ciclica com os tempos de
tratamento e meio com privacdo de nutrientes. Deste modo, para comprovar esta observacéo,
seria necessario explorar mais tempos de exposic¢do, como 12, 14, 16 e 20 horas e verificar se

este efeito se mantém.

3.3. Células com sobreexpressdo de TRIB2 apresentam niveis
reduzidos de expressdo de genes autofagicos

O processo autofagico refere-se a um processo continuo na célula iniciado pela ativacéo de
uma proteina cinase, ULK1. Os eventos que se seguem sdo maioritariamente regulados a nivel
de modificacOes pos-translacionais. No entanto em 2021 Bordi et al. publicaram um artigo que
descreve que os genes que regulam o processo autofagico também sdo modulados a nivel trans-
cricional. Apds analisar a expressdo dos TRIBBLES em tratamentos de EBSS, decidimos ana-
lisar a expresséo de genes que estdo descritos na literatura como genes associados a ativacdo da
autofagia'?*. Com o objetivo de perceber se a linha com sobreexpressdo de TRIB2, expressa
maiores niveis de mARN destes genes em comparacao com a linha celular wild-type foi reali-

zada uma analise por RT-qPCR dos genes PINK1, SQSTM1, UVRAG, NBR1, ULK1 e ULK2.
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De modo a analisar os niveis de mARN dos genes autofagicos, tratamos as linhas celulares
U20S wild-type e U20S #1163 durante uma hora em meio rico em nutrientes e 1,3,6 e 9 horas

em meio com défice de nutrientes (EBSS) (Figura 3.3)
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Figura 3.3-Niveis de expressdo de mARN dos genes autofagicos ap6s tratamentos com EBSS.
Analise da expressao dos niveis de mMARN dos genes autofagicos apds tratamentos com EBSS foram
realizados através de RT-qPCR. As células foram tratadas com meio rico em nutrientes (DMEM) durante
uma hora e meio com privacgdo de nutrientes (EBSS) durante 1,3,6 e 9 horas. Os niveis de expressao de
(A) PINKZ, (B) SQSTML1, (C) UVRAG, (D) NBR1, (E) ULK1 e (F) ULK2 é representada em fold change
relativo a linha celular U20S wild-type para a condicdo de DMEM a uma hora. Células com TRIB2
expressam menos genes autofagicos. Os gréaficos foram gerados no programa GraphPad. EBSS-Earle's
Balanced Salt Solution; DMEM- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium.N=1.
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Como esperado, 0s nossos dados demonstram que o nivel de expressao de mARN dos ge-

nes autofagicos, aumentam progressivamente com o tempo de incubacdo em EBSS.

O SQSTML ¢ o gene de p62, que esta envolvido no recrutamento dos substratos poli-ubi-
quitinados e na ligagdo a LC3 na membrana do autofagossoma, para que ocorra a degradacao
autofagica. Os dados deste gene (Figura 3.3 B), demonstram maior expressdo de niveis de ARN
mensageiro, com um fold change de 21 vezes mais que o controlo, apés trés horas de tratamento
para a linha wild-type. O gene UVRAG ¢ fundamental na maturacdo dos autofagossomas e
ULK?2 responde a privacdo de nutrientes e é essencial para a degradacao de proteinas ubiquiti-
nadas'?l. Para a mesma linha, os genes UVRAG e ULK2 (Figura 3.3 E e F), ap0s seis horas de

EBSS, também diminuiram o seu nivel de expressao.

Esté descrito que PINK1 é induzido por privacdo de nutrientes e responde ao stress celu-
lar'?l. A expressdo deste gene indicou ser mais elevada as 9 horas de tratamento com EBSS
para ambas as linhas celulares (Figura 3.3 A). No entanto, os niveis de expressdo do mesmo na
linha celular wild-type comparativamente com a linha U20S #1163 demonstram um aumentou

de 3 vezes mais as 3 horas.

NBRL1 é um recetor da autofagia que se liga aos substratos ubiquitinados, essencialmente
peroxissomas e agregados. Este gene na linha celular wild-type apresentou um aumento de 14
vezes nos niveis de expressdo de mMARN comparativamente com a linha U20S #1163 (Figura
3.3 D). E 0 gene ULK1, um regulador mestre na inducéo da autofagia, que quando ativo desen-
cadeia uma cascata de sinalizacdes para a formacdo do autofagossomas, também revelou dife-

rencas mais acentuadas, entre as linhas celulares as 3 horas de tratamento (Figura 3.3 D).

Em sintese, foi interessante observar que a linha #1163 tem niveis de expressdo de genes
autofagicos inferiores a linha wild-type, estas diferencas sdo elevadas para trés horas de trata-
mento com EBSS. Esta observacdo refuta a nossa hipétese inicial de que TRIB2 induz a auto-

fagia, sugerindo que por outro lado TRIB2 bloqueia o fluxo autofagico.

3.4. TRIB2 altera o fluxo autofagico

Com o objetivo de perceber o impacto de TRIB2 na autofagia. Este mecanismo foi
induzido e analisado, através dos marcadores autofagicos LC3 e p62 em linhas celulares U20S

wild-type e U20S #1163. A conversdo de LC3 (LC3-1 em LC3-I1) é comumente usado como
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uma ferramenta porque a acumulacdo de LC3-II reflete a quantidade de autofagossomas e
outras estruturas relacionadas a autofagia®?21%, O p62 liga-se diretamente a LC3 e ¢é
degradado por autofagia (figura 1.5). Esta degradacéo significa fluxo autofagico continuo, o
que o torna também um marcador na avaliacdo deste mecanismo. De acordo com a literatura
em condigdes de privacdo de nutrientes é esperado que a autofagia seja induzida e portanto néo
se observe acumulacgdo de LC3 e p62 3°122124 No entanto, em condi¢Bes em que o fluxo é
inibido, ocorre a acumulacdo dos mesmos marcadores autofagicos que estdo a ser produzidos
por autofagia. Quando se induz e bloqueia a autofagia, com os respetivos indutores e inibidores,
observa-se a acumulacdo dos marcadores que estdo a ser degradados em condigdes de inducéo
(privacéo de nutrientes) (figura 3.4) 3°41124,

Privacdo de nutrientes - - + +

Inibidor - + - +

LC3-1
e N | 1C3-1]

———— e — s | P62

Figura 3.4- llustracdo esquematica da detecdo do fluxo por western-blot. O p62 e 0 LC3
séo degradados por autofagia. Em condigdes de nutrientes, o inibidor acumula a quantidade
de LC3-1l e p62 que as células estdo a fazer a nivel basal. Quando o fluxo é induzido, ndo
se observa os marcadores porque estdo a ser degradados. Em condi¢Ges em que o fluxo é
induzido (privacdo de nutrientes) e inibido, observa-se a acumulagdo de p62 e LC3-11 que
estdo a ser degradados no tratamento s6 com o indutor. Adaptado de Yoshii et al;2017.

A inibicdo do fluxo foi feita a partir de compostos descritos na literatura, SBI1-0206965
(Sigma Aldrich, USA), spautina-1 (Sigma Aldrich, USA) e cloroquina (Sigma Aldrich, USA),
que inibem respetivamente o inicio, meio e fim do processo autofagico. O tempo utilizado para
a inducéo do fluxo foi previamente otimizacdo por colaboradores do laboratério para a nossa
linha celular de osteossarcoma. No entanto, foi realizada uma otimizacdo para a inducdo da
autofagia com uma concentracdo de 20 uM de cloroguina (ANEXO II), por estar descrito na

literatura, a uma, trés e seis horas de tratamento.
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Para iniciar o estudo proposto e a fim de cumprir o primeiro objetivo especifico desta
tese, comecou-se por analisar o efeito de TRIB2 no fluxo autofagico, através da expresséo dos
marcadores autofagicos, LC3-Il e p62, apds inducéo (tratamento com EBSS) e bloqueio da via
da autofagia com cloroquinaa 20 M. As linhas celulares U20S wild-type e U20S #1163 foram
expostas ao controlo com o veiculo do nosso composto (H20), utilizou-se também um controlo
do indutor do fluxo autofagico (EBSS) e um controlo do inibidor (cloroquina), para garantir
que o fluxo esta a ser inibido no momento da fusdo do autofagossoma com o lisossoma. Para a
inducdo e bloqueio da via submeteram-se as células a seis horas de tratamento com EBSS e
cloroquina (Figura 3.5).
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Figura 3.5-Analise da expressdo de LC3-11 e p62 ap6s inducdo da autofagia e bloqueio com
cloroquina. As células foram cultivadas com o controlo da cloroquina (H20), EBSS (indutor da
autofagia), cloroquina (inibidor do fluxo) e EBSS com cloroquina (inducdo e bloqueio da autofagia).
A incubacdo consistiu num periodo de uma hora para o controlo e seis horas para os restantes
tratamentos. Feita a lise para extracao da proteina e analise por western blot. O gel foi carregado com
80 g de proteina por poco. Quantificacdes de (B) LC3-11 e (C) p62 de duas experiéncias
independentes foram normalizadas para o tratamento de EBSS. As quantificagfes foram realizadas
através do programa ImageJ. A analise estatistica foi realizada no GraphPad Sidak’s multiple
comparisons test. p-value <0.05*. p-value <0.01**. CQ-cloroquina a 20 pM.; EBSS-Earle's
Balanced Salt Solution. N=2 replicados biol6gicos.
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Nesta experiéncia era esperado observar-se a acumulacdo dos marcadores autofagicos
em EBSS com cloroquina (EBSS+ CQ), que estdo a ser degradados quando induzimos apenas
o fluxo autofagico (EBSS). Os nossos resultados demonstraram que em condicdes de inducao
e bloqueio do fluxo, a inibicdo foi eficiente para a linha wild-type, no entanto para a linha
contendo TRIB2 (#1163) houve uma menor acumulagdo de LC3-11 (Figura 3.5 A e B).
Relativamente ao p62 verificamos que comparativamente com o controlo do indutor do fluxo

(EBSS), a linha com TRIB2 verifica maior acumulacao de p62 (Figura 3.5 A e C).

Com o intuito de perceber quantas vezes mais os marcadores autofagicos acumulam
relativamente a condicdo de inducdo, quantificamos e normalizamos a expressdo dos
marcadores autofagicos para a condi¢cdo de inducdo do fluxo na linha wild-type. Os nossos
dados, indicaram que relativamente a condicdo de inducdo e bloqueio do fluxo, a linha U20S
wild-type acumulou 2 vezes mais LC3-11 comparativamente a condi¢do de inducédo (Figura 3.5
B). No caso do p62, os niveis de expressdo da proteina ndo diferiram, uma vez que o fold change
subiu de 1 para 1.1 (Figura 3.5 C). Para a mesma condic¢do (inducdo e bloqueio do fluxo), a
linha U20S #1163 apresenta para os marcadores autofagicos LC3-11 e p62 um fold change de
1.4 e 0.5 vezes mais do que a condicdo de inducéo (Figura 3.5 B e C). Estes dados indicam que
células com TRIB2 produzem e acumulam mais p62 e menos LC3-11 comparativamente com a
linha wild-type em EBSS.

Biologicamente, maior acumulacéo de p62 pode indicar maior producdo desta proteina
em células com TRIB2. A observacao de maior acumulacéo de LC3-I1, pode ser indicativo de
gue a taxa de producdo e degradacdo de autofagossomas é superior na linha U20S #1163
guando comparado com a linha wild-type. Esta analise dos dados, apoia a nossa hipotese de que
TRIB2 induz o processo autofagico. Por outro lado, menos LC3-11 pode indicar menor producao
de autofagossomas e mais p62 um atraso na entrega dos substratos autofagicos. Assim, de

acordo com esta andlise, TRIB2 pode inibir o processo autofagico.

Foi interessante observar que em condicGes ricas em nutrientes houve maior acumulagéo
tanto de LC3-1 como de p62 para a linha contendo TRIB2 (U20S #1163) comparativamente a
linha celular wild-type. Este resultado revela que TRIB2 a nivel basal ja altera o fluxo
autofagico. Esta observacdo pode significar que biologicamente células com TRIB2 induzem o
fluxo autofagico, pela maior producdo de LC3-1 e p62 ou de outro modo, a acumulacédo de LC3-
| e p62 pode ser indicativo de que TRIB2 bloqueia o fluxo autofagico. Sera necessario recorrer
a outras experiéncias complementares para comprovar ou refutar a nossa hipétese.
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Para a condicdo de tratamento com EBSS em que as células tém privacdo de nutrientes
e induzem o fluxo autofagico, verifichmos que os niveis globais de TRIB2 sdo reduzidos. Esta
observacao sugere que TRIB2 pode estar a ser consumido ou degradado, respondendo em

condicdes de privacao de nutrientes na célula.

3.5. Inibidor de ULK1 e Spautina-1 reduzem o0s niveis de expressao
de TRIB2

Com o intuito de perceber qual o efeito da sobre-expressdo de TRIB2 ao longo das varias
etapas do processo autofagico, repetimos a experiéncia anterior usando diferentes inibidores de
moléculas que regulam esta via. Utilizamos o composto SBI-0206965 que inibe a cinase ULK1
e a spautina-1 que inibe Beclin-1 (Figura 1.5)!%12 Ambos os compostos foram utilizados a
uma concentracdo de 10uM (Figura 3.6).
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Figura 3.6-Analise da expressdo de LC3-11 e p62 apds inducéo da autofagia e bloqueio com
SBI1-0206965 e Spautina-1. As linhas celulares U20S wild-type e U20S #1163 foram cultivadas
com os inibidores SBI-0206965 e Spautina-1 a 10uM durante um periodo de 6 horas. A condicao
controlo (DMSO) refere-se ao tratamento com meio rico em nutrientes durante 1 hora. O gel foi
carregado com 80 pg de proteina por poco. Cloroquina a 20uM (CQ). EBSS-Earle's Balanced

Salt Solution. N=3 replicados biolégicos.

Sabendo que o SBI-0206965 inibe a cinase ULK1 (que inicia o processo autofagico) e
a Spautina-1 a Beclina-1, estes compostos bloqueiam o inicio do processo autofagico e por

consequéncia a formacdo de autofagossomas, esperariamos observar niveis reduzidos dos

marcadores autofagicos LC3-11 e p62 apds inibicdo da autofagia.

Os nossos resultados demonstraram que quando o fluxo é inibido com SBI-0206965 as
células com TRIB2 apresentam LC3-I e p62, comparativamente com a linha U20S wild-type
(Figura 3.6 A). O que verificamos foi que na linha celular U20S wild-type a inibig&o foi

eficiente, uma vez que a o0 SBI-0206965 bloqueou a cinase ULK1 e desta forma a formagéo de
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autofagossomas. No entanto, quando o fluxo foi induzido e inibido com o mesmo inibidor, ndo
se observou expressdo dos marcadores autofagicos LC3-11 e p62, como era espectavel (Figura
3.6 A). Segundo os nossos dados resultados, células com niveis elevados de TRIB2 podem
induzir mais autofagia e produzir mais LC3-1 e p62, que ndo sdo recrutados para 0S
autofagossomas, ou por outro lado TRIB2 pode estar a bloquear a autofagia e desta forma a
exacerbar o efeito do SBI-0206965.

Quando o fluxo foi induzido e inibido com a Spautina-1, observou-se menor acumulagao
de LC3-11 na linha com TRIB2 em comparac¢do com a wild-type. A expresséo de LC3-1l para
esta condigdo nédo era esperada, uma vez que a Spautina-1, sugere ndo ser eficiente para o
blogqueio do fluxo autofagico. Assim, sera necessario otimizar as condi¢cdes experimentais e a

concentracdo deste inibidor para experiéncias futuras.

O efeito de TRIB2 na expressdo dos marcadores autofagicos, quando se inibe o fluxo
com os trés inibidores (Cloroquina, SBI-0206965 e Spautina-1), sugere que TRIB2 tem um
efeito na via da autofagia a jusante, uma vez que interfere com a formacao de autofagossomas,
induzindo ou inibindo a sua formacdo. Esta analise é apoiada pela observagédo de LC3-I (Figura
3.6 A), quando o fluxo € inibido com o SBI-0206965 e menor acumulacéo de LC3-11, quando

o fluxo é induzido e inibido com cloroquina (Figura 3.5).

Os nossos resultados, também demonstraram que estes inibidores reduzem os niveis de
expressao da proteina TRIB2 (Figura 3.6). No entanto, esta reducdo néo é suficiente para deixar
de se observar o efeito de TRIB2. Esta observacdo € importante do ponto de vista terapéutico,
visto que TRIB2 tem um papel oncogénico em diversos tipos de tumor, conferindo resisténcia
a farmacos quimioterapéuticos. A modulacdo de TRIB2 é uma estratégia que esta a ser
explorada pelo nosso e outros laboratorios, para melhorar a resisténcia a terapias. Desta forma
0 mecanismo subjacente a reducdo da expressdo de TRIB2 por estes inibidores, deve ser

explorada no futuro.
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3.6. Efeito de TRIB2 na morte celular quando o fluxo autofagico €
inibido

A autofagia € uma via de sobrevivéncia celular. Quando a autofagia é inibida, ocorre a
acumulacdo de autofagossomas. Uma vez que as células ndo conseguem degradar 0s

autofagossomas, optam pela morte celular®®.

TRIB2 tem um papel fundamental na sobrevivéncia, conferindo as células

cancerigeneas, resisténcia a morte celular, exigida pelos quimioterapéuticos.

Para perceber, o impacto da sobreexpressdo de TRIB2 na inducdo da morte celular,
guando a autofagia é inibida, foram realizados ensaios de morte celular com SBI-0206965 e
cloroquina. O SBI-0206965 inibe o inicio da autofagia, através de ULK1. A cloroquina inibe a
fusdo do autofagossomas com o lisossoma, bloqueado o final do fluxo autofagico. Deste modo,
este ensaio também permite perceber o impacto de TRIB2 na morte celular a montante e a

jusante da via autofagica.

As células foram cultivadas num periodo de 12, 24 e 36 horas com meio com défice de
nutrientes (EBSS), EBSS com o inibidor de ULK1 (SBI-0206965) e EBSS com cloroquina
(Figura 3.7).
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Figura 3.7- Analise da percentagem de morte celular ap6s tratamentos com SBI-0206965 e
Cloroquina. As linhas celulares U20S parental e U20S #1163 foram plagueadas 12 horas antes do
inicio dos tratamentos. As células foram cultivadas com EBSS (Earle’s Balanced Salt Solution),
Cloroquina 20 uM (CQ) e SBI-0206965 10 uM (SBI) durante (A) 12 horas; (B) 24 horas e (C) 36 horas.
ApGs os tratametos, as células foram recolhidas e procedeu-se a contagem celular usando o reagente
Trypan Blue (1:2). Para as 12 e 24 horas foi realizado uma experiéncia independente e para as 36 horas
N=3 replicados biolégicos. A significancia estatistica foi determinada pela two-way ANOVA. Os dados
demonstram ser estatisticamente néo significativos com um p-value superior a 0.1

Os nossos resultados mostraram que apo6s 12, 24 e 36 horas de inducgdo e bloqueio do
fluxo com SBI-0206965 e cloroquina, observa-se niveis elevados de morte celular (Figura 3.7).
No entanto as 36 horas, verificou-se diferencas mais elevadas na morte celular entre as linhas
U20S wild-type e U20S #1163 com o inibidor SB1-0206965. Com este resultado efectuaram-
se trés ensaios independentes e avaliou-se significado estatistico das percentagens de morte

celular (Figura 3.7 C).

Esperavamos que células com TRIB2 apresentassem menores percentagens de morte
celular, uma vez que esta proteina tem a funcéo de oncogene em diversos contextos tumorais,
conferindo resisténcia a morte celular exigida pelos quimioterapéuticos. Contudo, embora 0s
dados nao sejam reprodutiveis entre replicados bioldgicos, para os trés ensaios independentes,
0s nossos dados indicaram mais morte celular na linha U20S #1163, nos tratamentos com
cloroquina (55%) e SBI-0206965 (93%) comparativamente com a wild-type (46%) e (71%)

respetivamente (Figura 3.7 C). Desta forma, células com TRIB2 foram mais vulneraveis a morte
71



celular e este efeito foi mais exacerbado, quando o fluxo foi inibido pelo SBI-0206965 no inicio
da via da autofagia.

3.6.1. Efeito do bloqueio do fluxo autofagico com cloroquina

A opcéo de se usar uma concentracdo de 20uM de cloroquina nos ensaios anteriores foi
baseada na bibliografia para diversas linhas celulares tumorais 1%°. Porém, na linha celular
U20S a concentracdo de 20 puM né&o resulta em ensaios com reprodutibilidade. De modo a
contornar este problema, optdmos por realizar uma experiéncia de otimizacdo da concentracao
de cloroquina a ser utilizada especificamente na linha celular U20S. Com esse objetivo, as
células U20S foram expostas a concentragdes de 20, 50 e 100uM de cloroquina durante um
periodo de 6 horas (Figura 3.8). Para perceber, qual a concentracdo que permite uma inibicdo
eficaz, foram analisados a acumulacdo dos marcadores autofagicos LC3-11 e p62 em condicdes
de bloqueio do fluxo com cloroquina e inducdo com inibicdo do fluxo (EBSS e cloroquina).
Esta analise indica-nos se o inibidor bloqueia a autofagia basal das células e se esse efeito é
exacerbado quando o fluxo é induzido. E esperado, que a acumulacdo de LC3-Il e p62, em
condicdes de privacdo de nutrientes-indicativo de mais autofagossomas-seja maior em

comparagdo com a condicdo de inibi¢cdo em meio rico em nutrientes.
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Figura 3.8-Estabelecimento da concentracdo de cloroquina a ser utilizada no blogueio do
fluxo autofagico. As células U20S wild-type e U20S #1163 foram expostas a um periodo de
seis horas de tratamento com EBSS e DMEM. Foi feita a lise para a extragdo do contetdo
proteico. O gel foi carregado com 60 pg de proteina por poco. O inibidor lisossomal, cloroquina
estd a uma concentracdo de 20uM, 50uM e 100 uM. Quantificacdes de (B) LC3-II E (C) p62
foram normalizadas para o controlo (Células wild-type em DMEM com cloroquina a 6 horas).
As quantificagdes foram normalizadas no programa ImageJ. CQ-cloroquina; DMEM-Dulbecco's
Modified Eagel’s Medium; EBSS-Earle's Balanced Salt Solution. N=1.

Os resultados obtidos indicam que a concentracdo de 50 UM é a mais adequada por se
observarem diferencgas mais elevadas entre a acumulacdo de p62 e LC3-11 entre os tratamentos,
refletindo uma eficacia maior na inibicdo da autofagia (Figura 3.8). Contudo, optou-se por 100
UM de cloroquina por também apresentar niveis elevados dos marcadores autofagicos e por ser

a concentracao eleita nos ensaios autofagicos para a linha celular U20S.
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3.7. Células com TRIB2 sao mais vulneraveis a morte celular em
condicdes de blogqueio do fluxo autofagico com cloroquina

Com o intuito de validar o efeito de TRIB2 na morte celular, quando o fluxo é inibido e
desta forma obter significancia estatistica nos resultados, foram realizados ensaios de morte
celular com a cloroquina a 100 uM (concentragdo estipulada com a experiéncia anterior)
(Figura 3.8). As células foram cultivadas em meio rico em nutrientes (controlo), indutor do
fluxo autofagico (EBSS), inibidor (cloroquina), e indutor com o inibidor (EBSS e cloroquina)

por um periodo de 16 horas (Figura 3.9).

16 horas de tratamento
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Figura 3.9- Fluxo autofagico é alterado na presenca de TRIB2 em condi¢fes de inducéo e
bloqueio do fluxo com cloroquina. As linhas celulares U20S wild-type e U20S #1163 foram
plagueadas 12 horas antes do inicio do tratamento. As células foram cultivadas com o controlo
(H20), EBSS, cloroquina e EBSS com cloroquina por um periodo de 16 horas. Apds 0s
tratamentos, as células foram recolhidas e procedeu-se a contagem celular usando o reagente
Trypan Blue (1:2). A significancia estatistica foi determinada por Sidak’s multiple
comparisons test p-value <0.0001**** . N=3 replicados bioldgicos.

Os nossos resultados demonstram que a linha celular que expressa TRIB2, foi mais
vulneravel a morte celular, apresentando 60% de morte celular apds tratamento com EBSS e
cloroquina em comparacdo com 30% de morte celular induzida nas células U20S wild-type
(Figura 3.9). Este resultado representa uma diferenca significativa entre ambas as linhas,
caracterizado pelo dobro da morte celular na linha U20S#1163. Estes dados séo indicativos de
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que, se TRIB2 induzir mais fluxo autofagico a inibicdo provocada pela cloroquina, reflete a
acumulacdo de autofagossomas que ndo fundem com o lisossoma, o que se reflete nas
percentagens de morte celular elevadas. No entanto, mais morte celular em células com TRIB2
pode ser indicativo de que, se TRIB2 bloquear o fluxo e uma vez que a cloroquina também

bloqueia, ocorre uma dupla inibicdo que se reflete em mais morte celular nestas células.

3.8. Ceélulas com TRIB2 acumulam mais p62 e menos LC3-11 em
condicbes de inducao e bloqueio do fluxo com cloroquina

Com o intuito de perceber se a concentracdo a 100 UM demonstrava diferencas mais
evidentes nos marcadores autofagicos, repetiu-se a experiéncia em 3.4 com a concentracao de
cloroguinaa 100uM (Figura 3.10). Para o efeito, as células foram expostas ao controlo contendo
0 veiculo da cloroquina (H20), indutor do fluxo (EBSS), inibidor do fluxo (Cloroquina) e
indutor com o inibidor (EBSS com cloroquina) por um periodo de 6 horas de tratamento (Figura
3.10).
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Figura 3.10- Efeito de TRIB2 na expressdao dos marcadores autofagicos LC3-11 e p62 apos
inducdo e bloqueio da autofagia com cloroquina a 100uM. As celulas foram cultivadas com o
controlo da cloroquina (H20), EBSS (indutor da autofagia), cloroquina (inibidor do fluxo) e EBSS
com cloroquina (indugdo e bloqueio da autofagia). A incubagdo consistiu num periodo de uma hora
para o controlo e seis horas para os restantes tratamentos. O gel foi carregado com 80 ug de proteina
por poco. Quantificacdes de (B) LC3-Il e (C) p62 de uma experiéncia independente foram
normalizadas para o controlo (células wild-type em DMEM a uma hora). As quantificacfes foram
normalizadas realizadas através do programa ImageJ. CQ-Cloroquina: EBSS-Earle's Balanced Salt
Solution. N=1

Os nossos resultados mostram que, utilizando uma concentragdo de 100uM de
cloroquina para a inibig&o do fluxo, observa-se maior acumulagdo de p62 e menor acumulacao
de LC3-11 com a linha U20S #1163 comparativamente com a linha U20S wild-type (Figura
3.10). No entanto, quando o fluxo foi blogueado com cloroquina a 20uM (Figura 3.5),
verificou-se diferencas mais exacerbadas na reducdo da acumulacdo de LC3-II. Desta forma,
estes dados indicam que embora o efeito de TRIB2 com as concentragdes de 20uM e 100uM

seja 0 mesmo, a concentra¢do de 100uM é mais eficaz no bloqueio do fluxo autofégico.
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3.9. Efeito do MG132 nos niveis da proteina TRIB2

Como observado nos western-blots anteriores, os niveis da proteina de TRIB2
decrescem em condicBes de falta de nutrientes causada pelo EBSS. Sabe-se que TRIB2 é
degradado via proteossoma, desta forma com o intuito de reduzir a degradacdo desta proteina
via proteossoma e deste modo avaliar o seu efeito na acumulacdo de LC3 e p62, recorreu-se a
um inibidor do proteossoma-MG132 (Sigma Aldrich,USA). Com o intuito de perceber se ao
recuperar 0s niveis proteicos da nossa proteina de interesse, observamos diferencas na

acumulacao dos marcadores autofagicos.

Comecamos por estabelecer qual o tempo com o inibidor do proteossoma para obter o
efeito desejado (recuperacdo dos niveis de TRIB2) para uma concentracdo de 10uM, usada
comumente em experiéncias com células cancerigenas*?®>'*®, Para esta experiéncia as células
foram tratadas com meio completo (DMEM) e EBSS. As células foram incubadas durante seis
horas em EBSS para a linha celular U20S #1163. As células foram expostas ao MG132 por
uma, duas, trés e quatro horas respetivamente (Figura 3.11).
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Figura 3.11-Efeito do MG132 nos niveis da proteina de TRIB2. As linhas celulares U20S wild-
type e U20S #1163 foram incubadas durante uma, duas, trés e quatro horas com 0 MG132 a 10 uM
em EBSS durante seis horas. Foi feito um controlo do nivel de TRIB2 em EBSS e DMEM. O gel foi
carregado com 60 pg de proteina por poco. (B) A quantificacdo de TRIB2 de uma experiéncia
independente foi normalizada para o controlo (DMEM a seis hora). EBSS-Earle's Balanced Salt
Solution. N=1

Este ensaio permitiu determinar que o tempo ideal de incubagdo com MG132 é de uma

hora no qual se verifica niveis proteicos mais elevados de TRIB2 (Figura 3.11).

3.10. Expressdo dos marcadores autofagicos com recuperacao dos
niveis de TRIB2

Uma vez estabelecido o tempo de MG132, procedeu-se a analise dos marcadores
autofagicos LC3-I1 e p62 em condicdes de inducdo (EBSS) e inibi¢do do fluxo (cloroquina a

100 uM) com a restauracdo dos niveis de TRIB2 via proteossoma.

As células U20S wild-type e U20S #1163 foram sujeitas a um tratamento com o
controlo (DMEM), EBSS e EBSS com cloroquina. O indutor (EBSS) e o inibidor (cloroquina)
foram utilizados por um periodo de seis horas (Figura 3.12). A Gltima condi¢do experimental
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consistiu em EBSS com cloroquina durante 0 mesmo tempo de exposi¢do e 0 MG132 foi
utilizado durante uma hora de tratamento (Figura 3.12)
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Figura 3.12- Expressdo dos marcadores autofagicos LC3-11 e p62 com recuperacdo dos niveis
proteicos de TRIB2 apds inducéo e bloqueio do fluxo autofagico. As linhas celulares U20S wild-
type e U20S #1163 foram incubadas com meio rico em nutrientes (DMEM), indutor do fluxo
(EBSS), inducéo e blogueio do fluxo autofagico (EBSS e cloroquina) e 0 mesmo tratamento com
MG132. O tratamento para o controlo foi de uma hora e os restantes tratamentos de 6 horas. O gel
foi carregado com 80 g de proteina por poco. As quantificacdes de (B) LC3-1l e (C) p62 foram
normalizadas para o controlo (células wild-type em DMEM a uma hora). As quantificacdes foram
realizadas através do programa ImageJ. MG132 10uM e Cloroquina 100uM (CQ)- EBSS-Earle's
Balanced Salt Solution; DMEM- Dulbecco's Modified Eagle’s Medium. N=1

Os nossos resultados sugerem que contrariamente ao verificado nos blots anteriores
(Figura 3.5 e 3.6.), ndo se observou reducdo dos niveis de TRIB2 em EBSS. No entanto,
comparativamente com a terceira condi¢do (EBSS com cloroquina), o0 MG132 parece ter
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funcionado corretamente (Figura 3.12). Os marcadores autofagicos demonstraram diferengas
na acumulacdo de LC3-II, assim como no p62 (Figura 3.12). Para ambos os marcadores
autofagicos hd uma reducdo da sua acumulacdo, quando as células sdo tratadas com MG132.
Este resultado indica que a degradacédo de TRIB2 via proteossoma, interfere com a acumulagéo
das nossas proteinas de interesse. A acumulagdo dos marcadores autofagicos é dependente de
TRIB2.

3.11. Efeito de TRIB2 por indu¢éo a montante da via autofagica

Um dos principais reguladores a montante da via da autofagia € a cinase mTOR que
regula o metabolismo e o crescimento celular. Como supramencionado, a rapamicina tem como
alvo direto o complexo 1 de mTOR, este complexo ao ser inibido diretamente, a autofagia é
ativada®®!132, Posto isto, fomos perceber se as diferencas observadas em LC3-11 e p62 também

se verificam quando a autofagia é induzida por rapamicina e inibida por cloroquina.

3.11.1. Tempo estabelecido para o inibidor de mTORC1-Rapamicina

Para a experiéncia com a rapamicina escolheu-se um tempo de tratamento que nos
permitisse observar uma maior acumulagéo de p62 e LC3-I1. A concentragédo de rapamicina foi
de 500 nM, por ser comumente utilizada a esta concentragdo em linhas celulares
cancerigenas'?>1311%2 Assim sendo, utilizou-se rapamicina e rapamicina com cloroquina (100
pUM) durante 3, 6 e 9 horas em meio suplementado (DMEM). Todos os tratamentos foram

realizados na linha U20S wild-type (Figura 3.13).
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Figura 3.13-Estabelecimento do tempo para a inducéo da autofagia com rapamicina. A
linha celular U20S wild-type foi tratada com,cloroquina a 100uM, rapamicina a 500 nM e
cloroquina com rapamicina nas mesmas concentragdes durante um periodo de 3, 6 e 9 horas. O
gel foi carregado com 80 ug de proteina por poco. As quantificacOes de (B) LC3-11 e (C) p62 de
uma experiéncia independente foi normalizada para o controlo (células wild-type em DMEM a
1 hora). As quantificacdes foram realizadas através do programa Imagel e os graficos foram
gerados no GraphPad. CQ-cloroquina; Rapa-rapamicina; DMEM- Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium. N=1.

Os nossos resultados mostraram que ndo ha diferencas na expressdo de p62 entre 0s
diferentes tempos de incubacgdo com o inibidor de mTORCL1 (Rapamicina) (Figura 3.13 C), no
entanto h4 maior acumulacdo de LC3-11I as 9 horas de exposic¢do das células com o indutor e
inibidor do fluxo, Rapamicina e cloroquina respetivamente. Desta forma, o tempo de tratamento
com o inibidor de mTORCZ1(Rapamicina) selecionado foi de 9 horas.
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3.11.2. Impacto de TRIB2 na expressdo dos marcadores autofagicos
apods o tratamento com rapamicina e cloroquina

Com o objetivo de perceber qual o efeito de TRIB2 na expressdo dos marcadores
autofagicos e uma vez que EBSS pode interagir com outras vias dependentes de nutrientes,
induziu-se a via da autofagia através do tratamento com rapamicina. Para o efeito, nesta
experiéncia as células foram tratadas com o inibidor do fluxo autoféagico (cloroquinaa 100 uM),
rapamicina a 500 nM e como ultima condi¢do rapamicina com cloroquina nas mesmas

concentragOes. Para as trés ultimas condi¢des os tratamentos foram de 9 horas (Figura 3.14).
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Figura 3.14-Anélise dos marcadores autofagicos LC3-11 e p62 ap6s indugéo do fluxo autofégico
com rapamicina e inibicdo com cloroquina. A incubacdo das linhas celulares U20S wild-type e
U20S #1163 consistiu num periodo de uma hora no controlo com DMSO e nove horas nos restantes
tratamentos em meio suplementado (DMEM). Foram utilizadas trés condigdes, cloroquina a 100uM,
rapamicina a 500 nM e cloroquina com rapamicina nas mesmas concentracdes. O gel foi carregado
com 80 ug de proteina por poco. As quantificacdes de (B) LC3-11 e (C) p62 de um replicado biolégico
foi normalizada para o controlo (células wild-type em DMEM a 1 hora). As quantificacfes foram
realizadas através do programa ImageJ e os gréficos foram gerados no GraphPad. Cloroquina 100uM
(CQ); Rapamicina 500 nM (RAPA); DMEM- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium. N=1.
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Os nossos resultados sugerem que quando o fluxo autofdgico foi induzido com
rapamicina e bloqueado com cloroquina, observou-se maior acumulagdo de LC3-II,
comparativamente com a linha wild-type (Figura 3.14 A e B). Relativamente ao marcador
autofagico p62, era esperado observar-se maior acumulacdo em células com TRIB2, para as
mesmas condicGes.No entanto, ndo se observaram diferengas neste marcador entre as linhas
celulares U20S wild-type e U20S #1163 (Figura 3.14 C).

A menor acumulacdo de LC3-11 em condicbes de indu¢do com rapamicina e bloqueio
do fluxo com cloroquina em celulas com TRIB2, também foi observada quando o fluxo
autofagico foi induzido com o EBSS e bloqueado com a cloroquina (Figura 3.5). Se TRIB2
induzir o fluxo autofagico, menor acumulacéo de LC3-11 é indicativo de que a taxa de producéo
e degradacdo de autofagossomas € superior a linha wild-type e deste modo quando se inibe o
fluxo, observa-se menos. No entanto, menos LC3-Il pode ser indicativo de que estas células
produzem menos autofagossomas e desta forma TRIB2 poderd estar a bloquear o fluxo

autofagico.

3.12. Células com TRIB2 sdo mais vulneraveis a morte celular
guando o fluxo é induzido com Rapamicina e PIK75 e inibido
com cloroquina

Como descrito anteriormente, a autofagia € uma via de sobrevivéncia celular. Quando a
autofagia é inibida, acumulam-se autofagossomas que sdo produzidos, mas nao sdo degradados.
A acumulacdo de autofagossomas leva a que as células optem pela morte celular. Sabe-se que
TRIB2 induz menos morte celular, conferindo sobrevivéncia as células cancerigenas. Dados
anteriores de ensaios de morte celular, demonstraram que células com TRIB2 sdo mais susceti-
veis a morte celular (Figura 3.9). Desta forma, fomos analisar se esse efeito se mantém quando
a autofagia é induzida através da rapamicina (inibidor de mTOR) e PIK75 (inibidor da subuni-
dade p110 de PI3K) e inibida por cloroquina. Para tal as condigdes foram: controlo com o vei-
culo da rapamicina e de PIK75, cloroquina (100 puM), rapamicina a (500 nM), rapamicina com
cloroquina, PIK75 (100nM) e PIK75 com cloroquina. O tempo estabelecido para esta experi-
éncia foi de 16 horas (Figura 3.15).

Foram feitos dois ensaios independentes e avaliou-se o significado estatistico das per-

centagens de morte celular entre as linhas U20S wild-type e U20S#1163 (Figura 3.15).
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Figura 3.15-Analise estatistica da inducéo de autofagia por rapamicina e PIK75 com inibi¢&o por
cloroquina em células com TRIB2 (U20S #1163). As linhas celulares U20S parental e U20S
com TRIB2 (#1163) foram plaqueadas 12 horas antes do tratamento. As células foram tratadas
com o controlo (DMSO), cloroquina, rapamicina, cloroquina com rapamicina, PIK75 e PIK75
com cloroquina. A cloroquina foi utilizada a uma concentracdo de 100 uM, rapamicina a 500nM
e PIK75 a 100nM; DMSO-dimetilsulfoxido; CQ-cloroquina; RAPA-rapamicina. Para todos 0s
tratamentos utilizou-se DMEM. Apds 16 horas as células foram colhidas e contadas em uma
camara de Neubaeur. O ensaio de morte celular foi realizado com Trypan Blue (1:2). Os
resultados representam a média gerada a partir de trés ensaios independentes. A significancia
estatistica foi determinada por Sidak’s multiple comparisons test p-value <0.05*. N=2
replicados bioldgicos.

Os nossos resultados sugerem que as 16 horas de tratamento, a linha contendo TRIB2
foi mais vulneravel a morte celular, apresentando maior percentagem de morte celular (16%)
em comparacao a linha wild-type (5%) para o tratamento com rapamicina (500nM) e cloroquina
a 100 uM (Figura 3.15). Para a condicdo com PIK75 e cloroquina, embora se observem
diferencas entre a linha com TRIB2 (15%) e a linha celular que néo expressa TRIB2 (7%), 0s
dados ndo sdo estatisticamente significativos (Figura 3.15). Considerando estes dados e uma
vez que a autofagia € uma via de sobrevivéncia celular, este ensaio demonstra que ao inibir este

fluxo, na presenca de TRIB2 as células sobrevivem menos. TRIB2 podera estar a induzir o
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fluxo autofagico, produzindo mais autofagossomas que ndo se fundem com os lisossomas e
desta forma estas células morrem mais. Contudo, TRIB2 também podera ter um papel de
inibidor do fluxo. Uma vez que a autofagia € blogueada pela cloroquina e pelo TRIB2, ocorre

uma dupla inibicéo, refletindo-se em mais morte celular.

3.13. TRIB2 altera o fluxo autofagico as 3 horas de tratamento

A andlise dos niveis de expressdo de mARN de genes autofagicos, demonstrou que a
linha que ndo sobreexpressa TRIB2 (U20S wild-type) tem maior expressdo de genes que
controlam o fluxo autofagico, comparativamente com a linha com sobreexpressdo de TRIB2
(U20S #1163) (Figura 3.3). Esta diferenga indica que células que sobreexpressam TRIB2 ndo
conseguem induzir a autofagia com a mesma eficiéncia que células que nédo expressam TRIB2.
Desta forma, decidimos analisar os niveis de proteina dos marcadores autofagicos, LC3-I1 e
p62 por meio de Western-blot.

Repetimos as experiéncias da Secccdo 3.4 e 3.7 e tratamos as linhas U20S wild-type e
U20S #1163 com EBSS de modo a induzir o fluxo autofagico, com cloroquina que permite
inibir a via autofagica e tratamento conjunto de EBSS com cloroquina para induzir e bloguear

a autofagia (Figura 3.16).

85



H;0 EBSS cQ EBSS + CQ
WT #1163 WT #1163 WT #1163 WT #1163
a2 — —_— — wews |TRIB2
16 LC3-1
18 S — —— || C3 ||
G2 mm w— — — R o ww | P62
62 w - i - P-S6K
62 - . — — e S6K

0w Rl . e E-q P-ULK1 S555

-
140 S Do B S men s see =% |ULK1 TOTAL

v - =
SO N S SN . A a— = | TUBULINA

B C
LC3u P62

2 204 =12
3 184 (5 = Wid-type

:: 3 1.04 = #1162 flag TRIB2
35 g os
‘e‘_ 10 E 0.0

s
5 : go..

4
% 2 3 0.24
g o & 0.0-

DMEM 1H EBSS cQ EEss«Ca DMEM 1H  EBSS ca EBSS+«CQ
M M

Figura 3.16-Anélise da expressdo de LC3-11 e p62 apos indugdo da autofagia e bloqueio com
cloroquina as 3 horas de tratamento. As linhas celulares U20S wild-type e U20S #1163, foram
cultivadas em meio rico em nutrientes, meio com privacao de nutrientes (EBSS), inibidor do fluxo (CQ)
e inducgdo e bloqueio do fluxo (EBSS+CQ). Os periodos de incubacdo consistiram em uma hora no
controlo e seis horas nos restantes tratamentos. O gel foi carregado com 60 g de proteina por pogo.
Quantificacdes de (B) p62 e (C) LC3-1l de uma experiéncia, normalizada para o controlo (Células Wild-
type em DMEM a 1 hora). A concentracdo de cloroquina para o blogqueio da autofagia foi de 100 uM.
CQ-cloroquina; EBSS-Earle's Balanced Salt Solution, DMEM- Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium. N=1 replicados biolégicos.

Nesta experiéncia era esperado observar-se a acumulacdo dos marcadores autofagicos
em EBSS com cloroquina (EBSS+CQ), que estdo a ser degradados quando induzimos apenas
o fluxo autofagico (EBSS). Os nossos resultados demostraram que ap6s tratamento com EBSS
e cloroquina ocorre maior acumulacdo LC3-11, de cerca de 2 vezes, e menor acumulacdo de p62
na linha U20S #1163 que sobrexpressa TRIB2 em comparagdo com a linha celular U20S wild-

type. Estes resultados s&o consistentes com 0s niveis de expressédo de ARN mensageiro (Figura
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3.3), em que niveis elevados de TRIB2 estdo associados a niveis de SQSTM1 (p62) inferiores.
Este dado sugere que o fluxo pode estar a ser induzido em células com TRIB2, uma vez que
maior acumulacao de LC3-II é indicativo de maior producdo de autofagossomas e menor acu-
mulacdo de p62 inducdo do fluxo. Por outro lado, maior acumulacdo de LC3-Il pode indicar
maior acumulacdo de autofagossomas e menor acumulacdo de p62, menor producdo desta pro-
teina.

Em sintese, 0s nossos dados por Western-blot ndo nos permitem corroborar ou refutar a
nossa hipdtese, pelo que decidimos analisar o fluxo autofagico através do reporter RFP-GRP-
LCs.

3.14. Células com TRIB2 acumulam mais autofagossomas em
condicdes basais e de inducéo do fluxo autofagico

Os nossos dados por Western-blot, demonstrados na seccdo 3.4, 3.7 e 3.13, ndo nos
permitiram concluir o efeito de TRIB2 na autofagia, uma vez que a analise dos marcadores
autofagicos LC3-11 e p62 podem indicar que células com sobreexpressdo de TRIB2, induzem
ou reprimem a autofagia. No entanto, a analise por RT-qPCR revelou que células com TRIB2
apresentam niveis reduzidos da expressao de genes autofagicos. Deste modo, com o intuito de
perceber se niveis elevados de TRIB2, reprimem a autofagia, decidimos analisar o fluxo auto-
fagico através do repdrter RFP-GFP-LC3 e da microscopia de fluorescéncia. Ap6s a inducao
da autofagia, em células transfectadas com este plasmideo, o autofagossoma funde com o lisos-
soma e o0 ambiente torna-se acidico perdendo-se o sinal de GFP e mantendo-se o sinal vermelho
de RFP. Desta forma, em condi¢fes de inducdo do fluxo é espectavel que se observe maior
namero de punctas vermelhos, que é indicativo de que o fluxo autofégico estéa a decorrer. Por
outro lado, quando ocorre a inducéo e inibicao do fluxo através de um inibidor lisossomal como
a cloroquina, é esperado que o numero de autofagossomas que esté a ser formado, em condicGes
de inducéo, se acumule e desta forma se observe mais punctas amarelos.

De modo a analisar o efeito da sobreexpressao de TRIB2 na inducdo do fluxo autofa-
gico, transfetararam-se as linhas celulares U20S wild-type e U20S #1163 com o plasmideo
RFP-GFP-LC3 e as células foram tratadas com EBSS, para induzir a autofagia e EBSS com o

inibidor do fluxo autofagico-cloroquina.
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Figura 3.17-Analise por imunofluorescéncia do fluxo autofagico nas linhas celulares U20S wild-
type e U20S #1163. As células foram transfetadas no dia anterior ao tratamento com o plasmideo RFP-
GFP-LC3. Os tratamentos consistiram no controlo (DMEM), meio de inducdo do fluxo (EBSS) e
indugdo e bloqueio do fluxo (EBSS com cloroquina). As lamelas foram fixadas e os puncta foram
observados ao microscopio confocal A analise e tratamento destas imagens tal como as contagens dos
respetivos “puncta” foram efectuados no Software ZEN 3.2 (Lite) (ZEISS). Foram adquiridas 100
imagens por condigdo. Células com TRIB2 apresentam mais puncta amarelos, que refletem mais
autofagossomas para condi¢Bes basais e de inducdo do fluxo. EBSS-Earle's Balanced Salt Solution;
DMEM- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; CQ=Cloroquina. N=1.
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Figura 3.18-Quantificacdo dos GFP-RFP-LC3 puncta e nimero médio total de puncta por célula
para as linhas celulares U20S wild-type e U20S#1163 as 3 e 6 horas de tratamento com
EBSS. Graficos representativos da % LC3 puncta por célula nas linhas celulares U20S wild-type e
U20S #1163 as (A) 3 horas e (C) 6 horas de tratamento. Graficos representativos do nimero médio total
de puncta por célula para ambas as linhas celulares as (C) 3 horas e (D) 6 horas de tratamento. As células
foram transfetadas no dia anterior ao tratamento com o plasmideo RFP-GFP-LC3. Os tratamentos
consistiram no controlo (DMEM 1H), EBSS e EBSS com cloroquina. O tempo de incubacéo utilizado
foi de 3 e 6 horas. As lamelas foram fixadas e os puncta foram observados ao microscopio confocal.
Foram contadas 100 células por condi¢do. O nimero médio de punctas GFP-RFP e RFP foi convertido
em percentagem. Foi realizado uma média do nimero total de puncta por célula. N=1

O numero médio total de LC3 puncta por célula foi calculado, com o intuito de perceber
se € induzida mais ou menos autofagia em cada linha celular. A nivel basal a linha wild-type
apresenta um numero total de puncta de 28 por célula, enquanto a linha que sobreexpressa
TRIB2 (U20S #1163), revelou um nimero médio menor de 18 (Figura 3.17 e Figura 3.18 B).
Este dado parece sugerir que células com TRIB2 fazem menos autofagia ao nivel basal. No
entanto, quando o fluxo foi induzido o nimero de punctas para a linha wild-type subiu para 22
enquanto a linha #1163 indicou 32 puncta (Figura 3.17 e Figura 3.18 B). Para a condigéo de

inducdo e blogueio da autofagia, ambas as linhas demonstraram cerca do dobro do nimero de
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punctas (55 para U20S wild-type e 79 para U20S #1163) em comparagdo com a condicdo de
inducdo (Figura 3.17 e Figura 3.18 B). Este resultado, consistentemente com as percentagens
de autofagossomas, indicam-nos que o bloqueio esta a ser eficiente, uma vez que os autofagos-
somas que sao produzidos numa condicéo de indu¢do acumulam-se.

O numero médio de punctas ndo é suficiente para concluir, se ocorre mais ou menos
fluxo autofégico, deste modo foram analisadas as percentagens de autofagossomas e autolisos-
somas para cada condi¢do em ambas as linhas celulares.

Os nossos resultados mostraram que com a condicdo de meio rico em nutrientes, a linha
wild-type,apresenta aproximadamente 48% de autofagossomas e 52% de autolissomas caracte-
rizado por um nimero de punctas total de 18 (Figura 3.18 A e B). No entanto, a linha U20S
#1163, indica 87% de autofagossomas e 12% de autolisossomas (Figura 3.17 e Figura 3.18
A). Nesta condicdo é esperado que o fluxo seja continuo e deste modo o nimero de autofagos-
somas e lisossomas ndo diferem. Contudo, células que sobreexpressdao TRIB2, tém um nimero
muito superior de autofagossomas que é caracterizado por 18 punctas por célula (Figura 3.18
B), este dado revela que estas células tém uma repressdo na autofagia basal, em comparacéo
com as células que ndo sobreexpressam TRIB2 (U20S wild-type).

Na condi¢do de inducdo do fluxo, apds 3 horas de tratamento, a linha U20S wild-type,
mostra uma percentagem de aproximadamente 26% de autofagossomas e 74% de autolisosso-
mas (Figura 3.18 A). Estes dados demonstram inducdo do fluxo autofagico, uma vez que é
esperado elevadas percentagens de autolisossomas, indicativos de que os autofagossomas fun-
dem com os lisossomas e desta forma o fluxo é continuo. Porém, para a mesma condicdo de
inducdo, a linha celular U20S #1163, mostra aproximadamente 70% de autofagossomas e 13%
de autolisossomas (Figura 3.17 e Figura 3.18 A). Esta observacao indica que numa condicédo de
inducdo, células com TRIB2 promovem maior acumulacdo de autofagossomas e desta forma
reprimem o fluxo autofagico, refutando a nossa hipdtese. O niumero de punctas por célula tam-
bém valida que a linha wild-type tém o fluxo continuo, caracterizado pelo menor nimero de
punctas (22) em comparacdo com a linha #1163 que apresenta maior numero de punctas (32),
representativo da acumulacgao de autofagossomas (Figura 3.18 C)

Quando o fluxo € induzido e posteriormente inibido com cloroquina, € espectavel que
0s autofagossomas que estdo a ser produzidos numa condi¢do de indugéo, se acumulem e desta
forma se observem mais punctas amarelos. A linha celular wild-type mostra aproximadamente
70% de autofagossomas e 30% de autolisossomas. Por outro lado, a linha celular U20S #1163

indica aproximadamente 95% de autofagossomas e 5% de autolisossomas (Figura 3.17 e Figura
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3.18 A). Este dado em conjunto com o nimero médio de punctas por célula, caracterizado pelo
dobro do nimero de punctas em comparagdo com a inducdo, revela que esta a ocorrer um blo-
queio do fluxo. No entanto, este efeito € mais exacerbado na linha que sobreexpressa TRIB2
porque estas células inibem a inducéo e desta forma acumulam muito mais autofagossomas.

Decidimos também analisar o fluxo autofagico as 6 horas de tratamento com EBSS, uma
vez que ndo s6 foi o tempo eleito para a anélise dos marcadores autofagicos por Western-blot,
como também nos permite perceber se estas linhas celulares apresentam o mesmo efeito que as
3 horas de tratamento a nivel da autofagia.

Ap0s 6 horas de inducédo do fluxo autofagico, ambas as linhas celulares U20S wild-type
e U20S #1163 apresentam uma percentagem autofagossomas de aproximadamente 55% e
45% de autolisossomas (Figura 3.17 e 3.18 C) Para a mesma condicdo experimental, estas li-
nhas celulares também revelaram aproximandamente o mesmo nimero de punctas por célula,
caracterizado por 34 punctas para a linha wild-type e 27 na linha #1163 (Figura 3.18 D). Quando
o fluxo foi induzido e inibido com cloroquina, observa-se 98% de autofagossomas e 2% de
autolisossomas para ambas as linhas celulares (Figura 3.18 C) e 0 niUmero médio de punctas na
linha celular U20S wild-type é de 134 e 102 na linha U20S #1163.

Estes dados foram interessantes, uma vez que a linha wild-type responde da mesma
forma que a linha que sobreexpressa TRIB2 (U20S #1163) as 6 horas de tratamento,o que ndo
era esperado. Os mesmos dados também sugerem que estas linhas celulares respondem rapida-

mente a inducdo da autofagia, demonstrando um efeito apds 3 horas de tratamento.

92



4 DISCUSSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

A autofagia € um processo catabolico intracelular que responde a condic¢des de stress
metabolico como privagdo de nutrientes, baixo niveis de energia e hipoxia®®-+2. Este mecanismo
atua como supressor ou promotor tumoral dependendo do estadio do tumor®%°9%3, Em fases
iniciais do desenvolvimento do tumor, a autofagia responde ao stress proveniente do
microambiente tumoral, diminuindo a acumulacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
garantindo a estabilidade do genoma. Em estadios mais avancados do tumor este mecanismo
promove a sobrevivéncia de células cancerigenas, respondendo as elevadas exigéncias
metabolicas e energéticas. A morte celular por autofagia é vantajosa para células tumorais que
apresentam resisténcia adquirida a apoptose, uma vez que a autofagia € uma via de
sobrevivéncia celular. Por outro lado, elevados niveis de autofagia conferem resisténcia a
compostos utilizados na clinica, por esta via promover a sobrevivéncia celular das células

cancerigenas 60:6669.73,

Uma das vias de sinalizacdo mais ativas no contexto tumoral, é a via de PI3K/AKkt. Esta
via, quando ativada, regula positivamente a cinase mTORC1 (Figura 1.3). Por sua vez,
mTORC1 fosforila ULK1 (cinase responsavel por induzir o processo autofagico) na serina 757,

o que resulta na inibicdo do fluxo autofagico®® (Figura 1.10).

No laboratério estamos interessados em desvendar a contribuicdo da pseudocinase
TRIB2 na progressdo tumoral e como mecanismo de resisténcia a terapias. TRIB2 faz parte de
uma familia de pseudocinases que engloba TRIB1 e TRIB3. Nos ultimos anos, varios trabalhos
demostraram o papel da expressdo de TRIB3 na modulacao da autofagia. Os dados publicados
até ao momento, demonstraram que TRIB3, favorece a inibi¢cdo do processo autofagico em
determinados contextos celulares®®111113 TRIB3 regula negativamente este processo através
da ligacéo direta a p62, impossibilitando a entrega dos substratos ubiquitinados a LC3-1 na
membrana do autofagossoma'®!, Uma vez que a célula ndo consegue degradar e reciclar os
substratos ubiquitinados, ocorre a acumulacao de p62 a nivel celular, promovendo a progressao

do tumor (Figura 1.12) 109112.113.133

Varios artigos cientificos confirmam que TRIB2 funciona como um oncogene em varios

contextos tumorais?93101102  Adjcionalmente, dados do nosso laboratério e de outros
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laboratérios demostraram que elevados niveis desta proteina conferem resisténcia a varios far-
macos comprometendo a sua eficacia 1°. Tendo estes dados em consideracéo, a nossa hipétese
é que TRIB2 atua na sobrevivéncia e resisténcia destes tumores induzindo o processo autofa-
gico.

Esta descrito que em determinados contextos tumorais as proteinas TRIB3 e TRIB2
compensam a fun¢do uma da outra. Por este motivo e uma vez que a relagdo entre a familia dos
TRIBBLES ndo é muito explorada, decidimos analisar os niveis de expressao dos TRIBBLES
para diferentes tempos de exposi¢do a meio com privacao de nutrientes, de forma a perceber se
estes genes sdo afetados por este tratamento. Os nossos dados demonstraram que a expressao
dos TRIBBLES aumenta progressivamente com os tempos de tratamento em EBSS (Figura
3.1). No entanto, as trés horas de tratamento TRIB1 e TRIB3 na linha wild-type revelaram ni-
veis de expressdao mais elevados (Figura 3.1). Porém, ndo se observou compensacao génica
entre estes membros. Do ponto de vista biolégico os TRIBBLES sdo modulados a nivel trans-
cricional pela falta de nutrientes.

Decidimos analisar se 0s niveis de expressdo destes genes se refletiam nos niveis de
proteina para as mesmas condi¢fes experimentais. Os nossos resultados mostraram que a ex-
pressao das proteinas TRIB1 e TRIB3 é ciclica ao longo dos tratamentos com meio com priva-
cao de nutrientes (Figura 3.2). Assim, a expressao génica dos TRIBBLES ndo é traduzida em
niveis equivalentes de proteina.

A autofagia a é reguladas através de modificacbes pos-translacionais que ocorrem num
conjunto de proteinas que coordenam todo o fluxo desde a formacdo do autofagossoma ate a
fusdo com o lisossoma. No entanto, em 2021, foi descrito que este processo também é regulado
anivel do RNA, e que o RNA destes genes é sobre-expresso aquando inducio da autofagia®.
A fim de perceber se a modulagédo destes genes também é afetada em células com TRIB2, de-
cidimos analisar a expressao de genes que estdo descritos na literatura como genes associados
a ativacio da autofagia'®?. Analisamos a expressdo de PINK1, SQSTM1, UVRAG, NBRI1,
ULK1 e ULK2. Os nossos dados demonstraram que a linha celular U20S #1163 que sobre-
expressa TRIB2 apresenta niveis de expressdo de genes autofagicos inferiores a linha celular
U20S wild-type e estas diferencas foram mais evidentes para trés horas de tratamentos com
EBSS (Figura 3.3). Curiosamente, ap0s seis horas de incubacdo em EBSS (tempo otimizado
para analisar os marcadores autofagicos), ndo verificamos diferencas entre as linhas celulares
para a expressdo dos genes autofagicos. Este dado foi indicativo de esta linha celular responde

rapidamente & inducdo da autofagia.
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De modo a analisar a contribuicdo de TRIB2 na modulagdo do processo autofagico
usdmos as linhas celulares isogénicas U20S wild-type (sem expressdo de TRIB2) e U20S
#1163 (sobreexpressa TRIB2). VerificAmos que a presenca de TRIB2 leva a acumulacéo de
LC3-1 e p62 em condicdes ricas em nutrientes (Figura 3.5 e 3.6), onde as células ndo estdo
expostas a qualquer tipo de stress. Esta observagdo sugere que TRIB2 interage com a autofagia
ao nivel basal nesta linha celular. De acordo com a literatura, a acumulagéo de LC3-1 e p62
indica que o fluxo esta a ser reduzido 4+%>110122 Do ponto de vista do tumor, a autofagia em
fases iniciais recicla organelos e proteinas que estdo defeituosas de acordo com os insultos do
microambiente tumoral durante a tumorigénese®®°%%°. Os nossos dados sugerem que elevados
niveis de TRIB2 contribuem para a inibicdo da autofagia em condi¢cdes em que as células néo
se encontram em stress. Para mimetizar as condi¢Ges de privacdo de nutrientes que ocorrem
durante o desenvolvimento do tumor, nomeadamente no interior da massa tumoral, induzimos
o fluxo autofégico ao cultivar as células em EBSS (meio com privagdo de nutrientes). Nestas
condigdes, ndao observamos nenhuma acumulacdo dos marcadores para ambas as linhas
celulares, o que era expectavel porque as células estdo a ser forcadas a fazer mais autofagia e,
portanto, estdo a degradar o que estd a ser produzido (Figura 3.4 e 3.5). Curiosamente,
observamos que o tratamento com EBSS, reduz os niveis de TRIB2, o que sugere que esta
proteina esta a ser consumida ou degradada em condig¢des de privagdo de nutrientes (Figura 3.5
e 3.6).

Para perceber se TRIB2 € responsavel por bloguear a autofagia, como verificamos em
condicBes ricas em nutrientes, procedemos a inibicdo da via autofagica. Tratamos as células
com cloroquina por ser um dos compostos mais utilizados na literatura para avaliar o fluxo
autofagico. A cloroquina inibe o fluxo autofagico no momento da fuséo do autofagossoma com
o lisossoma através do aumento do pH lisossomal***1%, Os nossos dados demonstram que,
quando o fluxo é induzido e posteriormente blogueado pela acdo da cloroquina, observa-se
maior acumulacdo de p62 comparativamente com a linha sem TRIB2. Esta acumulacéo reflete
0 que estd a ser produzido e degradado em condicdes de privacdo de nutrientes (EBSS) (Figura
3.4, 3.5 e 3.10). Contrariamente, temos menos acumulacdo de LC3-11 na presenga de TRIB2.
De acordo com a literatura, esta menor acumulacéo de LC3-11 pode significar menor producéo
de autofagossomas®®41122-124 O facto de observarmos mais p62 é indicativo de que TRIB2 esta
a promover maior acumulacdo de p62 em comparacdo com células sem TRIB2. Esta anélise
dos marcadores autofagicos pode sugerir, de acordo com a literatura uma inibicdo do fluxo

autofagico. Por outro lado, menor acumulagéo de LC3-11 e maior acumulacdo de p62 podem
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querer significar que a taxa de producdo e degradacdo de autofagossomas em células que
sobreexpressam TRIB2 é maior e portanto, quando se blogueia vé-se menos.

Tratamos as celulas com dois compostos descritos na literatura, o SBI1-0206965 e a
Spautina-1 que inibem respetivamente ULK1 e Beclin-1 nas primeiras fases do fluxo
respetivamente!?12 (Figura 1.5). Os nossos resultados demostraram que estes inibidores
modulam os niveis de TRIB2 (Figura 3.6) a semelhanca do que ocorre com o tratamento com
EBSS. O ULK1 é um substrato direto de mTORC1 e de AMPK. Em condi¢fes ricas em
nutrientes, mMTORCL1 torna-se ativo e inibe ULK1, o que resulta na inibicdo do processo
autofagico. Por outro lado, em condicdes de privacdo de nutrientes, AMPK ¢ ativado, o que
resulta na inibicdo de mTOR e ativacdo de ULK1. Esta cascata de sinalizacdo resulta na inducao
da autofagia em condicdes energéticas desfavoraveis®. TRIB2 atua como um oncogene € cComo
mecanismo de resisténcia a farmacos, pelo que a reducdo dos niveis desta proteina apds
tratamento com o inibidor SBI-0206965 é de facto um resultado interessante sob o ponto de
vista terapéutico. O mecanismo pelo qual o inibidor de ULK1 (SBI-0206965) pode estar a
reduzir os niveis de TRIB2 ¢ desconhecido. Uma possibilidade é que ULK1 regule os niveis de
TRIB2. Esta hipétese estd a ser estudada pelo nosso laboratorio através do uso de small
interfering RNA (siRNA) contra ULK1 e deste modo investigar se a reducdo dos niveis de

ULKT1 se refletem em niveis mais baixos de TRIB2 em condicBes de auséncia de nutrientes.

Quando tratamos as células com MG132 (um inibidor do proteossoma), verificamos que
os niveis de TRIB2 estavam a ser degradado via proteossoma ap6s tratamento com EBSS. Para
a experiéncia em que utilizamos o EBSS com cloroquina e MG132, os niveis de TRIB2 ndo
foram reduzidos com EBSS (figura 3.12). Uma possivel explicacdo para estes dados é o facto
de o leitor de membranas ChemiDocTMXRS System (BioRad), ter apresentado problemas du-
rante a realizagdo desta experiéncia.

No entanto, comparativamente com a condicao de inducgdo do fluxo com EBSS e inibi-
cdo com cloroquina, 0 MG132 parece ter funcionado corretamente e os marcadores autofagicos
demonstraram reducéo da sua acumulacdo (Figura 3.12), validando que a acumulacao destes
marcadores autofagicos € dependente de TRIB2.

A acdo da rapamicina esta descrita como anticancerigena por diminuir a proliferacéo
celular e induzir a autofagia através de inibicdo de mTOR em diversos contextos tumorais tais
como glioblastoma, préstata e cancro cervical®132136.137 Induzimos a autofagia através da

rapamicina com o intuito de perceber se os resultados obtidos nos marcadores autofagicos eram
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semelhantes a indugdo do fluxo com EBSS. Para estas condi¢gBes observou-se redugdo da
acumulacdo de LC3-11 e ndo se observou diferengas no marcador p62 em células com TRIB2
em comparacao com linha celular wild-type (Figura 3.14). Porém, quando as células foram
expostas a rapamicina esta demonstrou inibir mTOR, mas ndo houve reducdo de p62, o que
significa que ndo houve uma inducdo eficiente do fluxo. Uma explicacdo para estes dados € que
a concentracgdo utilizada é suficiente para a inibicdo de mTOR, mas néo € suficiente para uma

forte inducdo do fluxo, pelo que necessita de ser otimizada (Figura 3.12).

Como referido anteriormente, a autofagia € uma via de sobrevivéncia celular que
responde a insultos do microambiente do tumoral, como privacdo de nutrientes, baixos niveis
de energia e hipoxia (reduco dos niveis de oxigénio)**>°. A analise dos ensaios de morte
celular apds tratamento com cloroquina, revelaram que em condi¢des em que as células sdo
induzidas a fazer autofagia e o fluxo é inibido, a linha celular com TRIB2 tem o dobro da
percentagem (60%) de morte celular comparativamente com a linha wild-type (30%) (Figura
3.9). Nos verificamos que quando tratamos as células com rapamicina e posteriormente
cloroguina, observamos o mesmo efeito, as células com TRIB2 foram novamente mais
vulneraveis a morte celular (Figura 3.15). Estes dados séo indicativos de que, se TRIB2 induzir
mais fluxo autofagico a inibicdo provocada pela cloroquina, reflete a acumulacdo de
autofagossomas que ndo fundem com o lisossoma, o que se reflete nas percentagens de morte
celular. Por outro lado, mais morte celular em células com TRIB2 pode ser indicativo de que,
se TRIB2 inibir o fluxo autofagico, a semelhanca de TRIB3 e uma vez a autofagia € uma via
de sobrevivéncia e esta bloqueada pela cloroquina, ocorre uma dupla inibicéo, refletindo-se em

mais morte celular.

Posteriormente procurou-se analisar a expressao de marcadores autofagicos, LC3-11 e
p62 na presenca de TRIB2, apds inducdo e bloqueio da via da autofagia para um tempo de
incubacdo de 3 horas. Os resultados por Western-blot demonstraram maior acumulacéo de LC3-
I1 e menor acumulacdo de p62 quando o fluxo foi induzido e inibido com EBSS e cloroquina,
respetivamente na linha com TRIB2 em comparacdo com a wild-type (Figura 3.16). Este dado
sugere que o fluxo pode estar a ser induzido em células com TRIB2, uma vez que maior
acumulacgdo de LC3-11 ¢ indicativo de maior producdo de autofagossomas e menor acumulagéo
de p62, inducéo do fluxo. Por outro lado, de acordo com a literatura, maior acumulagéo de LC3-
Il pode indicar maior acumulacdo de autofagossomas e menor acumulacdo de p62, menor

producéo desta proteina.
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Desta forma, uma vez que as analises dos marcadores autofagicos por meio de Westrrn-
blot ndo nos permitiram corroborar ou refutar a nossa hipétese, decidimos analisar o fluxo
autofagico através de um reporter com RFP-GFP-LC3. Este método foi proposto por Kimura
et al em 2014 e permite-nos seguir o fluxo autofagico, uma vez que as proteinas fluorescentes
GFP e RFP respondem de diferentes formas ao pH*?°. A fluorescéncia de GFP é suprimida em
condicBes acidas, enquanto o RFP é mantido nestas condigdes (Figura 2.7). No processo
autofagico, quando o autofagossoma funde com o lisossoma, o ambiente torna-se acidico, o que
leva a perda do sinal de GFP e a manutencdo do sinal vermelho de RFP (Figura 2.7). Desta
forma, os canais de GFP e RFP de células marcadas mostram diferentes padrdes de puncta,
dependo do tipo de tratamento (Figura 2.7). Quando induzimos o fluxo autofagico verificamos
que células com TRIB2 apresentaram mais autofagossomas do que lisossomas na condi¢cdo em
que o fluxo € induzido, em comparacdo com a linha wild-type. Este efeito também foi observado
em condicBes basais, cujas células tém todos os nutrientes disponiveis. Em seguida, verificamos
se este efeito também era reproduzido as 6 horas de tratamento com EBSS. Observou-se que
para este tempo de tratamento a linha celular wild-type comporta-se da mesma forma que a
#1163.

A autofagia é um processo continuo que é regulado dependendo das condigdes de stress,
energia e nutrientes a que as células estdo expostas. Estes dados, em conjunto com a analise da
expressdao dos genes autofagicos, confirmaram que células com TRIB2 inibem o fluxo
autofagico, refutando a nossa hipétese inicial. Sabendo que TRIB2 tem um papel oncogénico,
ao inibir a autofagia basal promove a proliferacdo e crescimento do tumor em estadios iniciais
da tumorigénese®®. No entanto, em condigdes em estadios mais avancados da tumorigénese, a
autofagia tem um papel de promotora de tumor, auxiliando na sobrevivéncia celular®. Nestas
condigdes TRIB2 ao bloquear o fluxo autofagico diminui a sobrevivéncia celular promovida

pela autofagia.

Para consolidar a nossa hipétese de que TRIB2 induz o processo autofagico é necessario
recorrer-se a experiéncias futuras. Um ensaio que podera ser realizado é uma
imunofluorescéncia de GFP-LC3. Este método permite-nos perceber se ha maior producéo de
autofagossomas em células com TRIB2. Como TRIB2 blogueia o fluxo autofagico sera
observado para condic¢Ges de inducdo do fluxo autofagico com EBSS mais puncta verdes em

comparagdo com a linha wild-type (Figura 4.1). Quando o fluxo é induzido e bloqueado espera-
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se que 0 numero de punctas acumule menos em compara¢do com a linha U20S wild-type,

assumindo que a taxa de producgdo de autofagossomas podera ser menor (Figura 4.1).

Figura 4.1-Analise esperada para imunofluorescéncia com GFP-LC3. Se TRIB2
inibe o fluxo autofagico, entdo em condic¢des basais de inducdo do fluxo (EBSS)
ird se observar mais puncta LC3 em comparacao com a linha parental. Quando o
fluxo é induzido e inibido, ird se observar menor numero de punctas em
comparacdo com a linha parental, uma vez que é produzido menos. CQ-
cloroquina; DMEM- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; EBSS-Earle's
Balanced Salt Solution.

Sabendo que TRIB3 interage diretamente com o p62, inibindo a ligacdo deste com LC3-
| e consequentemente o bloqueio da degradacdo autofagica'®'®, seria importante perceber
como é que TRIB2 pode estar a regular o processo autofagico e se esta a ter um efeito
semelhante a TRIB3. Para comprovar que existe uma interacdo direta entre TRIB2 e p62, a
semelhanca de TRIB3, seria necessério utilizar uma imunoprecipitacdo. Se TRIB2 tiver um
papel semelhante a TRIB3 ira interagir in vitro com p62 e os resultados podem ser confirmados

através de Western-blot.

Como descrito na introducéo desta tese, TRIB2 tém trés dominios: dominio N-terminal,
dominio da pseudocinase e o Dominio C-terminal. Para perceber que dominio desta
pseudocinase esta a interagir com o p62, utilizariamos mutantes desta proteina (TRIB2). Cada
mutante tem um dos dominios retirados e permite-nos rastrear, qual o dominio de interacdo com
a autofagial®. Sabe-se que os TRIBBLES sdo pseudocinases ndo funcionais que atuam como
moléculas adaptadoras, que se ligam e bloqueiam a atividade de moléculas fundamentais em
diversas vias de sinalizacdo. Especula-se que o dominio que interage possivelmente com p62

seja 0 dominio da pseudocinase. Este dominio tem uma importante funcdo de posicionamento
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e regulacéo de potenciais substratos para ubiquitinacdo e degradacéo do proteossoma. Se este
dominio for responsavel por se ligar a p62, entdo o mesmo pode ser ubiquitinado e degradado
pelo proteossoma. Por outro lado, pode ocorrer apenas a ligacdo desta proteina ao dominio de
pseudocinase e a sua atividade fica bloqueada impossibilitando a sua ligacdo a LC3-1 no

autofagossoma (Figura 4.2).

p62 com substratos
poliubiquitinados para
degradagao autofagica

e

'—
NH;—( Q Dominio pseudocinase ’ ‘ }——COOH
1 y=) 343
| I VU
Dominio N-terminal
|

Dominio C-terminal

Figura 4.2-Ligacao de p62 com substratos autofagicos poliubiquitinados ao dominio
de pseudocinase de TRIB2. Se TRIB2 inibe o fluxo autofégico ligando-se a p62 a
semelhanca de TRIB3, esse dominio podera ser o da pseudocinase. O dominio de
pseudocinase tem a funcdo de posicionamento e regulacdo de potenciais
substratos para degradacdo via proteossoma. TRIB2 pode se ligar a p62 por meio
do dominio de pseudocinase, levando a sua degradacdo via proteossoma.Por outro
lado, pode apenas se ligar e impossibilitar a sua atividade na via da autofagia.

A autofagia promove a angiogénese, metastase e invasdo durante a tumorigénese. Tang
et al. publicaram em 2020 que TRIB3 é sobreexpresso em glioblastoma e que a inibicdo do
fluxo autofagico por esta proteina promove a invaséo e proliferacdo de celulas de glioblastoma.
A semelhanca deste estudo seria interessante observar, se 0 mesmo acontece para TRIB2 na
linha celular de osteossarcoma que sobreexpressa TRIB2 (#1163) em comparacdo com a linha
wild-type. Para tal é necessario realizar ensaios de Transwell e woud healing. Para estes ensaios

espera-se as células com TRIB2 migrem mais do que a linha sem a sobreexpressao de TRIB2.
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Em suma, se TRIB2 inibe o fluxo autofagico a semelhanca de TRIB3, entdo, uma vez
que p62 ndo é degradado por autofagia a célula acumula espécies reativas de oxigénio (ROS)
que por sua vez causam danos no ADN e instabilidade do genoma. De outra forma, esta
acumulacdo também promove inibicdo e defeitos no sistema ubiquitina-proteossoma (UPS).
Estes mecanismos conferem fatores promotores nas células que vdo culminar no
desenvolvimento e progressdo do cancro (Figura 4.3). Sabendo que a autofagia é uma via que
funciona como anti-tumoral em estadios iniciais do tumor, células que sobreexpressao TRIB2

vao inibir esta via, permitindo que o tumor se desenvolva.

Danos no ADN

e NP

Instabilidade do Desenvolvimento e
(e genoma progressdo do tumor

Sistema ubiquitina-
proteossoma(UPS)
com defeitos

p62

Fatores promotores
de tumor

Substrato

Figura 4.3-TRIB2 a semelhanca de TRIB3 podera interagir com p62 e inibe o processo
autofagico. Uma vez que p62 ndo é degrado via autofagica, acumula-se na célula e induz espécies
reativas de oxigénio (ROS) que por sua vez causam danos no ADN e instabilidade do genoma. Por
outro lado, esta acumulagdo também promove inibicdo e defeitos no sistema ubiquitina-proteossoma
(UPS). Estes mecanismos conferem diversos fatores promotores da carcinogénese que vao culminar
no desenvolvimento e progressao do tumor.
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5 CONCLUSAO

Pacientes com sobreexpressdo de TRIB2 estdo relacionados com maior sobrevivéncia
celular e pior resposta as terapias. Na clinica, a expressdo de TRIB2 tem sido modulada através
de inibidores da via de PIBK/AKT/mTOR. A inibicdo desta via, promove a ativacao do fluxo
autofagico, conferindo sobrevivéncia celular as células cancerigenas. Desta forma, 0 nosso es-
tudo teve como objetivo perceber o papel de TRIB2 no fluxo autofagico.

Os nossos resultados permitiram concluir que células com sobreexpressédo de TRIB2,
tém niveis de expressdo de genes autofagicos reduzidos. Quando analisamos o fluxo autofagico,
verificAmos que estas células acumulam autofagossomas em condi¢des de inducdo do fluxo e
que este efeito ja acontece em condi¢des basais, ou seja, ricas em nutrientes. Estes dados indi-
caram que células com TRIB2 inibem o fluxo autofagico. Do ponto de vista citotoxico, esta
inibicdo do fluxo revelou que a presenca de TRIB2 tornou as células mais sensiveis ao blogueio
da autofagia e consequentemente apresentaram niveis de morte celular mais elevados.

Em suma, os nossos dados sugerem que em condigdes de stress metabolico e energético,
cuja autofagia é promotora de tumor, TRIB2 blogueia o fluxo autofagico.

O nosso estudo contribui para desvendar o papel de TRIB2 na regulacdo da autofagia
visto ser uma via de sobrevivéncia implicada na resisténcia a quimioterapéuticos. Pacientes
com niveis elevados de TRIB2, cujo tratamento incida em inibidores da via de
PISBK/AKT/mTOR, podem beneficiar de inibidores que sejam alvos diretos da autofagia confe-
rindo as células cancerigenas menor sobrevivéncia celular (Figura 5.1). Contudo, € necessario
desvendar o mecanismo pelo qual ocorre a inibicdo do fluxo autofagico através de TRIB2, de
forma a perceber o potencial desta proteina como biomarcador tumoral e a sua relagdo com a

autofagia.
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Figura 5.1-Pacientes com niveis elevados de TRIB2 podem beneficiar de compostos
que inibam tanto a via de PI3K/Akt como o fluxo autofégico. Pacientes que apresentem
a via de PI3K/Akt hiperativa associada a elevados niveis de TRIB2 cujos niveis
autofagicos sdo inibidos apresentam tumores com maior resisténcia e sobrevivéncia
celular. Compostos que inibam tanto o processo autofagico como a via de PI3K/Akt
beneficiam de uma terapéutica mais eficaz, uma vez que as células apresentam niveis de
morte celular superiores, reduzindo a resisténcia a terapia e a sobrevivéncia das células
cancerigenas.
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{Plasmid #21074)

PURPOSE
Mammalian expression of rat LC3 fused to mRFP and EGFP

DEPOSITING LAB
I A==

PUBLICATION
Kimura stal Aytophaoy, 3(34452:60 (Howiocie 4)

SEQUENCE INFORMATION

Sequences (1)
ORDERING
Item Catalog # Description Quantity  Price (USD)
Plasmid 21074 Standard format: Plasmid sent in bacteria as agar stzb 1 §75 Addto Cart
Thie matesial is available to academics and nonprofits only.
BACKBONE GENE/INSERT
Vector backbone: pEGFP-C1+mRFP Gene/Insert name: microtubule-associsted protein 1 light chain 3 beta
A
C_(ssarch Vector Database) Alt name: Map1lc3b
Backbone size w/c insert (bp): 5200 Ak name: LC3
Vector type: Mammalian Expression Akt name- LC3b
Selectable markers: Neomycin (select with G418) Species: R. norvegicus (rat)

Insert Size (bp): 738
GenBank ID: UD5784
Entrez Gene: Maglic2b (3 k3. (alse knawn as) LC3B. Map1ie3, Mpl3,

GROWTH IN BACTERIA
Bacterial Resistance(s): Kanamycin
Growth Temperature: 37°C zhs559)
Groial: Swalife)- DHSalpla Tags / Fusion Proteins:
Copy number: Unknown « mRFP (N terminal on backbone)
« EGFP (N terminal on backbone)

CLONING INFORMATION
Cloning method: Restriction Enzyme
5' cloning site: Bglll (not destroyed)
3' cloning site: EcoRl (not destroyed)
5' sequencing primer: N/A
- ip0.Pii
RESOURCE INFORMATION

Terms and Licenses:

» UBMTA
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Industry Terms:
« Not Available to Industry
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ANEXO 11

DMEM CLOROQUINA EBSS + CLOROQUINA
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Figura A2-Estabelecimento do tempo para meio com privacdo de nutrientes. As células
foram incubadas durante 1,3 e 6 horas respetivamente.O gel foi carregado com 60 g por poco.
Foram utilizadas células de osteossarcoma Wild-type e células da mesma linha contendo flag
para a TRIB2 (#1163). O inibidor lisossomal Cloroquina esta uma concentracdo de 20uM;
EBSS-Earle's Balanced Salt Solution. Fornecedores dos anticorpos primarios: CST-Cell
Signaling Technology; STB-Santa Cruz Biotechonology; SA- Sigma Aldrich.N=2 replicados
biolégicos.
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