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Resumo

Durante o a progressao tumoral, as células cancerigenas perdem acesso ao 0xigénio
(hipdxia) e a disponibilidade de nutrientes devido ao crescimento celular répido e
descontrolado. O HIF- a ¢ o principal fator de transcri¢do que regula a resposta hipoxica
ativando genes responsaveis pela sobrevivéncia das células cancerigenas. Varios estudos
tém demonstrado que células sujeitas a um stress hipoxico exibem niveis elevados de
espécies reativas de oxigénio (ERO) comparadas a células em normoxia. Devido as
propriedades reativas destas especies, as ERO podem contribuir para a oxidacdo de
proteinas, peroxidacdo de lipidos e danos no DNA que podem resultar na morte celular
ou mutagénese. Contudo, a ERO peréxido de hidrogénio (H202) é um segundo
mensageiro importante na ativacdo de vérias vias de sinalizacdo que regulam a
proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e apoptose. Os sistemas antioxidantes tém
certamente um papel fundamental na progressdo tumoral durante condi¢des de hipoxia
regulando os niveis de ERO de forma a evitar que estes atinjam niveis letais para a célula.
O nosso laboratorio identificou recentemente uma proteina com funcéo reguladora redox,
a anexina A2 (ANXAZ2) e provou que a sua funcdo antioxidante tem um papel crucial na
progressdo tumoral e resisténcia a quimioterapéuticos. Neste estudo propus-me a
investigar o papel da ANXAZ2 em vias de sinalizacdo durante a hipoxia. A ativacao de
vias de sinalizacdo em linhas celulares cancerigenas pré estabelecidas com a deplecao
(knockdown) de ANXA2 como MDA MB 231, HT1080 e A549, e respetivos controlos
foi estudada por western blot, estas células foram submetidas a tratamentos com CoCl.,
um agente indutor de hipoxia quimica e a hipoxia real (1% O) , durante diferentes
intervalos de tempo. Para estudar possiveis alteracfes génicas, recorreu-se a técnica de
gRT-PCR utilizando células sujeitas a hipdxia vs células controlo. Ensaios de
iodoacetamida biotinilada BIAM foram realizados por forma a estudar alteragdes redox
em proteinas durante a hipoxia (1% Oz). Os niveis intracelulares de ERO foram
analisados em células depletadas de ANXAZ2 vs controlo as quais foram submetidas a um
tratamento de hipdxia quimica com CoClz. Os nossos resultados mostram que a deplecéo
de ANXAZ2 nas trés linhas celulares levam a uma maior acumulacdo de HIF-a comparado
a células controlo. Curiosamente em células HT1080 e A549 depletadas de ANXA2
observou-se a acumulacdo de HIF 2-a, 0 que ndo aconteceu nas células controlo. Também
se observou a acumulacdo e sobre-expressdao de PRDX I, (proteina antioxidante) em
células MDA MB 231 depletadas de ANXA2 comparativamente com as células controlo.
Estas células poderédo estar a tentar compensar a deplecdo de ANXA2, aumentando os
niveis de outra proteina antioxidante, a PRDX Il. Os resultados revelaram um aumento
significativo de VEGFD nas células A549, depletadas de ANXA2, comparado as células
controlo. Os resultados de expressao génica revelaram que a deplecdo de ANXA2 afetou
a expressédo de genes alvo de HIF-a como o GLUT1.

Palavras-chave: Anexina A2 (ANXAZ2), espécies reativas de oxigenio (ERO), hipdxia,
Hypoxia Inducible Factor (HIF —a), vias de sinalizagéo, proteinas antioxidantes.
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Abstract

During tumour development cancer cells suffer oxygen deprivation (hypoxia) due to the
very rapid and uncontrolled cell growth in conjunction with a poor blood supply. HIF is
the main transcription factor that drives the hypoxic response leading to the expression of
many target genes that regulate survival of cancer cells. Several studies have established
that cancer cells undergoing hypoxic stress exhibit higher levels of reactive oxygen
species (ROS) compared to non-hypoxic cancer cells. Due to their reactive properties
ROS contribute to protein oxidation, lipid peroxidation and DNA damage that can
ultimately result in cell death. However the ROS, hydrogen peroxide (H202) is an
important second messenger in a large number of signaling pathways that regulate
proliferation, differentiation, migration and apoptosis. The cellular antioxidant systems
might play a main role in tumour progression during hypoxia regulating the maintenance
of low to moderate levels of ROS while avoiding overload of ROS that can induce cell
death. Our laboratory identified a novel redox regulatory function for annexin A2
(ANXA2) and showed that its antioxidant function plays a crucial role in supporting
tumour growth and chemoresistance. With this project | investigated the role played by
ANXAZ2 in oncogenic signaling pathways during hypoxia. Here, the activation of
signalling pathways in pre-established MDA MB 231, HT1080 and A549 cancer cell lines
with knockdown for ANXAZ2 and respective control cells was investigated by western
blotting upon treatment of these cells with CoCl2 a chemical hypoxia inducer and by
exposing the cells to 1% of O> (real hypoxia) for different time points. qRT-PCR was
performed to study alterations in gene expression upon ANXAZ2 depletion and hypoxia
treatment compared to control cells. Biotinylated lodoacetamide (BIAM) assays were
done to assess the oxidation of reactive Cys residues in redox sensitive proteins upon
hypoxia (1% O2). Intracellular ROS level was also analyzed in ANXAZ2 depleted versus
control cancer cells upon treatment with CoClz. Our results show that ANXAZ2 depletion
in the three cancer cell lines induce higher accumulation of HIF-a compared to control
cells. Interestingly, in HT1080 and A549 ANXAZ2 depleted cells we observed
accumulation of HIF 2- a which was not observed in control cells. We observed
upregulation of PRDX Il (a redox regulatory protein) in ANXA2 depleted MDA MB 231
cells. ANXA2 knockdown cells might be upregulating PRDX Il to compensate for the
loss of the ANXA2 redox regulatory protein. In A549 ANXAZ2 depleted cells we
observed a higher and significant accumulation of VEGFD compared to control cells.
Gene expression results revealed that ANXA2 depletion affects some HIF-a targets, like
GLUTL..

Keywords: Annexin A2 (ANXAZ2), reactive oxygen species (ROS), hypoxia, Hypoxia
Inducible Factor (HIF —a), signaling pathways, antioxidant proteins.
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W
WT: wild type



Estudo do papel da proteina anexina (ANXAZ2) em células cancerigenas durante a hipdxia

“A mente que se abre a uma nova ideia jamais voltard ao seu tamanho original.”

Oliver Wendell Holmes
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1. Introducéo

1.1.Cancro

As células normais colaboram umas com as outras construindo tecidos e 6rgaos
até a formacdo de um organismo adulto. Esta comunicacéo é feita de forma controlada
pelas células vizinhas que asseguram o tamanho e arquitetura adequados dos tecidos e
6rgdos de modo a garantir o bom funcionamento do organismo . Isto significa que uma
célula normal apenas se divide quando Ihe é dada essa instrucéo pelas células vizinhas.
Uma célula cancerigena por seu lado, ndo respeita as instru¢des que lhe sdo atribuidas
pelo seu microambiente, o que se reflete na sua proliferacdo desregulada, podendo até
adquirir a capacidade de migrar desde o tecido onde foi originada e invadir outros tecidos
2, A anormalidade das células cancerigenas se desenvolve de forma gradual e progressiva
até adquirir um comportamento agressivo e invasivo (malignidade), estas fases de
desenvolvimento podem ser visiveis a nivel histoldgico. A acumulacdo progressiva de
mutacdes que afetam a proliferacéo e sobrevivéncia permite que as células cancerigenas
alterem o seu comportamento tornando-se independentes dos mecanismos normais de
controlo do ciclo celular 1.

As células malignas podem entdo apresentar numerosas mutacOes/ alteracdes
genéticas desde, rearranjos, amplificacGes, deleces, mutacdes de nucledtidos, metilacéo
e acetilacdo do DNA entre outras que podem resultar na inativacéo de genes supressores
de tumor, genes que inibem a proliferacdo celular (p53, Rb, APC, PTEN, entre outros)
e/ou ativacdo de proto-oncogenes, genes que induzem a tumorigénese (MYC, RAS, ABL,
BCL-2, entre outros) através do controlo do ciclo celular, sobrevivéncia, apoptose,
imortalizacéo e reparacdo de DNA.

Assim, esta transformacdo de uma celula normal numa célula neoplésica é
caracterizada por trés etapas, nomeadamente: Iniciacdo, Promocao e Progressdo — figura
1.1. O passo de iniciagdo compreende mutacGes devido a danos no genoma que podem
ser originadas por fatores exogenos e/ou enddgenos. Os conservantes utilizados na
preservacdo da comida, estilo de vida, alcool, tabaco, radiagdo ionizante, compostos
quimicos, asbestos e xenobidticos sdo alguns exemplos de fatores extrinsecos com

potencial carcinogénico. De entre 0s agentes intrinsecos destacam-se: a disrup¢do do

1
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sistema imune e subsequente infamacao cronica (ex cirrose), metabolismo (ex. formacéo
de radicais livres durante a respiracdo aerdbia), mutacdes hereditarias.No entanto, apenas
5 % dos cancros sdo hereditéarios e os restantes 95 % devem-se sobretudo a fatores
extrinsecos >4,

Na fase de promocéo, existe um crescimento clonal seletivo da célula alterada que
da origem a uma pré-neoplasia. O crescimento e proliferacdo celular sdo crucias para a
ultima etapa do desenvolvimento tumoral: Progressdo; nesta fase as células adquirem
mutacdes necessarias para se deslocarem do seu ambiente de origem, migrarem e
invadirem outros tecidos formando novos focos tumorais, ou tumores secundarios

designados por metastases .

Iniciagdo Promogao _

l_l_\ I l | I | l 1

e Célula Carcinoma in
Epitélio  geneticamente ) Displasia situ invasivo
normal alterada Hiperplasia f
Membrana — it GO0D S
basal
Vasos
sanguineos

Migragao

fravée d Invasdo dos
« atraves ca - tecidos
corrente

, adjacentes
sanguinea

Figura 1.1 - Modelo da carcinogénese: Iniciacdo, Promoc¢ao e Progressao. A carcinogénese comega quando
uma célula geneticamente alterada de uma populagdo normal sustem capacidades proliferativas e de sobrevivéncia
conseguindo escapar & morte celular e prevalecendo nessa populacéo - Iniciacdo. Esta célula aparentemente normal da
origem a inimeros clones (hiperplasia). Apos alguns anos, uma destas células adquire novas mutagdes que levam um
crescimento descontrolado, perda da orientacao, resisténcia a apoptose, alteragces na forma, no tamanho e nimero de
mitoses (Displasia) levando a formagéo de tumores — Promocdo. As células continuam a adquirir alteracdes genéticas
que levam um tumor benigno degradar a matriz extracelular e invadir os tecidos e vasos sanguineos ou linfa passando
a ser considerado maligno - Progressdo. As células nesta fase de migracdo, extravasam a vasculatura e quando
encontram condigdes propicias ao seu desenvolvimento estabelecem novos tumores designados de metastases.
Adaptado de Weinberg 1996.

O fenotipo maligno é portanto o resultado destas alteraces que permitem a célula
ganhar uma série de caracteristicas que Ihes confere vantagens como a inibi¢éo do sistema
imune, aquisicdo de recetores de superficie, enzimas para degradar/proteolisar barreiras
anatomicas, citoquinas e fatores angiogénicos para facilitar a mobilidade e o aporte de

nutrientes e oxigénio. Consequentemente, estas alteracbes levam a mudancas do
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comportamento celular como: crescimento descontrolado, resisténcia a inibicdo por

contato, instabilidade gendémica e propriedades metastaticas -ver figura 1.2.

L . Inibigdo de genes
Ativagdo de vias supressores de
de sinalizagdo

Resisténcia a
destruigdo pelo

Metabolismo sistema imune

desregulado

Resisténcia

Replicaca
& apoptose eplicagdo

Imortalidade

Mutagdes e Processos
instabilidade Inflamatérios
gendmica

Angiogénese Invasdo e

Metastizagdo

Figura 1.2. Marcas do cancro. A investigacdo avangada no cancro revelou iniimeras capacidades que as células
cancerigenas adquiriram para escapar aos mecanismos de defesa do nosso organismo e formar neoplasias. A
instabilidade gendmica e alteracBes génicas devido a mutagdes sdo 0s principais guias da progressdo tumoral. Os
processos inflamatorios designados para combater as infecdes e restabelecer o tecido ap6s um corte podem favorecer o
crescimento e sobrevivéncia do tumor através dos sinais citoquimicos enviados pelas células do sistema imune. O
crescimento tumoral pode levar a zonas de hipdxia obrigando as células a recrutarem fatores indutores de novos vasos
sanguineos, favorecendo a malignidade e originando tumores secundarios devido a capacidade de invasdo e
metastizacdo que estas células desenvolvem. Adaptado de 1°

Descobertas feitas por arqueologistas revelaram a ancestralidade do cancro: a
analise de um esqueleto humano com cerca de 2700 anos revelou evidéncias de um cancro
da préstata que se espalhou para 0s 0ssos. Outras evidéncias foram encontradas em
mUmias, fosseis de animais e outros primatas .

Hipdcrates, fisico grego e pai da medicina (460-370 a.C.), descreveu pela
primeira vez o cancro como um “caranguejo” devido a irrigacdo sanguinea na maioria
dos tumores semelhante a um organismo com varias patas, um caranguejo %’. Sdo raras
as evidéncias na pré-historia de cancro em humanos, no entanto, a falta de evidéncia e
métodos de diagndstico deixa muitas lacunas por preencher de como e o que é que levou
ao desenvolvimento do cancro nestes organismos ’.

Ao longo dos anos a incidéncia de cancro na populagdo tem vindo a aumentar,
podendo ser devido a dois fatores principais: aumento da esperanca média de vida, pois
ao longo dos anos 0s nossos mecanismos de reparacdo de danos no DNA deixam ser téo
eficazes, e exposicdo a agentes cancerigenos como tabaco, quimicos, radiagdo, infecoes

entre outros %8, Tipicamente sdo necessérias décadas para uma célula adquirir todas as
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transformacdes necessarias, sem serem reparadas pela maquinaria da céelula e entdo se
transformar numa célula cancerigena. Por este motivo, o cancro € mais comum em
pessoas com idade mais avancada °.

Cerca de 90% das mortes relacionadas com o cancro devem-se a formacao de
metastases. O cancro constitui um enorme problema de salde global causando mais
mortes do que o HIV, tuberculose e malé&ria em conjunto. Em 2008 foram diagnosticados
12.7 milhdes de casos e registadas cerca de 7.6 milhGes de mortes causadas por cancro
no mundo segundo a American Cancer Society. Em 2030 sdo estimados cerca de 21.4
milhGes de novos casos e espera-se cerca de 13.2 milhdes de mortes associadas ao cancro
devido ao crescimento e envelhecimento da populagéo °.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, em Portugal a mortalidade por cancro
mais comum nos homens deve-se a cancro do pulmao (19.3%), colo rectal (15.3%),
préstata (11.8%), gastrico (9.7%) e pancreatico (4.8%). Nas mulheres, as mortes mais
comuns devem-se principalmente a cancro da mama (16.9%), colo rectal (16.3%),
gastrico (9.4%), pulmao (8%) e linfomas (6.2%). Estes dados séo referentes a 2014 °.

Apesar dos avancos na ciéncia e sobretudo na investigacdo em cancro, todos 0s
esforcos sdo necessarios para compreender melhor esta doenca e torna-se cada vez mais
necessario incentivar a adocao de novas medidas e estilos de vida diferentes na populagéo
como: dietas saudaveis, atividade fisica, entre outros de forma a prevenir um dos maiores

assassinos do mundo.

1.2 Hipoxia

Durante a progressao tumoral, a expansao e crescimento das células cancerigenas
podem levar a formacdo de massas compactas (tumores solidos). A proliferacdo répida,
anomalias estruturais e funcionais e a alta taxa metabolica associadas podem causar uma
grande reducio de O dentro do tumoraté valores fisioldgicos muito baixos %!, Esta
reducdo, conhecida como hipdxia tumoral, é caracteristica de tumores sélidos. Devido ao
aumento de massa tumoral as células do centro desta massa ficam sob tensfes muito
baixas de oxigénio, e ndo conseguem ter acesso aos suplementos essenciais para continuar

a dividir-se 213,
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A descoberta da hipoxia tumoral € relativamente recente. Foi ha 60 anos, quando
Thomlinson and Gray observaram que 0s tumores apresentavam regides com baixos
niveis de oxigénio e viram que havia uma relacéo de distribuic&o entre &reas necroticas e
a vasculatura %2,

Hypoxia inducible factor (HIF) é um sensor molecular de Oz que atua como fator
de transcricdo responsavel pela transcricdo de genes que promovem a proliferacdo,
sobrevivéncia celular e adaptacéo a condicdes de hipoxia. O HIF pertence a uma familia
de fatores de transcricdo caracterizada como basic-loop-helix-loop que se liga ao DNA
na forma de heterodimero; na sua constituicao verifica-se uma subunidade a regulada por
oxigénio (HIF -1a; HIF-2a; HIF-3a) e uma subunidade HIF-1B, metabolicamente
estavel, a qual dimeriza com HIF-a em condicdes de hipoxia *°. Todas as isoformas a
agem como sensores dos niveis de oxigénio *°.

O HIF-a € entdo produzido em condicdes de normoxia no citoplasma com tempo
médio de vida de 10 minutos 2. Contudo, quando a quantidade de O exigida ¢ superior a
disponivel, as células entram em hipdxia e consequentemente sofrem uma crise
metabdlica que as obriga a adaptar-se a esta situagdo por forma a sobreviverem 7. Desta
forma, o tempo de vida do HIFa é mais longo em hipdxia, ativando inimeras vias de
sobrevivéncia o que Ihe confere a caracteristica de um importante regulador metabolico.
A regulacdo deste fator é controlada sobretudo pelos niveis de O disponiveis, ou seja,
menos oxigénio mais estabilidade da proteina HIF o 8.

A maioria do O2 é consumido pela mitocondria deixando uma parte livre para
outras di-oxigenases ndo mitocondriais como é o caso das hidroxilases de prolina (prolyl
hidroxilases, PHD) e do fator de inibigdo do HIF (factor inhibiting HIF, FIH) *’. As PHD
ttm como substrato o HIF-a ao qual adicionam grupos hidroxilo (OH) que séo
reconhecidos, mais tarde, pela ligase de ubiquitina pVHL, uma proteina supressora de
tumores que também ¢é responsavel pelo recrutamento de outros elementos que
conjuntamente com as elonguinas B, C e cullin-2 formam um complexo de ubiquitinases
levando o HIF o & degradacéo pelo proteossoma °. O FIH, por outro lado, hidroxila o
residuo de Asp®® de HIF - a, inibindo a interagio da subunidade o com o complexo
CBP/p300 e a subunidade HIF -1p 7.

Em condigdes de hipoxia este ciclo producéo-degradacao é interrompido visto que
as hidroxilases ficam impossibilitadas de exercer a sua fungdo sem O2°. A concentragio

celular de HIF-o aumenta no citosol e migra para o nucleo onde dimeriza com o complexo
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HIF -1B e se associa aos co-factores CBP/p300 resultando na transcricdo de genes
envolvidos na sobrevivéncia, angiogénese, eritropoiese, glicolise e transporte de glucose
para dentro das células permitindo que sobrevivam em condi¢fes adversas — ver figura
1.3 (Weinberg, 2014).

Elonguina €

. G
Hidroxilases Elonguina B Wil oy
de prolina } Degradagdo
(PHD) : via
i I @ w proteossoma
+0 econhecimel
5 P ~
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Figura 1.3. Hypoxia inducible factor alpha (HIF — &) é gerado no citoplasma. Em condigdes de normoxia
é hidroxilado pelas PDH e marcado com ubiquitinas (pela pVHL) e posteriormente degradado via proteossoma. Em
condicdes de hipdxia, as PDH s&o impossibilitadas de exercer a sua funcédo devido ao défice de Oz e HIF-a ¢ estabilizado
e migra para o nucleo onde dimeriza com a sub-unidade HIF -1, metabolicamente estavel, e se associa a0 complexo
CBP/p300 induzindo a transcricdo de genes que promovem a sobrevivéncia, mecanismo glicolitico, adaptacao
metabdlica, etc. Adaptado de 2.

1.2.1 Resposta hipdxica

Na década de 90, Semenza et al preconizou a identificacdo de uma regido
promotora em alguns genes relacionados com a homeostasia sistémica, local ou
intracelular, sobrevivéncia, proliferacdo ou genes cuja expressdo esta de certa forma
relacionada com os niveis intracelulares de O, %°.

Hoje sabe-se que HIF é um fator de transcricdo que regula uma grande variedade
de genes cuja funcdo vai desde a proliferacdo celular (ex. ciclinas, IGF, TGF),
sobrevivéncia (ex. IGF-BP, TGF), apoptose (ex. NIP3), motilidade (TGF), eritopoiese
(EPO), angiogénese (VEGF), invasdo/metastizacdo (CXCR4, MMP2, FN1, Colagénio
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tipo V, UPAR), metabolismo glicolitico (GLUT1, LDHA, ENO), resisténcia a drogas
(MDR1), entre outros ?*-23,

Existem dois fatores maioritariamente envolvidos na resposta ao stress hipdxico:
AMPK (AMPK-activated protein kinase) e o HIF. A AMPK atua como um sensor de
energia, sensivel a mudancas da concentracdo de ATP intracelular.

Um dos mecanismos imprescindiveis as células cancerigenas, € o mecanismo
glicolitico (por exemplo, via GLUT1, LDHA) e importe de ATP durante a hipdxia; o
aumento da atividade transcricional de HIF leva a um aumento significativo do importe
de glucose e consequentemente da quantidade de ATP mediada pela glicdlise, a via
priméria de producdo de ATP nas células cancerigenas; 1 molécula de glicose
metabolizada em 2 ATP— ver figura 1.4. No entanto, apesar da respiragdo oxidativa ser
muito mais vantajosa a nivel energético (32 ATP) as células cancerigenas mantém o
mecanismo glicolitico mesmo na presenca de oxigénio — chamado efeito de Warburg *'.
Uma possivel explicacdo para esta preferéncia deve-se ao facto da glicdlise atuar como
um gerador independente de ATP cujos intermediarios funcionam como precursores de
moléculas envolvidas no crescimento e proliferacdo celular como por exemplo, na
biossintese de acidos nucleicos, aminoacidos e lipidos. Desta forma, ao blogquear o Gltimo
passo da glicolise (ciclo de Krebs), as células cancerigenas asseguram a acumulacdo dos
intermediarios necessarios para a biossintese 222, Este bloqueio é possivel devido a
ativacdo da cinase desidrogenase de piruvato (piruvate dehydrogenase kinase, PDK) por
HIF que por sua vez inibe a desidrogenase de piruvato mitocondrial (piruvate
dehydrogenase, PDH) reduzindo o importe de piruvato (e conversdo para acetil CoA)
para o ciclo do &cido Tricarboxilico ou ciclo de Krebs ver figura 1.4. O subtrato 2-
oxoglutarato é um dos intermediarios do ciclo de Krebs, utilizado pelas PHD para exercer
a sua atividade de hidroxilase. O facto das células reduzirem/inibirem a atividade do ciclo
de Krebs e o0 consumo de oxigénio, ndo s6 economiza a utilizacdo de O,, como também

contribui para a acumulagio de HIF-a por reducéo de uns dos substratos das PHD?. Visto
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que a glicolise consegue atuar independentemente dos niveis de O, acaba por ser muito
mais vantajoso manter um mecanismo glicolitico, pelas razdes mencionadas acima 2°
Um dos principais genes regulados por HIF é o VEGF - figura 1.3. A proteina
VEGF liga-se ao seu recetor (VEGFR) ativando a proliferacdo de células endoteliais
formando uma nova vasculatura (angiogénese/linfangiogenese). Elevados niveis de
VEGF levam a formacéo de uma vasculatura tumoral deficiente, tortuosa, desorganizada
e com maior permeabilidade 2°. Este passo é fundamental para a expansdo tumoral visto

que permite, em conjunto com outros fatores (como por exemplo a ativacdo de
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Figura 1.4. HIF e o metabolismo glicolitico. Em células cancerigenas em hipoxia, HIF o é estabilizado
reforcando o importe de GLUT1 aumentando o transporte glicolitico. A enzima Desidrogenase de Lactato A
(LDHA) converte o piruvato a lactato que depois € transportado para fora da célula e é utilizado como substrato na
respiragdo por outras células ndo-hipoxicas. O piruvato, considerado um ponto de controlo metabdlico crucial,
pode ser convertido em acetil-coenzima o complexo desidrogenase de piruvato (PDH) permitindo a entrada desta
no ciclo de Krebs (células normais). No entanto, em células cancerigenas em hipoxia, a cinase desidrogenase de
piruvato (PDK1), ativada por HIF1, tem como alvo fosforilar o dominio catalitico de PDH, impedindo-o de
converter o piruvato em acetil CoA inativando toda a maquinaria seguinte. Desta forma é favorecido o metabolismo
glicolitico como fonte de ATP, biossintese de acidos nucleicos e lipidos. Adaptado de 21
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metaloproteases -MMP2) a intravasao das células na corrente sanguinea e colonizacao
de outros tecidos, formando tumores secundarios — metastases — figura 1.3 (SCHULZ, W.
A. 2005; Gilkes, 2014).

Este stress hipoxico induz uma vasta gama de alteracdes na estrutura da
mitocondria, atividade e instabilidade gendmica. Consequentemente estas alteracfes
geram disfuncdo mitocondrial que por sua vez, leva a stress oxidativo, levando a uma
diminuicdo da producdo de ATP, acumulacdo de mutagdes (DNA mitocondrial),
formacéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e aumento do dano oxidativo. Estas
espécies medeiam por sua vez a estabilizacdo de HIF-a atraves da oxidacdo do ido de
ferro, [Fe(1l) >Fe(l11)] impossibilitando as PHDs de exercerem a sua fun¢do, mecanismo

descrito nas secgdes seguintes 2729,

1.2  Espécies reativas de oxigénio - ERO

O nivel de oxigénio na atmosfera tem um papel crucial durante a evolugdo desde
uma realidade virtualmente andxica de cerca de 15 % de O atmosférico h4 1.8 milhares
de milhdes de anos para a situacdo atual de 21 % °°. A respiracio mitocondrial é
responsavel por 90 % do oxigénio consumido por nds, humanos. As células utilizam o
oxigénio como o ultimo aceitador de eletrdes na respiracdo aerdbia para gerar ATP, vital
para a producdo de energia e para o seu funcionamento '’. No entanto, a redugéo
molecular do O2 pode ocorrer de forma parcial gerando espécies reativas de oxigénio
(ERO). As ERO intracelulares sdo entdo sub-produtos da reducdo incompleta do oxigénio
(O2) que resultam em espécies altamente reativas com DNA, lipidos e proteinas. De entre
estas espécies reativas destacam-se: o0 anido superoxido (O2’), peréxido de hidrogénio
(H202) e o radical hidroxilo (HO"). O Oz é formado durante a respiracdo oxidativa através
da redugdo molecular incompleta do Oz e é rapidamente convertido em H20>, de modo
espontaneo ou através da acdo da dismutase de superoxido (superoxide dismutase, SOD)
3132 0 H0,, consegue atravessar membranas celulares por difusdo e através de
aquaporinas. O H20: interage com ides de ferro Fe 2* ou Cu* oxidando-os, e ficando
reduzido ao radical OH" - reagdo de Fenton 3!. O OHé a molécula mais instavel, com
tempo de vida curto (10 segundos) e responsavel por danos sobretudo ao nivel do DNA.

Devido a elevada reatividade de OH", este rapidamente ataca 0 DNA oxidando bases e
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causando quebras nas cadeias simples e duplas, modificagédo das bases purina e pirimidina
ou até mesmo o bloqueio das DNA/RNA polimerases levando a erros de replicacdo e
instabilidade gendmica, associados a carcinogénese 3. O O, possui também um tempo
de vida curto tendo sido originalmente proposto a teoria de que participava na sinalizacdo
celular, no entanto hoje em dia sabe-se que esta molécula é o percursor de H2O2 que por
sua vez tem uma funcdo de mensageiro secundario em vias de transdugéo de sinal *°.

As mitocdndrias sdo 0s organelos de maior consumo de oxigénio e por sua vez
sdo consideradas o organelo que mais contribui para a producdo de ERO intracelular,
através dos complexos I, 11 e 111 1%

As ERO podem também ser produzidas apds estimulos celulares, de forma
induzida pelas NADPH oxidases (NOX), responsavel pela formacao da primeira espécie
reativa: O>. As NOX sdo complexos enzimaticos essencialmente localizados na
membrana plasmatica mas também nas mitocondrias e no reticulo endoplasmatico e
constituem os principais produtores enzimaticos de ERO 8. As células possuem um
elevado numero de dismutases de superdxido, enzimas responsaveis pela dismutagéo do
Oz em H20>, que é novamente convertido em H20 por peroxidases de tiorredoxina, como
as peroxirredoxinas e por peroxidades de glutationa no citosol e nas mitocéndrias (estes
sistemas antioxidantes serdo descritos em detalhe adiante). O stress oxidativo causado
pelo aumento dos niveis intracelulares de ERO pode ter causas naturais como situagdes
de exercicio fisico extremo ou resposta inflamatoria, mas também pode ter causas nédo
naturais como a ingestdo de xenobioticos; ex: substancias quimicas presentes em
pesticidas 36:3940,

As fontes de ERO podem ser enddgenas como referido acima ou exdgenas como
é 0 caso do tabaco, uma fonte carcinogénica de ROS que pode causar um aumento de
danos oxidativos no DNA num ratio de 30-50%; e a radiacdo ionizante 3. As células,
incapazes de remover os danos tentam recorrer a morte celular programada para garantir
que as mutacOes criadas por ERO ndo sdo herdadas pelas células filhas; contudo sob
certas circunstancias, essas mutacfes conferem a vantagem de resistir a apoptose
aumentando desta forma a probabilidade de um crescimento tumorigénico .

Estudos revelam que quando a célula atinge niveis aberrantes de ERO, que
ultrapassam a capacidade celular de inativar ERO, pode causar danos irreversiveis,
implicados em varios eventos celulares como proliferacédo, diferenciacéo, adaptabilidade

metabdlica, migracdo e apoptose, causando o desenvolvimento de doencas como o
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cancro, doengas neuro degenerativas, cardiovasculares, gastrointestinais e diabéticas
15,31,32,42

1.3 ERO e estabilizacdo de HIF-a

O HIF-a responde ndo so6 a estimulos hipoxicos mas também a estimulos néo
hipéxicos como a insulina, entre outros, que também induzem ERO como parte das
cascatas de sinalizacdo interferindo diretamente com a estabilizacdo de HIF-a em células
mesmo em normoxia >#3, Sabe-se que as mitocondrias possuem também um papel de
sensor 0s niveis de oxigénio devido a sensibilidade do complexo Il no qual esta
envolvido a cadeia de transporte de eletrdes (electron transport chain — ETC). Estudos
demonstraram que sob condi¢des de hipoxia (1.5 % O>) este organelo produz uma elevada
quantidade de ERO proveniente especialmente da ETC cuja atividade contribui para um
dos mecanismos de inativacio das PHD e da degradacéo de HIF-a 3%, As PHD requerem
a presenca de trés substratos para operar: O, 2-oxoglutarato (mencionado anteriormente)
e Fe[ll]. As ERO conseguem regular a atividade catalitica das PHD na medida em que
interfere com a quantidade de Fe[ll] disponivel para o funcionamento das PHD *. A
reacdo de Fenton caracteriza-se, portanto, pela oxidacéo de Fe[ll] a Fe[Ill]: H.O2 + Fe[ll]
— OH® + OH™ + Fe[lll]. Esta reacéo inibe as PHD contribuindo para a estabiliza¢éo de
HIF-a e transcrigdo de genes regulados por este fator de transcrigdo *°.

Estudos in vitro e in vivo demostraram que células em hipdxia sao
caracteristicamente resistentes a radiacdo ionizante e algumas drogas anticancerigenas
4647 Este facto esta correlacionado com um mau progndstico em varios tipos de cancro
devido a fatores como: (1) a hipdxia induz a paragem do ciclo celular ou diminui o racio
de proliferacdo. Tendo em conta que algumas drogas atuam sobretudo em células em
proliferacdo (ex: taxanos e antraciclinas) torna-se dificil induzir a morte das células alvo;
(2) Distancia da vasculatura. Devido & distribuicdo ndo-homogénea da vasculatura, estas
drogas ndo conseguem atuar em células distantes dos vasos sanguineos; (3) amplificacdo
de genes (ex. RAS, MYC) e (4) producéo de proteinas que conferem quimioresisténcia
(ex. ANXA2) %8,

Vaérias drogas quimioterapéuticas levam a morte celular através de mecanismos

que induzem a producdo de ROS, ex. etoposido, doxorubicina, tamoxifeno. No entanto,
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células em hipoxia aumentam a sua capacidade antioxidante como resposta ao stress
oxidativo a que se encontram sujeitas. Devido a este aumento do sistema antioxidante,
quando introduzido um tratamento quimioterapéutico que induz ROS, as células ja
possuem uma certa resisténcia a este mecanismo, 0 que por sua vez ird contribuir mais
uma vez, para a estabilizacdo de HIF-o— figura 1.5 2/34°, Estudos mostraram que HIF-a
estimula também a expressdo de genes que codificam para proteinas antioxidantes em
ratinhos como o SOD2 2. Em correlacio com estes factos, a deplecdo de HIF levou a
reducdo de outras proteinas com func@es antioxidantes HMOX1 e outros, que por sua vez,
levou a consequentes niveis elevados de ERO, quebras no DNA e morte celular por
aumento transcricional de p53, o guardifo do genoma *°. A atividade do p53 e os niveis
de ERO foram significativamente atenuados com a adi¢do de antioxidantes, o que revela
evidéncias suficientes de que as células necessitam manter os niveis de ERO controlados

para que estes ndo se tornem citotoxicos e a célula cancerigena consiga sobreviver 2351,

1.4 Sinalizag&o celular mediada por ERO

Existem dois fatores importantes que contribuem para determinar a interacdo
de ERO com o alvo: o organelo onde € produzido e a reatividade do alvo. O local onde a
ERO é produzida é muito importante no caso de moléculas que apresentem um fator de
difusdo limitado. Visto que estas moléculas ndo conseguem regular ao longo da via de
sinalizacdo, mas apenas inicia-la ou inibi-la, o alvo apenas é atingido se estiver
relativamente perto das moléculas de ERO °2. Desta forma o sitio onde é produzido pode
também permitir a acumulacdo local de ERO, pelo que a sua distribuicdo na célula ndo é
uniforme e a ativacao das vias pode acontecer de forma oportunista A reatividade do alvo
por sua vez engloba propriedades quimicas e estruturais como por exemplo, a existéncia
de grupos —S" (ido tiolato) que permitam a interacdo entre a ERO e o alvo proteico. >3,
Normalmente, as células utilizam niveis transientes de ERO para ativar mecanismos de
proliferacdo e sobrevivéncia *¢. O H,0O- atua como segundo mensageiro para regular a
transducéo de sinal ativando varias vias de sinalizagdo— ver figura 1.5 31%*, As proteinas
com residuos de cisteina reativos sdo os principais alvos redox do H2O». As cisteinas
podem existir sob duas formas: na forma sulfidrilo (Cys -SH) ou como aniéo tiolato (Cys-

S’) que é muito mais reativo, reversivelmente oxidado (enquanto que os grupos —SH néo
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sdo). Contudo, em ambientes basicos estas cisteinas podem aumentar a sua reatividade
com H.02, % A reagdo de ionizacdo da-se por substituicdo nucleofilica (SN2) e quanto
menor for a estabilidade do grupo tiolato, maior serd a magnitude da reatividade com
H20:.

Mitocondria

[Pk jprs—
L _ y N\ Ex:GLUTL /* Adaptagio |
= (_HIFs ) metabélica

e EcNfr2
} /

Sobrevivéncia
Crescimento
Proliferagdo
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Figure 1.5. Espécies reativas de oxigénio (ROS) ativam vias de sinalizagdo celular. O peréxido de
hidrogénio (H202) derivado nas NADPH oxidases (NOX) entra na células por aquaporinas e/ou difusdo membranar
reagindo com varios alvos levando a ativagao de vias indutoras de sobrevivéncia, crescimento e proliferagdo celular.
Algumas das vias mais sensiveis estdo mencionadas. Sao elas: PI3K/AKT por inibic¢do do inibidor da via (PTEN), HIF-
a por inibicdo das hidroxilases de prolina que regulam a degradacdo de HIF, um potente fator de transcrigdo e
adaptacdes metabdlicas de forma a controlar os niveis de ROS intracelulares, as células produzem mais antioxidantes
para manterem os niveis redox moderado. Adaptado de *7.

A elevada difusibilidade, estabilidade e especificidade de H2O, para marcar
varios alvos (proteinas-S°) desde proteinas antioxidantes (GSH, PRDX, TRX), fatores de
transcricdo (AP-1, NRF2, CREB, HIF-1, TP53, NF-kB, NOTCH e outros), cinases
(PI3K/AKT, JNK) ativando-as, fosfatases (PTEN) inibindo-as, permite que esta molécula
ative processos como a proliferacdo, migracao, diferenciagio e apoptose 3"°1. Uma outra
caracteristica do H>O» é que este consegue regular positivamente a producdo dos seus
inibidores (proteinas antioxidantes). Desta forma, a célula consegue rapidamente reverter
0s niveis de H202 para niveis basais, apos a transducéo de sinal, evitando a danificagdo
de estruturas celulares. Um exemplo é o fator de transcricdo Nrf2 que regula a expresséo
de antioxidantes como NAD(P)H, SOD, catalase, HO-1, TRX, GST que se sabe estarem
envolvidos na resisténcia a quimioterapéuticos *°; alguns descritos na sec¢do Sistemas
Antioxidantes desta tese. Todas estas caracteristicas fazem do H2O2 um mensageiro

secundario muito eficaz 36°. Estes mecanismos referem-se sobretudo a mecanismos
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mediados diretamente por H.O, no entanto esta molécula pode ainda gerar outros
mensageiros secundarios; as ERO produzidas pelas mitocondrias podem levar a
peroxidacgdo de lipidos formando lipidos eletrofilicos reativos que atuam como segundos
mensageiros na ativacdo de cinases mitogénicas - ex. MAPK/INK, p38/MAPK,
MAPK/ERK 5%,

Em suma, as ERO parecem ter um papel ativo na progressdo tumoral, no entanto,
uma ativacdo oncogénica das NOX obriga a célula a destoxificar muito mais ERO para

minimizar uma acumulac&o letal e adaptar-se — ver figura 1.6 .

1.5 Destoxificacdo e adaptacdo REDOX

O metabolismo glicolitico providencia as células os metabolitos que estas
necessitam para a biossintese de macromoléculas e de ERO para que as células se
adaptem ao stress metabolico e proliferem °’. Os niveis excessivos de ERO sdo
contrabalancados pela atividade de sistemas antioxidantes que os neutralizam *°. Por este
motivo, a regulacdo dos niveis de ERO intracelular é feita a nivel da sua produgdo e
degradacéo 7. Existem diversos sistemas antioxidantes como por exemplo a peroxidase
de glutationa (GSH), dismutase de superdéxido (SOD) e Tiorredoxina (TRX) que estdo
presentes por toda a célula de forma a minimizar o stress oxidativo e tentar estabelecer
um equilibrio redox 2>%. A producéo destes antioxidantes ¢ mediada pela estabilizacdo
do fator de transcri¢cdo Nrf2, quando os niveis de ERO sdo elevados. Esta inducgdo faz
todo o sentido se pensarmos que as células cancerigenas sdo sujeitas a stress oxidativo
que pode trazer vantagens quando os niveis de ERO sdo moderados ativando vias de
sinalizagdo de proliferagéo e sobrevivéncia, no entanto, necessitam de um feedback
negativo para que esses niveis nao se tornem citotoxicos e danifiquem a célula ou ativem

mecanismos de apoptose 2>3"5" — figura 1.6.
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Figura 1.6. Geracdo de ERO e niveis de toxicidade. A estimulagdo de ERO (por oncogenes, mutagdes em
genes supressores de tumores, mutagGes mitocondriais e hipoxia) estimulam a tumorigénese. O balanco entre a
geracdo e a eliminagdo de ERO ¢é importante pois a célula necessita de manter niveis moderados que estimulem a
progressdo tumoral.

1.6 Sistemas antioxidantes

Como referido anteriormente, os niveis elevados de ERO séo contrabalancados
pela producdo de antioxidantes que neutralizam estas moléculas. Uma proteina
antioxidante é caracterizada por: ter especificidade por um determinado radical livre;
capacidade de reduzir outras proteinas antioxidantes (como a TRX e GSH) de forma a
que estas mantenham a sua funcdo podendo ser reciclada novamente; existir em grande
quantidade nos tecidos; ser capaz de atuar em meio aquoso e membranar — figura 1.7 *°.

A classe de antioxidantes mais eficiente é a classe enzimatica: As dismutases de
superdxido (SOD), catalase, peroxidases de glutationa e de tiorredoxina. No entanto
também existem antioxidantes ndo enzimaticos como é o caso das vitaminas C e E,
carotenoides, antioxidantes de tiol (glutationa, tiorredoxina, e acido lipolico), entre

outros. %860,
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1.7 Antioxidantes enzimaticos

1.7.1 Dismutases de superoxido
As SOD possuem um papel primério durante a formacéo de ERO pelas NOX. Esta

enzima (SOD) é responsavel pela dismutagdo de Oz em H20, 58%°. No corpo humano
existem trés isorformas: extracelular (EC-SOD), citoplasmatica (Cu, Zn-SOD) e
mitocondrial (Mn-SOD). Estas enzimas eliminam o O2", de forma sucessiva, atraves de
reagdes de oxidacao-reducdo de um ido metalico (metal de transicdo — cobre ou zinco)

situado no seu centro ativo .

1.7.2 Catalase
A catalase é uma enzima altamente conservada em diversos organismos (plantas,

animais e algumas bactérias). Localizada no peroxissoma, esta enzima é extremamente
eficaz na conversdo de H.0> em H>O e O2. Apenas 1 molécula de catalase consegue
converter aproximadamente 6 milhdes de moléculas de H>O, **. Em alguns tumores, a
diminuicdo da capacidade de destoxificacdo de perdxido de hidrogénio deve-se a uma

diminuicdo dos niveis da catalase °°°,

1.7.3 Peroxidases de glutationa
As peroxidases de glutationa podem existir em duas formas: selénio-dependente

(glutationa peroxidase-GPx) e selénio-independente (glutationa-S-transferase - GST).
GPx atuam juntamente com o tripéptido de glutationa (GSH) adicionando dois eletrdes
para reduzirem os peroxidos levando a formacdo de selenol (Se-OH). As propriedades
destas selénio-enzimas permitem ter como substrato o H>O2 ou um perdxido organico
(ROOH"). O H20; é convertido pela catalase em &gua ou &lcool; e simultaneamente o
GSH é oxidado, GSSG. Os peréxidos (ROOH) sdo eliminados de forma a ndo serem

usados como substratos para a reacio de Fenton que leva a formagcéo do radical OH" 3.

1.7.4 Peroxidases de tiorredoxina
As peroxidases de tiorredoxina utilizam a tiorredoxina como doador de eletrbes

para reducdo de ERO 512, Em vez de utilizarem cofatores metalicos para a sua atividade
redox, estas peroxidases contém residuos de cisteina reativos no dominio de reducédo de

perdxidos, estando sobrexpressas em vatios tipos de cancro e associadas sobretudo a
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inibicdo da apoptose 3. Esta sua caracteristica redox distingue esta enzima de outras

peroxidases .

1.74.1 Peroxirredoxinas

As peroxirredoxinas (PRDXs) sdo peroxidases de tiorredoxina que constituem
uma familia de proteinas antioxidantes conservadas ao longo da evolugdo. Tal como as
GPx, as peroxirredoxinas predominam de forma relativamente abundante no citosol,
mitocondrias e reticulo endoplasmatico %. Existem seis proteinas da familia das PRDXs
(1, 1, 11, 1V, V, VI) cuja constituicdo também apresenta um dominio de cisteinas (cys)
em ambas as extremidades da proteina que é oxidado pelo H-O> e reduzido pela TRX
redutase completando o ciclo catalitico ®. As PRDX | e PRDXII sio as que existem em
maior quantidade no citosol. As restantes estdo distribuidas pelas mitocondrias (PDRXIII
e V), no reticulo endoplasméatico e alguns peroxissomas (PRDX V), e no nucleo
(PRDXV). A PRDXVI reside sobretudo no citosol 67%, Estudos revelaram que as PRDX
estdo em niveis elevados em varios cancros, sobretudo em cancro da mama, sugerindo
que estes antioxidantes possuem um papel protetor na sobrevivéncia das células
cancerigenas e sdo umas das proteinas que se destacam por serem responsaveis pela
resisténcia a quimioterapéuticos 0%, Em situagOes de stress oxidativo, a PRDX 1l
participa na sinalizacdo redox, e pode translocar-se para o nucleo, possivelmente para

proteger o DNA de danos causados por ERO °.

1.8 Antioxidantes de Tiol

1.8.1 Glutationa
A glutationa é um tripéptido antioxidante multifuncional ndo-enzimético. E

considerado 0 maior ‘tampao’ celular antioxidante. Distribui-se abundantemente no
citosol, nucleo e mitocdndrias e caracteriza-se por ser o0 antioxidante mais soltvel nestes
compartimentos "*. A sua forma reduzida é GSH e a oxidada apresenta-se sob forma de
glutationa-dissulfeto (GSSG). Este tripéptido possui uma fungdo muito importante
principalmente no nucleo devido a capacidade de regular o estado redox de moléculas
protegendo-as de danos oxidativos ¥. Esta capacidade deve-se ao dtomo de enxofre

presente na sua constitui¢cdo que muito facilmente perde um eletrdo reduzindo as proteinas

17



Estudo do papel da proteina anexina (ANXAZ2) em células cancerigenas durante a hipdxia

alvo participando em vérias reacdes redox %. Isto so é possivel devido ao poder redutor
do complexo fosfato de dinucleétido de adenina e nicotinamida (NADPH) que atua como
aceitador de eletrdes de GSH (NADP* a NADPH), permitindo o regresso a forma
reduzida e desta forma conservar a sua atividade redox. 2°. Entre varias funcdes que
apresenta, a glutationa tem a capacidade de destoxificar diretamente o peroxido de
hidrogénio e regenerar varios antioxidantes protegendo as células contra o stress

oxidativo %,

1.8.2 Tiorredoxinas
As tiorreoxinas (TRX) constituem um pequeno complexo multifuncional que

contém uma proteina redox dissulfeto-dependente e possui duas cisteinas reativas dentro
de um centro ativo, um dominio conservado (Cys-Gly -Pro -Cys). Na sua forma reduzida
(forma ativa), as Trx contém dois grupos —SH que séo convertidos a ligagéo dissulfeto na
sua forma oxidada. Semelhante a glutationa, este antioxidante consegue passar por varias
reacOes redox devido ao poder redutor de NADPH que ajuda a manter a sua funcéo intacta
podendo ser reutilizada varias vezes, apesar de existirem em muito menor quantidade do
que as GSH %%, Em situagOes de stress oxidativo, Trx transloca-se para o nicleo em
resposta a H.02, TNF e radiag&o ionizante onde fica a proteger fatores de transcricdo que
possuam residuos de cisteina reativos; ex. Refl — estado ativo: reduzido 3¢72. Existem
outras proteinas que possuem também atividade redox, sendo a de interesse neste estudo

a anexina A2.
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Figure 1.7. Fontes enddgenas de ROS e atividade redox ROS é produzido pelas NADPH oxidases (NOX),
reticulo endoplasmatico, mitocondrias e peroxissoma. O H202 é a molécula mais estavel de ROS e alvo de antioxidantes
como as peroxirredoxinas, glutationa, catalase, e outras (tiorredoxina e Anexina A2 nao presentes na figura). No entanto
0 H202 pode reagir com ides metalicos (Fe?* ou Cu*) formando o ido OH-, que causa danos oxidativos irreversiveis no
DNA, proteinas e lipidos. O H202 é um potente indutor de sinalizagdo celular através da oxidagdo de tiois (-SH)
promovendo a proliferacéo, diferenciagdo e alteragfes de metabolismo.

1.9 Anexinas

As anexinas (ANXA) constituem uma familia de proteinas (em vertebrados: Al-
A13) que estruturalmente se ligam a fosfolipidos aniénicos de forma dependente de célcio
42 Estas proteinas interagem com varios componentes celulares e membranares que estdo
envolvidos em processos de sinalizacdo intracelular, crescimento e organizagdo
estrutural. Foram pela primeira vez descritas em vertebrados pela sua capacidade de se
anexar ou agregar-se & membrana, no entanto, estas proteinas existem numa vasta
quantidade de organismos desde vertebrados (ANXA), invertebrados (ANXB), fungos
(ANXC), plantas (ANXD) e protistas (ANXE) "5, Estruturalmente, as anexinas
possuem um dominio classico na extremidade carboxilica, bastante conservado com
sequéncias repetitivas de aproximadamente 70 aminoacidos (I-1V). Um destes dominios
contém uma regido uma dobra de endonexina (regido de homologia) que é considerada
como sendo a assinatura das anexinas, uma sequéncia de aminoacidos onde esta
localizada o dominio de ligagdo ao célcio . Cada repeticdo (I-1V) contém cinco hélices

o e um dominio de ligagdo a ides de calcio que liga duas das hélices %73, A extreminade
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amina é variavel entre as anexinas e € responsavel pela sua localizacdo celular e fungéo
especializada como endocitose (anexinas Al, A2 e A6), exocitose (anexinas A2 e A7),
regulacdo de transporte de i0es (anexinas A2, A4, e A6), citoesqueleto (anexinas A2, A3,
A5 e All), trafego vesicular (anexinas A2 e All) e regulacdo redox (anexina A2) mas
também podem estar relacionadas com processos extracelulares como inflamacéo e
apoptose (anexina A1), fibrindlise (anexina A2) e coagulagdo (anexina A5) 36.74.76.77,

A primeira anexina a ser atribuida a funcéo de peroxidase foi a AnnAtl da planta
Arabidopsis thaliana em estudos os quais estabeleciam a potencialidade do papel redox
desta proteina durante o stress oxidativo ®7°,

A caracteristica que distingue as anexinas de outras proteinas que se ligam de
forma dependente de célcio é o seu dominio calcio-dependente que se liga de forma

reversivel a membranas celulares carregadas negativamente 6.

1.9.1 Anexina A2 (ANXA2)

A anexina A2 (também referida como p36, ANXA2, calpactina I, lipocortina II,
cromobindina VIII ou proteina anticoagulante IV de placenta), é uma proteina com 36
kDa cujo gene se localiza no cromossoma 15q22.2 . Inserida na familia das anexinas
dos vertebrados, foi inicialmente identificada em células de aves e mamiferos como
substrato da proteina tirosina cinase (PTK) pp60src, produto da infecdo pelo virus do
sarcoma de Rous que promove a transformacdo celular. A ANXAZ2 esta presente em
varios tipos celulares como, mondcitos, macréfagos, células endoteliais, celulas
mononucleares e numa grande diversidade de células tumorais onde se encontra
maioritariamente distribuida no citoplasma, membrana plasmatica e uma pequena fracédo

localizada no nicleo 749,
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A ANXAZ2 possui um lado concavo e outro convexo: o lado concavo contém a
regido N e C terminal e o convexo contém os dominios de ligagdo a Ca?* e fosfolipidos.
O dominio N-terminal contém a regido de ligacdo a S100A10, um residuo de cisteina
reativo (Cys-8), uma regido de fosforilacdo reconhecida pela pp60src e um dominio de
exportacdo nuclear (nuclear export sequence, NES). Na regido C-terminal encontra-se
outro residuo de cisteina reativo (Cys-334) e dominios de ligagdo para F-actina, fibrina,
RNA, heparina e fosfolipidos de carga negativa — ver figura 1.8 374 A ligacdo da
ANXAZ2 a membrana é feita pelo lado convexo enquanto que o lado concavo fica virado

para o citosol ou para o meio extracelular .

Ligagdo de S100A10

Ser-1
«—— NES
]\ r-11 Tyr-28 Ser-25
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Figure 1.8. Estrutura da proteina ANXA2. A ANXA2 possui duas extremidades: amina (N) e carboxilica (C).
A extremidade amina é a zona de ligagao de modificagdes pos translacionais (acetilagao (Ser-1) e fosforilagdo (Ser-
11, Tyr-23 e Ser-25)). Também se pode encontrar o dominio de ligacdo de S100A10, uma zona de sinal de
exportagdo nuclear (NES) e um residuo de cisteina reativo (Cys-8), associado as fungdes redox da ANXA2. No
dominio C-terminal encontram-se os locais de ligacdo a fosfolipidos de carga negativa, F-actina, fibrina. RNA e
heparina. Adaptado de 7.

A ANXA2 pode existir como monémero ou formar um complexo
heterotetramérico com a proteina S100A10 (p11) (designado por Allt) que atua como um
receptor de plasminogénio, resultando na regulacdo da producéao de plasmina a superficie
celular, crucial para iniciar a fibrinélise e para a degradacdo da matriz extracelular, ou
seja, a ANXA2 atua como recetor de pl1l ancorando-0 a membrana celular. A ANXA2
também protege o pl1 de ser ubiquitinado e degradado via proteossoma. A ativacdo da
plasmina € muito importante na progressdo do cancro pois estas células, macrofagos
associados ao tumor (TAM) e neutrofilos utilizam-na para processos de degradagédo de
barreiras fisioldgicas, favorecendo a invasdo e metastizagdo 4. A forma monomérica é
maioritariamente citosélica enquanto que a outra forma encontra-se predominantemente
ligada & membrana e cada forma é responsavel por diferente funcdes. 481, A acumulagéo

nuclear da forma monomérica tem sido reportada com o papel de proteger o DNA de
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danos causados por stress oxidativo induzido por agentes genotdxicos como a radiagédo
UV, crémio VI e radiacdo gama. 36748182,

Recentemente foi descrito o papel redox de ANXAZ2 pela virtude desta conter um
residuo de cisteina reativo (Cys-8) na sua extremidade amina que em conjunto com a sua
capacidade na reducdo de plasmina, levou Madureira et al., 2011 a postular e confirmar
o papel regulatério redox desta proteina. Esta capacidade redox surge gracas a atividade
da TRX que devolve o estado normal reduzido & ANXA2, pelo que neste sentido a
ANXA2 pode ser considerada uma peroxidase de tiorredoxina. Como descrito
anteriormente, o stress oxidativo aumenta os niveis de ERO intracelular. As cisteinas
oxidadas atuam como um sensor redox que regula a estrutura e funcéo da proteina e por
sua vez a ativacdo de vias de sinalizacdo por forma a atenuar os niveis de ERO; ex.
estimulando a producéo de antioxidantes 4274,

Dados sugerem que a acumulacdo de ANXA2 no nucleo em resposta ao stress
oxidativo deve-se a inativacdo do dominio NES ocorrendo de forma independe de Cys-
8. Estes dados sugerem a forte possibilidade de ANXAZ2 estar envolvida na resisténcia a
quimioterapéuticos, protegendo o DNA através da sua a¢do antioxidante 2%, O H,0;
ataca a Cys-8, resultando na oxidacdo de ANXAZ2 e conversdo de H>O2a H.O. A ANXA2
oxidada serve como substrato ao sistema da TRX que permite a ANXAZ2 ficar reduzida
novamente, ou seja, uma molécula de ANXAZ2 consegue participar em varios ciclos
redox. No mesmo estudo, Madureira et al., 2011 propuseram um modelo mecanistico no
qual descrevem a dismutacéo de H202 a H20O descrito na figura 1.9 esta funcéo faz da

ANXAZ2 (nica entre as anexinas humanas 364282,

22



Estudo do papel da proteina anexina (ANXAZ2) em células cancerigenas durante a hipdxia

“~H0, .

® & €
Trx Trx

..

Trx redutase

ADP*
: NADPH ~—
et HY A

Figura 1.9. Mecanismo de regulacéo redox de ANXAZ2. A oxidacdo do residuo Cys-8 pelo H20:
leva & conversdo de H202 a H20. A ANXA oxidada volta a ficar reduzida pelo sistema redox tiorredoxina

redutase. Uma tnica molécula de ANXAZ2 pode participar em varios ciclos oxidacao-reducdo. Adaptado de
42

No mesmo estudo, as células depletadas de ANXAZ2 apresentavam niveis mais
elevados de ERO e um aumento da ativacdo de varias cinases pro-apoptéticas: p38, INK
e Akt comparativamente as células controlo e consequentemente maior sensibilidade a
morte por stress oxidativo. Para além disso, estas células eram significativamente mais
sensiveis a morte por drogas quimioterapéuticas que produzem ERO, como parte do seu
mecanismo de acdo. As células pulmonares estdo continuamente expostas a stress
oxidativo devido as trocas gasosas entre os alvéolos e os eritrocitos. No entanto, estudos
in vivo em ratinhos knockout (KO) para ANXA2, demonstraram ndo s6 um aumento da
oxidacdo de proteinas em tecidos do figado e do pulmédo comparativamente a ratinhos
WT como também que estas células estavam continuamente expostas a stress oxidativo.
Mais estudos indicaram uma diminuicéo acentuada no crescimento de tumores resultantes
da injecdo subcutanea de linhas celulares cancerigenas depletadas de ANXA2 (HT1080
e Ab49) em ratinhos, comparativamente as células controlo. A administracdo
intraperitoneal de cisteina N-acetilo (antioxidante NAC) reverteu este efeito nos ratinhos
durante o desenvolvimento tumoral 2. Estes resultados sugerem que esta capacidade

antioxidante € importante para a manutencao do equilibrio redox em células tumorais.
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1.9.2 ANXAZ2e o cancro

Estd descrito na literatura que as anexinas estdo significativamente sobre-
expressas em neoplasias e associadas a tumorigénese e mestastizacdo. A ANXA2 ¢
sobrexpressa numa grande variedade de cancros especificamente relacionada com o seu
desenvolvimento, invasdo, mestastases e resisténcia a quimioterapéuticos. A
sobrexpressdo de ANXAZ2 foi reportada em carcinoma hepatocelular, cancro da mama,
pancreas, colorectal, carcinoma renal, ovario, figado, gastrico, pulméo, leucemia e
glioma, normalmente associados a um pior prognéstico 368355, Modelos depletados de
ANXAZ2 revelam a sensibilidade celular para responder positivamente ao aumento
intracelular de ERO induzido por quimioterapia. A expressdo deste antioxidante esta
positivamente correlacionado com um aumento da resisténcia a este tratamento. Estudos
ex-vivo feitos em amostras tumorais do colon e pancreas humanas revelaram niveis
elevados de ANXAZ2 reduzida comparativamente as células normais do tecido adjacente
enquanto que as amostras que ndo apresentavam elevados niveis da forma reduzida de
ANXA2 mostravam niveis elevados de oxidacdo. Estes estudos sugerem que a funcéao
antioxidante da ANXAZ2 é importante para o equilibrio redox de tumores (humanos). Em
geral foi concluido que a perda ou deplecdo de ANXAZ resulta na perda da capacidade
reguladora do equilibrio redox e os tumores que ndo apresentam ANXAZ2 reduzida
tendem a ter uma elevada quantidade de stress oxidativo em experiéncias in vivo e ex vivo
%, A forma heterotetramérica (Allt) também foi reportada em processos celulares
tumorigénicos, em particular: na ativacdo da plasmina. A proteina S100A10 atua como
receptor de plasminogénio enquanto que a ANXA2 atua como ancora do S100A10 a
superficie da célula. Este mecanismo resulta na geracao de plasmina que por sua vez leva
a ativacdo das metaloproteases da matriz levando a remodelacdo da matriz extracelular
(extracelular matrix, ECM). A remodelagdo da ECM é um passo essencial na mobilizagdo
de células tumorais permitindo as células invadirem a matriz e metastizarem 4. A ECM
é composta por aproxidamadente 300 proteinas que regulam a homeostasia dos tecidos,
orgéos, inflamacdo e doencas. Os maiores constituintes da matriz sdo proteinas fibrosas
e proteoglicanos localmente secretados que formam uma rede estrutural organizada na

maioria dos tecidos .

24



Estudo do papel da proteina anexina (ANXAZ2) em células cancerigenas durante a hipdxia

A ativacdo de certas metaloproteases (ex: MMP-9 - colagenase) pode levar a
libertacdo de VEGF sequestrado na matriz contribuindo para a angiogénese tumoral,
essencial para o aparecimento de metasteses — ver figura 1.10. Em suma, pode-se
considerar a ANXA2 como um potencial marcador a ser considerado para

diagnostico/progndstico da doenca, recorréncia metastatica e sobrevivéncia do paciente
74

PESTIGGENS) _ plosmina

C R gecoos

) N

- Metastizagdo

Figure 1.10. ANXA2 promove a tumorigénese e metastizacdo. A ANXA2 catalisa a conversdo do
plasminogénio em proteases de plasmina. A plasmina atica as metaloproteases (MMP) causando a degradacdo da
matriz extra celular (ECM) promovendo a invaséo e mestastizacdo. Adaptado de %2,

A ANXA2 também estd correlacionada com o aumento do recrutamento de
celulas envolvidas em processos inflamatdrios com elevada atividade neoangiogénica em
pacientes com cancro da mama. Esta potencialmente envolvida na resisténcia a drogas
quimioterapéuticas como antraciclinas (impede sobretudo a sintese de DNA/RNA,; inibe
a topoisomerase 1) , e taxanos (disrupc¢ao dos microttbulos) em células MCF-7 de cancro
da mama pouco invasivo e MDA MB 231 muito invasivo. A invaséo e a metastizagao sao
as maiores causas de mortalidade nos pacientes oncologicos. A ANXAZ2 é uma molécula
importante com funcdes regulatorias redox, de adesdo tumoral, proliferacéo, invaséo,
metastases, neoangiogénese pelo que o seu papel é crucial durante a tumorigénese. No
entanto existem muitas lacunas para cobrir e sdo necessarios mais estudos, sobretudo a
nivel bioquimico, vias de sinalizacdo, que possam revelar os efeitos da ANXA2 no
cancro. E necessario o desenvolvimento de terapias direcionadas e marcadores

moleculares sendo que a ANXAZ2 podera ser um marcador a investir pelas caracteristicas
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mencionadas acima pelo que é importante conhecer mais sobretudo os efeitos mediados
na regulacdo de ERO e contribuir para a identificacdo de novas estratégias

anticancerigenas.

1.10 Hipotese
Reunindo todo o conhecimento obtido no capitulo de Introducdo desta tese,

colocou-se a seguinte hipotese:

Se ERO levam a estabilizacdo de HIF-a e ANXAZ2 é uma proteina antioxidante
que inativa ERO, entdo, durante a hipoxia e ao retirar ANXA2 teremos mais ERO e
consequentemente uma melhor estabilizagdo de HIF-a e ativacdo de genes regulados por

este factor de transcricdo, ou seja:

ANXAZ2 diminui a estabilidade de HIF-a.

1.11 Objetivos

O principal objetivo deste estudo foi investigar o papel da proteina antioxidante

ANXA2 apo6s e durante um estimulo hipdxico em células cancerigenas.

1.11.1 Objetivos especificos

De forma a tingir o principal objetivo foram delineados os seguintes objetivos especificos:

a) Analisar a ativacdo de vias de sinalizacdo em células depletadas (knockdown) de
ANXAZ2 versus células controlo (scramble) sob condi¢cdes de hipdxia real (1%
O2) e quimica (200 uM e 400 uM de CoCly)

b) Através dos residuos de Cys reativos estudar a atividade de ANXA2 e de outras
proteinas envolvidas na ativacdo de vias de sinalizagdo durante um intervalo pré
definido sujeito a condicOes de hipoxia.

¢) Analisar os niveis de expressdo génica de genes que se sabe serem ativados sob
condicBes de hipoxia em células depletadas de ANXA2 vs células controlo e
perceber qual o papel de ANXAZ2 na expressdo destes genes.

d) Analisar os niveis de ERO em células depletadas de ANXAZ2 vs células controlo
sob condigdes de hipdxia.
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2. Material e Métodos

2.1. Linha celulares estabelecidas:

Tabela I: Lista de linhas celulares, identificacdo, descricdo e origem. (Todas as linhas sdo

humanas).

Identificacdo

Descricdo

Origem

HT1080

Linha Celular humana de fibrossarcoma

ATCC®

HT1080 p36 KD 3

Células HT1080 com shRNA 3 para o
p36, anexina A2

Nosso laboratorio

HT1080 p36 KD 4

Células HT1080 com shRNA 4 para o
p36, anexina A2

Nosso laboratério

da mama

HT1080 p36 scramble Células HT1080 com shRNA inespecifico | Nosso laboratorio
(scramble)
MDA-MB 231 Linha celular humana de adenocarcinoma | ATCC®

MDA-MB 231 p36 KD 3

Células MDA-MB 231 com shRNA 3
para o p36

Nosso laboratorio

MDA-MB 231 p36 KD 4

Células MDA-MB 231 com shRNA 4
para 0 p36

Nosso laboratorio

MDA-MB 231 p36 scramble

Células MDA-MB 231 com shRNA
inespecifico (scramble)

Nosso laboratério

A549

Linha celular de adenocarcinoma epitelial
do pulmao

ATCC®

A549 p36 KD 3

Células A549 com shRNA 3 para o0 p36

Nosso laboratorio

A549 p36 KD 4

Células A549 com shRNA 4 para o p36

Nosso laboratorio

Ab549 p36 scramble

Células A549 com shRNA inespecifico
(scramble)

Nosso laboratério

2.2. Cultura de células

2.2.1. Descongelamento de células

As linhas celulares utilizadas neste trabalho encontravam-se congeladas a -150 °C
em 10% de DMSO (dimetilsulféxido) e 90 % de soro fetal bovino (FBS -Fetal Bovine
Serum; SIGMA®) — Tabela I. Estas células ja continham o knockdown para a ANXA2

realizado pela Dra Patricia Madureira. Para descongela-las, os crio-tubos contendo as

linhas celulares mencionadas foram colocados imediatamente em banho-maria a 37 °C.
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No interior de uma camara de fluxo laminar Microflow® Biosafety Cabinet Class Il
(Telstar) as células foram seguidamente transferidas para um tudo cénico tipo falcon de
15 mL (VWR®) contendo 9 mL de meio de cultura — DMEM completo (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium ; SIGMA®) com 10 % de soro FBS, glutamina a 20 mM;
penicilina a 100 U/L e streptomicina a 200 U/L, também pré-aquecidos a 37 °C. Em
seguida centrifugou-se durante 5 minutos a 1000 g e aspirou-se o sobrenadante (as células
encontram-se no precipitado/ pellet). Esta descongelacdo é répida de forma a retirar o
mais rapidamente possivel o DMSO que se pode tornar toxico para as células.
Ressuspendeu-se o pellet em 5 ou 15 mL de DMEM completo e transferiu-se para um T-
flask de 25 cm? ou 75 cm? com tampa de filtro (VWR®), respetivamente. Nesta fase
adicionou-se Puromicina (5mg/mL, SIGMA®) a cada cultura a uma concentracéo final
entre 2-5 pg/mL consoante as linhas celulares, com o objetivo de selecionar os fenétipos
desejados, manter uma pressdo selectiva para que apenas sobrevivam as células que
contém DNA plasmidico que contém um gene de resisténcia a este antibidtico. Os T-
flasks foram colocados numa incubadora com condi¢es 6timas para o crescimento das
linhas celulares utilizadas (37 °C, 21% Oz e 5% de COy).

2.2.2. Manutengéo, contagem e stocks das linhas celulares

Devido a atividade metabolica celular, 0 meio de cultura torna-se mais acido o
que se podia verificar ao longo dos dias por uma alteracdo de cor (vermelho/rosa para
laranja/amarelo). Por este motivo as células foram observadas diariamente ao
microscopio verificando a sua confluéncia (visivel ao microscopio e a olho nu pela
mudanca de cor) e foi com base nestes dois critérios (confluéncia e mudanca de pH), que
se realizou a lavagem e troca de meio. Todas as manipulagc6es foram realizadas no interior
da camara de fluxo laminar Microflow® Biosafety Cabinet Class Il (Telstar) com o
material previamente limpo com alcool a 70 % e pelo menos 1 ciclo de UV’s durante 15
minutos de forma a eliminar qualquer meio de contaminacéo que pudesse ocorrer.

Comecou-se por aspirar 0 meio antigo, e lavou-se com 1 ou 3 mL de tampé&o
fosfato salino (DPBS — Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline sem Ca®** ou
Mg?*, LONZA®)) nos T-flasks de 25 cm 2 ou 75 cm 2, respetivamente, inclinando o T-
flask de forma a lavar toda a sua superficie onde se encontravam as células. Retirou-se o
PBS com um aspirador permitindo desta forma a remocdo de todos os detritos celulares

e o restante FBS presente no meio que inativa a tripsina. Apds a lavagem colocou-se 1
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mL nos T-flasks de 25 cm 2 ou 3 mL nos de 75 cm 2, de tripsina cuja fungo é a clivagem
de integrinas e outras proteinas envolvidas na adesdo das células a superficie,
desagregando-as e soltando-as da superficie do T-flask. Incubou-se durante cerca de 5
mina 37 °C e observou-se no microscépio garantindo que todas as células se encontravam
em suspensao.

Uma vez as células suspensas, na camara de fluxo laminar retirou-se parte desta
solucéo (com tripsina) perfazendo o restante volume com DMEM completo e adicionou-
se 2-5 pg/mL de puromicina incubando-as novamente a 37 °C com 5 % CO,. O restante
volume foi descartado ou utilizado para fazer o set up de experiéncias.

Para preservar as linhas celulares com as caracteristicas 0 mais semelhante
possivel a linha original foi necesséario fazer stocks o mais cedo possivel apds o
descongelamento das células. Em vez de se aspirar o meio antigo, este foi transferido para
um tubo coénico, e apods a tripsinizacdo em vez de descartarmos a solugdo onde as células
estdo suspensas, estas foram adicionadas também ao tubo cénico juntamente com o meio
antigo correspondente e procedeu-se a uma centrifugacdo durante 5 minutos a uma
velocidade de 1000 g. Terminada a centrifugacdo, o sobrenadante foi aspirado e
adicionou-se 1 mL de solucdo criopreservante (90% FBS e 10% de DMSO) transferindo-
as para um tubo criogénico para posterior congelacdo a — 80 °C durante a noite. No dia
seguinte os criotubos contendo as células foram colocados a -150 °C até uma nova
utilizacdo. A congelacdo é feita desta forma (lenta) para evitar a formacdo de cristais pelo
DMSO no interior das células e para permitir a desidratacdo das células por forma a néo
haver ruptura das mesmas durante o processo de congelagéo.

Para a contagem, ap6s a centrifugacdo do passo descrito no paragrafo anterior,
aspirou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em DMEM completo e pipetou-se
10 pL desta solucio para a cdmara de Neubawer de 0,0025 mm? procedendo a contagem
das células no microscopio. A contagem foi feita em quatro quadrados de 1 mm? e
determinou-se o nimero de células por mm? desprezando 2 arestas de cada quadrado de
forma a minimizar possiveis erros de contagem (figura 2.1). Para a obten¢do do nimero

de células por mililitro utilizou-se a seguinte formula:

Média do nimero de células por quadrado x fator de diluigdo x 10* = nimero de células por mL
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Camarade
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Figura 2.1. Contagem das células na cdmara de Neubawer. A contagem foi feita contando 2 arestas e
desprezando outras duas em cada quadrado de foram a evitar/minimizar artefactos da contagem manual como se vé
na figura. No final a soma dos quadrados (A,B,C e D) deu uma média de N x 104 células por mililitro. Este processo
foi repetido a cada nova experiéncia.

2.2.3. Preparacao de placas, lisados proteicos e quantificacao

Para realizar os ensaios de hipdxia foram preparadas placas de Petri de 60 mm
estéreis (VWR) cada uma com uma concentracgéo celular de cerca de 5 x 10° cel/placa
num volume final de 3 mL de DMEM completo. Este processo foi iniciado sempre com
a contagem das células na cdmara de Neubawer descrita anteriormente. Para o tratamento
de hipoxia, as células plaqueadas foram incubadas a 37 °C com 5 % CO; até ficarem com
80 -90% de confluéncia (24 a 48h). Estas foram expostas a 1 % de O e incubadas a 37
°C durante 1h, 3h, 16h, 24h, 48h ou NT (ndo tratadas — normdxia).

Para obter os lisados proteicos de todas as células tratadas e nao-tratadas preparou-
se um tampdo de lise descrito no anexo Il. O meio das células que se pretendeu lisar foi
retirado e lavou-se com 2 mL de PBS contendo Ca 2*. Depois de lavadas e de certificar
que o PBS foi todo retirado, adicionou-se entre 100-200 uL (conforme a confluéncia das
células) de tampéo de lise. Raspou-se com um raspador toda a superficie da placa e o
lisado resultante foi pipetado para um tubo Eppendorf e colocado no gelo durante 15
minutos. Apds este intervalo de tempo, os tubos foram centrifugados numa centrifuga
refrigerada (Heraeus™ Fresco 17 Centrifuge [Thermo - Scientific]) a uma velocidade
méaxima de 17 000 g durante 15 minutos a 4 °C. Ap0s a centrifugacdo, pipetou-se o

sobrenadante para um novo tudo Eppendorf e guardou-se a -80 °C. Todos 0s
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procedimentos foram realizados no gelo assim como foram utilizados inibidores quimicos
de forma a minimizar a atividade das proteases e outras enzimas que possam modificar
composi¢do da amostra atraves da degradacédo proteica.

Antes de correr as proteinas nos géis de poliacrilamida, foi determinada a concentracéo
proteica de cada amostra com o kit BCA Protein Assay (Pierce®) de acordo com as
instrugdes do fabricante. Este € um ensaio colorimétrico e altamente sensivel e seletivo
que consiste na reducdo do Cu?* em Cu*, em meio alcalino, pela solugdo do reagente
bincinconinico (BCA). Duas moléculas quelantes de BCA por cada ido Cu* combinam-
se e formam um complexo molecular que exibe uma forte absorvancia a 562 nm que é
diretamente proporcional a concentracdo proteica da solucdo e que se observa também
por uma mudanca de cor azul esverdeada para violeta.

A solucdo foi preparada numa propor¢ao de 50:1 entre o reagente A (BCA em
tampdo bicarbonato) e reagente B (solucdo aquosa de sulfato de cobre a 4 %)
respetivamente e pipetou-se 8 pL desta solugcdo para uma placa de 96 pocos. Foi
estabelecida uma curva de calibragcdo para uma gama de concentracgdes de interesse (0,4
pg/uL — 1 pg/pl) utilizando albumina de soro bovino (Bovine Serum Albumine - BSA),
fornecida também pelo fabricante de forma a manter as concentracdes dentro da margem
de calibracdo. Fez-se também uma solugdo de referéncia (“zero”) com agua Mili-Q de
forma a manter qualidade do ensaio. Por fim adicionou-se 1 pL de cada amostra

(previamente diluida em agua [1:10]) aos 8 pL de solucdo BCA (ver figura 2.2).
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Figura 2.2. Preparacgédo da placa com o kit BCA Protein assay. A placa foi preparada de acordo com as
instrucdes do fabricante. Este processo foi necessério para determinar a quantidade de amostra a ser utilizada para
carregar o gel de poliacrilamida e repetido a cada experiéncia — western blotting.

Preparada, a placa foi incubada a 37 °C durante 30 minutos e a quantificagédo foi
realizada no Nanodrop 2000c UV-Vis Spectrophotometer (Thermo-Scientific) a 562 nm.
Este processo foi necessariamente importante para determinar a quantidade de amostra a

ser utilizada para a eletroforese em gel de poI|acr|Iam|da.Preparag50 da curva de calibracio:

2.3Eletroforese em gel de poliacrilamida e Western blotting

Western blotting € uma técnica que visa identificar proteinas especificas apds a
separacao das mesmas por eletoforese em gel de poliacrilamida. A eletroforese foi entdo
preparada segundo um protocolo previamente estabelecido no laboratério. Desta forma
foram utilizados tampédo Tris 1 M a pH = 8,8, solugdo stock de acrilamida a 40%
(acrilamida:bis-acrilamida (29:1) (AppliChem), SDS (dodecil sulfato de sddio) a 10 %
que rompe as ligacGes ndo-covalentes entre as proteinas alterando a sua conformacéo
nativa e fazendo com que estas adquiram carga negativa ajudando assim a separacao
proteica em resposta ao impulso elétrico (eletroforese), H.O Mili-Q, APS (persulfato de
amonia) a 25 % um agente oxidante que inicia a polimerizacdo da poliacrilamida e bis-

acrilamida juntamente com o TEMED (AppliChem®), um catalisador da reacéo,
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permitindo desta forma a solidificagdo de um gel poroso que permite a separacdo de
proteinas de acordo com o seu peso molecular — anexo |. Para o stacking gel a receita foi
a mesma apenas diferiu no Tris, desta vez a pH = 6,8. Esta diferenca de pH é importante
pois permite aos anides de glicina (trailing ions) e os anides cloreto (leading ions)
empacotarem as proteinas numa espécie de sanduiche fazendo com que as protéinas se
juntem antes de entrar no gel de corrida e iniciem a ‘corrida’ a0 mesmo tempo. Os géis
foram feitos com uma percentagem de acrilamida adequada a cada peso molecular (entre
10 e 12%). Os géis ficaram aproximadamente 30 minutos a polimerizar num suporte
Mini-Protean (Bio-Rad). O stacking foi colocado por cima do gel de corrida e preparou-
se 0 restante equipamento de eletroforese com os géis submersos em tampédo de
eletroforese a 1x.

As amostras quantificadas anteriormente foram preparadas para o carregamento

do gel. A concentracdo de proteinas por poco foi de 1 pg/uL com loading buffer a 2x
correspondendo a % do volume total e o restante volume continha a diferenca entre a

concentracédo desejada e a resultante da quantificacdo realizada no Nanodrop. O restante
volume foi perfazido com H>O Mili-Q. Preparadas, as amostras foram fervidas a 99 °C
durante 5 minutos para desnaturar seguidamente carregadas no gel. O primeiro po¢o de
cada gel foi sempre primeiramente carregado com 2uL do marcador NZYColour Protein
Marker 11 (NZYTECH) seguido de 20 puL de cada amostra.

Para a eletroforese aplicou-se uma corrente de 105 V (0.05 e 0.08 A) para permitir
a migracdo das amostras no gel até que entrassem no gel de corrida. Apos isto a voltagem
foi aumentada para 120-130 V. O tempo total de corrida foi de 80 -90 min .

Terminada a corrida as proteinas, agora separadas por peso molecular foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose de 0,2 um (BioiTraceTM) NT [Pall
Corporation] onde permanecem imobilizadas e representam uma réplica do gel. O gel de
poliacrilamida foi colocado junto a membrana, envolvidos por papel de filtro e esponjas
(método “sanduiche”) — figura 2.3 e uma placa de gelo. Aplicou-se uma voltagem de 100

V durante 70 minutos.
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Figura 2.3. Esquematizacédo do metodo de ‘sanduiche’ na técnica de western blot. A transferéncia é
feita com o material indicado na figura pela mesma ordem. E aplicada uma corrente de 100 V durante 1 hora e 10
minutos pelo que as proteinas migram para o catodo (+) e para a membrana de nitrocelulose.
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Feita a transferéncia, a membrana foi incubada com leite magro em p6 a 5 %, sem

caseina, dissolvido em tampdo salino-Tween 20 (TBS-T) durante 30 minutos com

agitacdo e a temperatura ambiente de modo a impedir interacdes inespecificas de outras

proteinas com 0 nosso anticorpo de interesse. As membranas foram entdo incubadas a 4

°C com o anticorpo primario (diluido em TBS-T com BSA, ou leite e azida a 0,05% de

forma a evitar contaminac@es) até o dia seguinte — Tabela Il. Apds este intervalo de

tempo, fizeram-se 5 lavagens de 5 minutos cada com TBS-T até cobrir a membrana e

adicionou-se o anticorpo secundario (1:5000 em TBS-T) especifico para a espécie animal

onde o anticorpo primario foi produzido e conjugado com a enzima HRP (horseradish

peroxidase). Incubou-se 1h a temperatura ambiente e fizeram-se mais 5 lavagens como

descrito acima.

Tabela I1: Lista de Anticorpos primarios e secundarios utilizados neste estudo.

Anticorpos Primarios

Anticorpo

Descrigéo e referéncia

Fornecedor

p36 (annexina A2)

Ratinho 1gG

Nosso laboratoério

p-AKT Coelho IgG; sc-7985 Santa Cruz Biotechnology
AKT Cabra 1gG; sc-1618 Santa Cruz Biotechnology
p-ERK Cabra 1gG; sc-16982 Santa Cruz Biotechnology
ERK Rato 1gG; sc-135900 Santa Cruz Biotechnology
PTEN Rato 1gG; sc-7974 Santa Cruz Biotechnology
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PRDX II Cabra 1gG; sc-23967 Santa Cruz Biotechnology
Actina Cabra IgG; sc-1615 Santa Cruz Biotechnology
GADPH Coelho IgG; sc-25778 Santa Cruz Biotechnology
HIF 1-a Coelho IgG; sc-10790 Santa Cruz Biotechnology
HIF 2-a Ratinho 1gG; sc-46691 Santa Cruz Biotechnology
Pp38 Coelho IgG; sc-17852 Santa Cruz Biotechnology
p38 Coelho IgG; sc-535 Santa Cruz Biotechnology
VEGF-D Coelho IgG; sc-13085 Santa Cruz Biotechnology
VEGF Coelho IgG; sc-152 Santa Cruz Biotechnology
p-INK Cabra; 1gG; sc-12882 Santa Cruz Biotechnology
JNK Coelho; IgG; 9252 Cell Signaling
Anticorpos secundarios

Anti-rato Burro 19G-HRP; sc-2314 Santa Cruz Biotechnology
Anti-cabra Bovino IgG-HRP; sc-2384 Santa Cruz Biotechnology
Anti-coelho Cabra 1gG-HRP; sc-2004 Santa Cruz Biotechnology

As bandas resultantes foram visualizadas utilizando uma solucdo de quimiluminescéncia
(enhanced chemiluminescence — ECL) — Anexo 111 - numa diluicdo de 1:1 e as imagens foram

obtidas através do sistema de imagem ChemiDoc™ XRS System (BioRad).

2.4DCF-DA - Determinacao dos niveis intracelulares de ERO

Para determinar os niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) em condicGes
de hipoxia vs normoxia, utilizou-se o reagente 2°,7° — diclorofluoresceina diacetato
(DCF-DA), de acordo com as instrucdes do fabricante. O DCFH-DA, néo fluorescente,
difunde-se através das membranas das células e é deacetilado pelas esterases
intracelulares que o transformam num composto capaz de ser oxidado por ERRO
intracelulares (H202) convertendo-o em DCF (fluorescente) 84, A detecdo dos niveis de
ERO ¢ feita pela leitura da fluorescéncia com um espectro méximo de excitacdo a 492
nm e emissdo a 530 nm e a leitura € diretamente proporcional a concentracdo de ERO, ou
seja, quanto mais forte o sinal, maior a concentracdo de ROS intracelular. Para o ensaio
preparou-se uma placa de 96 pogos com 2x10* células/pogo em DMEM completo.

Incubou-se a placa durante 24 h a 37°C, 5% CO> em atmosfera himida e no dia seguinte
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atribuiu-se um tratamento de 1 % de Oz ou 200uM de CoCl> conforme os gréficos. Apos
este intervalo de tempo retirou-se 0 meio DMEM e lavaram-se as células com 100l de
PBS com Ca?* e Mg?*. Adicionou-se novamente 100 pl de PBS Ca?* e Mg?* em cada
poco contendo DCF-DA a 200 uM. Incubou-se durante 30 minutos a 37°C em atmosfera
himida com 1% O2 e 5% de CO2 ou 200 uM de CoCl; e mediu-se a fluorescéncia

recorrendo a um espetrofotometro leitor de placas (TECAN — Infinite M200).

2.5Extracdo de RNA

De forma a analisar a expressdo génica de alguns genes potencialmente
envolvidos na atividade redox ou potenciais alvos de proteinas redox, iniciou-se a
extracdo de RNA das células MDA MB 231, HT1080 e A549 com os shRNA 3, 4 e
scramble previamente cultivadas em placas de 60 mm. Para a extracdo do RNA comecou-
se por retirar 0 meio e lavar com 2 mL de PBS Ca?*. Removeu-se 0 PBS e adicionou-se
500 pL de TRI Reagent por placa e transferiu-se o lisado para um tubo eppendorf.
Adicionou-se 100 pL de cloroférmio seguida de uma homogeneizacéo no vortex durante
15 segundos. Incubou-se 10 minutos a temperatura ambiente. Centrifugaram-se as
amostras a 12 000 g durante 15 minutos a 4 °C que auxilia na separacao das fases aquosa
(RNA), interfase vermelha (DNA) e fase organica (proteina). Transferiu-se a fase aquosa
para um novo tubo eppendorf com 250 uL de isopropanol. Apds 10 minutos de incubacao
a temperatura ambiente centrifugou-se a 12 000 g durante 10 minutos a 4 °C. Descartou-
se 0 sobrenadante e adicionou-se 500 pL de etanol a 75 %. Centrifugou-se a 12 000 g
durante 5 minutos a 4 °C e descartou-se o sobrenadante novamente. Deixou-Se secar 0

pellet durante 10 minutos e finalmente, ressuspendeu-se o pellet em 30 pL de H20 Mili-

Q.

2.6 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA foi utilizado o kit NZY M-MuLV First-Strand cDNA
Synthesis KIT, NZYTECH de acordo com as instru¢cbes do fabricante. A reagdo foi
realizada num tubo eppendorf sem nucleases, a 4 °C. Para a rea¢do de emparelhamento

utilizou-se 2 pug de RNA, 0.5 pL de primers oligo dT, 0.5 pL de 10 x de Annealing buffer
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e H2O até perfazer um volume final de 4 pL. Homogeneizou-se e incubou-se a 65 °C
durante 5 minutos. Realizou-se um choque térmico de 1 minuto no gelo e fez-se uma
centrifugacdo breve. Para a reacdo de transcriptase reversa adicionou-se 5 uL de SNZYRT
2x Master Mix, 1uL de NZYM-MuLV RT Enzyme Mix num volume final de 10 pL.
Homogeneizou-se e incubou-se a 25 °C durante 10 minutos seguida de outra incubacéo a
37 °C durante 50 minutos.

Para inativar a reagdo, os tubos foram incubados a 85 °C durante 5 minutos, e
colocados novamente no gelo. Adicionou-se a cada tubo 0.5 pL de NZY RNase H (E.coli)

e incubou-se novamente a 37 °C durante 20 minutos. Por fim adicionou-se 5 pL de H20.

2.7 Quantitative Real Time Polimerase Chain Reaction - gqRT-PCR

O RT-PCR quantitativo em tempo real (quantitative real time polymerase chain
reaction, qRT-PCR) é uma técnica altamente sensivel que foi utilizada neste trabalho para
detetar mudancas na expressao génica em células MDA MB 231 com shRNA 3 e 4 para
a ANXAZ2 e respetivas células controlo (scramble). Foi seguido o protocolo de acordo
com as instrucdes do fabricante. Utilizou-se como housekeeping gene o GADPH, para
normalizacdo do gRT-PCR. Em cada experiénciaanalisamos triplicados de cada amostra.
As reacdes de gRT-PCR com um volume total de 10 pL por reacdo foram preparadas com
Master Mix NZYRT, 300 uM de cada primer, 1 uL de cDNA e H>O DEPC-treated até
perfazer um volume total de 10 pL por reacdo.

A reacdo foi realizada com um passo inicial de desnaturacdo a 95 °C durante 30
segundos seguida de 40 ciclos de 95 °C durante 5 segundos, 60 °C durante 10 segundos
e um passo final de elongacio a 65 °C durante 5 segundos (termociclador C1000™ BIO-
RAD). A amplificacdo exponencial foi registada através da ligacdo do SYBR Green que
apenas se liga as cadeias duplas emitindo fluorescéncia - figura 2.4 -detetada por um laser
e cuja fluorescéncia e proporcional a amplificacdo do gene, ou seja, quanto maior a
fluorescéncia do SYBR Green mais DNA.

Para o tratamento de dados fez-se a média dos triplicados e calculou-se 0 numero
de ciclos, caracterizado pelo algoritmo ACt. O valor Ct diz-nos o ciclo a partir do qual
comeca a amplificagdo do nosso gene de interesse. O valor deste algoritmo é

inversamente proporcional ao numero de vezes que 0 NOSSO gene esta transcrito, ou seja,
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quanto menor o valor de Ct, mais cedo comeca a amplificacdo, maior é a expressao do
gene. Este valor é entdo normalizado com o nosso transcrito de referéncia (GAPDH) para
obter o valor de ACt. Apds a normalizacao foram feitos os calculos analisando cada gene
individualmente com o seu controlo scramble (AACt). Para a interpretacdo dos resultados
utilizou-se a formula 2722¢t 8 optendo assim o nimero de vezes que 0 gene esta
amplificado relativamente ao controlo (fold change). Os primers utilizados neste trabalho

podem ser consultados na tabela que se segue - Tabela IllI.

e
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Figura 2.4. Medicao dos niveis de expressdo génica por qRT-PCR utilizando SYBR Green. A amplificacéo
dos genes é registada através da ligagdo do SYBR Green que apenas se liga as cadeias duplas emitindo
fluorescéncia que é posteriormente detetada por um laser. A fluorescéncia detetada é proporcional a
amplificacdo do gene - quanto maior a fluorescéncia do SYBR Green mais DNA tem na nossa amostra.

Tabela Il1: Lista de primers utilizados no qRT-PCR.

Primer Sentido Sequéncia dos Oligos 5° -> 3’ Tamanho
(pares de bases)

ANXA2 Direto CTCTACACCCCCAAGTGCAT 20
Inverso TCAGTGCTGATGCAAGTTCC 20
GAPDH Direto CAATGACCCCTTCATTGACC 20
Inverso TTGATTTTGGAGGGATCTCG 20
NP2 Direto TCATGATGGACTTGGAGCTG 20
Inverso CATACTCTTTCCGTCGCTGA 20
L DHA Direto GCTGGTCATTATCACGGCTG 19
Inverso AGCAACTTGCAGTTCGGGCTG 20
GLUTL Direto CTCCTGCCCTGTTGTGTATAG 20
Inverso CAGGAGTGAGGTGGTGTATTT 20
MMP2 Direto CGTCTGTCCCAGGATGACATC 19
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Inverso ATGTCAGGAGAGGCCCCATA 20
HIE 2- Direto GTGCCATGACAAACATCTTCCAG 22
¢ Inverso CTCGGGCTCTGTCTTCTTGCT 20

2.8 Ensaio de lodoacetamida Biotinilada (BIAM)

Os ensaios de lodoacetamida biotinilada s&o utilizados para determinar a

oxidacdo/reducdo proteica. O BIAM baseia-se num método indireto de detecdo de grupos

tiol (-SH ) reduzidos em cisteinas reativasOs anides tiolato sdo muito mais reativos e

sensiveis a oxidacdo por ERO pelo que a iodoacetamida sendo um agente de alquila¢éo

especifico para tidis, liga-se preferencialmente a anides tiolato do que grupos tiol livres a

pH fisiologico — figura 2.5 .

Figura 2.5. Reatividade dos Tidis. Apesar da reatividade de ambos, os anides tiolato s&o muito mais

Reatividade

sensiveis do que os grupos de tiol livres. grupos tiol (esquerda) e anides tiolato (direita). Adaptado de

(Wall, Oh, Diers, & Landar, 2012)

A iodoacetamida biotinilada reage com anides tiolato por substitui¢do nucleofilica

(SN2) formando uma ligagdo covalente e o sinal da biotina é subsequentemente medido

por western blotting com streptavidina conjugada-HRP 8. A perda ou auséncia do sinal

da marcacdo por BIAM é proporcional ao grau de oxidacdo dos tidis que se deve a uma

menor substituicdo nucleofilica dos &tomos de enxofre pelo BIAM, ou seja maior é a

oxidacao — figura 2.6 &.
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Figura 2.6. Esquema de funcionamento do BIAM. A iodoacetamida liga-se aos ti6is ndo-oxidados de
cisteinas reativas. O sinal da é captado por imunoprecipitacdo em western blotting e a sua intensidade deve-se
ao nivel de oxidacdo (menos sinal) ou reducdo (mais sinal) das proteinas ap6s um tratamento. Adaptado de
(Leonard & Carroll, 2011).

As células foram expostas a 1 % Oz durante 15°, 30°, 1h, 1h30, 2h ou néo tratadas,
apos o qual fez-se a lise celular e extracdo de proteinas. O tampao de lise foi
desgaseificado durante 2h, tempo ap6s o qual foram transferidos 1.5 mL para um tubo
eppendorf com BIAM a uma concentragédo final de 200 puM. O lisado foi pipetado para
um novo tubo eppendorf seguida de uma incubacdo durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Centrifugou-se durante 15 minutos a 13.800 g, 4 °C e transferiu-se o
sobrenadante para os concentradores com o objetivo de descartar o BIAM em excesso
que nao se ligou as proteinas. Centrifugou-se novamente a 13.800 g durante 8 minutos a
4 °C. Adicionou-se 200 pL de tampéo de lise com iodoacetamida (sem biotina) a uma
concentracdo final de 2 MM de forma a parar a reacdo e proteger as cisteinas que ja foram
biotiniladas seguida de uma centrifugacdo durante 8 minutos a 13.8000 g, 4 °C de forma
a retirar o excesso de BIAM que nédo se ligou as proteinas do lisado. Este passo foi
repetido por mais duas vezes. O lisado foi transferido para um tubo eppendorf novo e
quantificado. Para a visualizacdo dos resultados foram utilizados 25 g de cada lisado
proteico para eletroforese em gel de poliacrilamida a 12 % e posterior Western blotting
com streptavidina conjugada com HRP.

Paralelamente ao passo anterior foi realizado um pull-down de cada lisado
proteico de forma a ter sé e apenas as proteinas que se ligaram ao BIAM e observar o
estado redox de vérias proteinas em comparacdo com 0s extratos totais realizados no
western blotting anterior. Foram utilizados 200 pg de cada lisado proteico em 200 pL de
tampéo de lise e adicionou-se 40 pL de streptavidina conjugada com beads de agarose a
cada lisado. Incubou-se 15 min a temperatura ambiente com rotacéo seguido de 1h15 min
a 4 °C com rotacao.

Centrifugou-se a velocidade maxima de 17 000 g, durante 3 min a 4 °C e
descartou-se o sobrenadante. Ao pellet adicionou-se 200 uL de tampéo de lise sem BIAM
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invertendo varias vezes até ficar homogéneo. Este passo de lavagem foi repetido mais 3
vezes. Descartou-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se em 20 pL de tampé&o de lise 2X.
Incubou-se 10 minutos a 98 °C, centrifugaram-se e armazenaram-se 0s lisados a -20 °C.
No dia seguinte foi corrido um gel de poliacrilamida com os extratos totais dos lisados e
o pull down que contém apenas as proteinas reduzidas. Foram entdo observados o estado
redox de: ANXA2, PRDX I, PTEN, AKT, Caspase 3e actina.

Este ensaio néo revela a natureza da oxidacao, no entanto, aplicado um tratamento
pode-se observar/monitorizar 0 estado de oxidacdo intracelular das proteinas que

queremos estudar 6.
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3. Resultados

3.1 Estabelecimento das linhas celulares

Para iniciar o estudo proposto, foi necessario estabelecer as linhas celulares, pelo
que foi necessario recorrer ao stock existente no laboratério. Foi retirada entdo uma
amostra de varias linhas e verificou-se quais teriam de facto uma elevada expressao de

ANXA2, a proteina em estudo —figura 3.1.

293T
HEK293
CC2565
SEBTA 003
SEBTA 023

PRDXII |-. d - - ! ".I
PRDXI-IV |.'. - - - —e I
SEBTA 025
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Figura 3.1. Estabelecimento das linhas celulares. As células foram incubadas numa atmosfera himida
de 37°C, 5% de CO2 até ficarem confluentes e sem qualquer tipo de tratamento. Foi feita a lise para extragéo do
contetdo proteico e anélise por western blot — 20 pg lisado.

A numeracdo indica o tipo de linha celular, sdo elas: 1-293T e 2- HEK 293 (Rim, linha embrionaria); 3- CC2565
(astrocitos normais); 4-SEBTAO003, 5-SEBTA023, 6- SEBTA 025, 7-UP029 (linhas de cancros cerebrais); 8-
MCF7 (linha de cancro da mama); 9-MiaPaca2 (linha de cancro do péancreas); 10 HCT116 (linha de cancro do
cblon); 11-HT1080 (fibrossarcoma); 12-A549 (linha de cancro do pulmédo); 13 . MDA MB 231 (linha de cancro
da mama). Todas estas linhas provém de células humanas. N=2.

Foram consideradas entdo as linhas celulares de fibrossarcoma, HT1080 (11),
carcinoma do pulmdo, A549 (12) e carcinoma da mama, MDA MB 231 (13) que
expressam niveis elevados de ANXA2 para realizar o estudo proposto para esta tese —
figura 1.

Analisou-se também a expressdo de peroxirredoxinas, proteinas antioxidantes que
inativam H20: (tal como a ANXAZ2) nestas linhas celulares. Foi interessante observar
uma relagdo inversa na expressdao de ANXA2 e PRDX II. Ou seja, nas linhas celulares
com uma elevada expressédo de ANXAZ2 observou-se uma baixa expressao ou mesmo

auséncia de PRDX Il e vice-versa.
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Né&o se observou no entanto qualquer tipo de correlacdo entre a atividade das vias
de transducéo de sinal de sobrevivéncia (PI13K/Akt), ou do seu inibidor (PTEN) e da via
de sinalizacdo de proliferacdo (ERK 1/2) com os niveis de expressdo de ANXAZ2 a nivel
enddgeno (sem sofrerem qualquer tipo de tratamento) no painel de células cancerigenas
analisadas.

Para investigar se a ANXA2 desempenha um papel importante na regulacdo de
vias de sinalizagdo de proliferacdo e sobrevivéncia (referido anteriormente)
potencialmente ativadas por condi¢des de hipoxia, utilizei as linhas celulares descritas
acima. Nestas experiéncias foram utilizadas células com deplecdo (ShRNA3 e shRNA4)
da ANXAZ2 versus controlo (ShRNA scramble).

3.2 Hipoxia Quimica

A presenca e quantidade de O> disponivel, é fundamental para o funcionamento
das hidroxilases de prolina PHD e FIH. A regulacdo das PHDs e FIH, importantes
reguladores de estabilizacdo de HIF- a (ver seccdo Hipdxia — Introducdo) é mediada de
forma dependente de 2-oxoglutarato e de ido de Ferro (I1) para exercerem a sua fungéo

corretamente induzindo HIF a & degradagio .

A importancia da existéncia de um ido de Fe (lI) para a sua atividade ja foi
comprovada através da inibicéo, por exemplo, por ides de cobalto [Co(I1)], Niquel [Ni(Il)]
que sdo metais capazes de induzir hipoxia e por isso este tipo de hipoxia é designado por
hipdxia quimica 8. Contudo a exposicio das células & hipoxia quimica, induzida através
da adi¢do de metais leva a um aumento de ERO, e como tal, estimulam a expresséo génica
subjacente %. Durante este trabalho foram realizados ensaios de hipdxia quimica nos
quais se utilizou o CoCl; para induzir hipoxia. Aqui, os ides Co(ll) competem com 0s
ibes Fe(ll) pelo acesso ao sitio onde o Fe(ll) se liga as PHD e FIH, alterando a
conformacéo do grupo heme, sensor de O, das PHDs e FIH, impedindo que estas exercam
a sua funcdo: marcar HIF-a para degradacéo °+°2, Foram entdo utilizadas concentracdes
de 200 uM de CoCl; para as células MDA MB 231 e HT1080, e 400 uM para a linha
Ab46 as quais foram submetidas a intervalos de tempo de hipoxia diferentes com
posterior lise e extracdo do conteddo proteico e analise das proteinas por western blot.

Paralelamente a estas experiéncias foram realizadas extra¢cdes de mMRNA com o objetivo
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de estudar mecanismos transcricionais de genes que codificam para proteinas que possam

estar envolvidas na resposta hipoxica.

3.2.1 Andlise das vias de sinalizacdo ativadas em resposta a
hipoxia induzida por CoCl2 (hipdxia quimica)

Os ensaios de hipoxia quimica foram realizados com o objetivo de obter uma
primeira anélise de simulacéo de hipdxia. S&o ensaios de custo relativamente baixo e de
facil manipulacdo que permitem obter resultados preliminares e delinear futuros ensaios.
Estes ensaios centraram-se no objetivo de estabilizar o fator HIF-a, através da inibicédo
das PHD e FIH por competicdo do i&o Co(ll) do cloreto de cobalto pelo centro ativo de
ferro (Fe[ll]).

NT 10pM 50puM 100 uM 200 uM 400 uM 1 mM

p38

|
l
l
|
l
l

actina

Figura 3.2. Estabelecimento da concentracdo de CoClza ser utilizada nos ensaios
de hipoxia quimica. As células HT1080 WT foram incubadas com diferentes concentragdes

de CoCl. durante 2h numa atmosfera himida de 37°C, 5% de COx. Foi feita a lise para extragdo
do conteldo proteico e analise por western blot — 20 pg lisado. N=2.

Comecei entdo por estabelecer quais as concentragdes mais indicadas para ensaios
de hipdxia quimica, utilizando diferentes concentragdes de CoCl, Para tal, utilizei as
células HT1080 wild type (WT) que foram submetidas a tratamentos com diferentes
concentragfes de CoCl> durante 2 horas com posterior lise para extracdo do conteudo
proteico e analise por western blot com anticorpos para as proteinas de interesse- Figura
3.2. Para as experiéncias de hipoxia quimica escolheu-se uma concentragdo
suficientemente forte para induzir uma boa estabilizacdo de HIF 1-o (marcador de
hipoxia). Assim sendo, a concentracdo de 200 uM de CoCl. foi a escolhida para as
experiéncias subsequentes. Foi interessante observar que concentragdes mais elevadas
(400 uM e 1 mM de CoCl,) ndo induziram uma estabilizacdo eficiente de HIF 1-a
comparativamente com o tratamento com 200 uM de CoCl,. Isto pode dever-se a um

efeito citotoxico devido a elevadas concentragdes de CoCl». Verificou-se alguma ativagao

44



Estudo do papel da proteina anexina (ANXAZ2) em células cancerigenas durante a hipdxia

da via apoptotica p38 (aumento de fosfo (P)-p38 comparativamente a células ndo tratadas)
ao final das 2 horas de tratamento nas células ratadas com 400 uM e 1 mM de CoCl. que
vai de encontro ao facto do CoCly ser naturalmente toxico para as células. Foram
realizados western blots para a caspase 3, uma proteina de 40 kDa, marcador apoptotico
que apds a clivagem déa origem a subunidades de 17 kDa ou 11 kDa. No entanto ndo se
observou a clivagem desta proteina (data not shown). Os niveis de ANXA2 (p36) também
ndo pareceram mudar apos tratamento das células com 200 uM de CoCl; durante 2 horas.

Definida a concentragdo de CoCl., procedeu-se aos ensaios de hipoxia quimica e
decidiu-se aplicar a mesma concentracdo de CoCl, (200 uM) a linha celular MDA MB
231, previamente testada por outros autores®®. Quanto a linha A549, estas células
pulmonares estdo geneticamente preparadas para efetuar trocas de oxigénio entre os
alvéolos e outras células. A distribui¢do de O2 ndo € homogeénea pelo que de certa forma,
estas células estdo preparadas para alteracdes no fornecimento de Oz até certos niveis %
Para além disso estudos feitos previamente no laboratério estabeleceram que a
concentracdo 6ptima de CoCl, para os estudos de hipoxia quimica usando as células A549
seria de 400 uM (o dobro) da concentracdo de CoCl, utilizada para as restantes linhas
celulares. Para cada experiéncia foram efetuados tratamentos com a mesma concentragdo

de CoCl; e varios intervalos de tempo (time courses).

p36 shRNA 3 p36 shRNA 4 p36 shRNA scramble
NT 30 1h 2h NT 30 1h 2h NT 30 1h 2h
p36| N — - — — *--o-‘l
HIF 1-a | S e - - o |
P- P38 W — —— ———— — —— d e
p38
P-ERK 1/2

ERK 1/2 | "
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Figura 3.3 Células HT1080 depletadas em ANXA2 expostas a 200 uM de CoCl: estabilizam HIF-1
alfa. ANXA2 p36 shRNA3 — lado esquerdo, ANXA2 p36 shRNA4 — centro, ANXA2 p36 shRNA scramble — lado
direito. As células foram cultivadas em placas de 60 mm e expostas a 200 uM de CoCl2 nos intervalos de tempo
identificados. Depois da lise seguiu-se a analise por western blotting — 20 ug de lisado em cada pogo- incubagédo com
0s anticorpos indicados na figura. N=2.

Os resultados obtidos indicaram que as células HT1080 depletadas de ANXA2
estabilizam mais eficazmente HIF 1-a em resposta a hipoxia quimica (200 uM de CoCl,)
comparativamente com as células controlo (scramble). Relativamente a ERK 1/2 e p38
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envolvidos em vias de sinalizacdo de proliferacéo e pré-apoptdéticas respetivamente, ndo
foram registadas diferencas significativas entre as células depletadas de ANXA2
comparativamente com as células controlo (figura 3.3).

A mesma experiéncia foi feita para a linha celular MDA MB 231. Os resultados
mostraram que estas células, tratadas ou ndo tratadas, apresentavam niveis elevados de
PRDXII em resposta a deplecdo da ANXA2, comparativamente com as células controlo
(scramble). A hipoxia quimica favoreceu a estabilizacdo de HIF 1-a que se verifica as 2h
de tratamento com CoCl; e os niveis de HIF 1-a foram significativamente mais elevados
em células depletadas de ANXAZ2 comparativamente com as células controlo. Foi curioso
observar, alguma ativacdo da via (PI3K/) AKT principalmente nas células depletadas de
ANXAZ2, no entanto estas ndo se verifica na via ERK 1/2, envolvidas na ativacdo de vias

de sobrevivéncia e proliferacdo (figura 3.4).

p36 shRNA 3 p36 shRNA 4 p36 shRNA scramble
30 30’ 1h 2h 2h
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ERK 1/2 | i s S e s i o Sl i e — |
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Figura 3.4. Células MDA MB231 depletadas em ANXA2 aumentam a PRDXII e estabilizam HIF
1-a apo6s a exposicao a 200 uM de CoCl2. ANXA2 p36 shRNA3 — lado esquerdo, ANXA2 p36 shRNA4 —
centro, ANXA2 p36 shRNA scramble — lado direito. As células foram cultivadas em placas de 60 mm e expostas
a 200 uM de CoCl2 nos intervalos de tempo identificados. Depois da lise seguiu-se a andlise por western blotting
— 20 ug de lisado em cada pogo- incubagdo com os devidos anticorpos. N=3.

As células A549 foram sujeitas a um tratamento de hipoxia longo — figura 3.5. Em
ambos os controlo e knockdown para ANXAZ2 verifica-se a acumula¢do de HIF-1a
sensivelmente a partir das 3h de hipdxia e essencialmente as 16h onde se verifica a sua
acumulagcdo méaxima nesta experiéncia. Relativamente ao HIF 2-a observou-se a sua
acumulacdo a partir das 3h de hipdxia apenas nas células depletadas de ANXA2 que se
prolonga até as 48h. Nestas células, a via (PI13K/) AKT esteve significativamente ativada
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em ambas a deplecdo e controlo, parecendo haver alguma diminuicdo as 48h que pode
ser devido a alguma morte celular por exposi¢do ao CoCl,, 0 que é consistente com a
fosforilagdo da via Pp38 que se verifica na imagem, neste tempo. A ativagdo da via
apoptotica (P-p38) ocorreu as 16h e as 48h em ambas as linhas celulares (ShRNA3 vs
controlo) pelo que nédo parece haver correlacéo entre ANXAZ2 e ativagdo dos mecanismos
de apoptose. O VEGF, para além de ser o gene que mais responde a atividade
transcricional de HIF-a, possui na sua constituicdo proteica um dominio de cisteina
reativo existente na familia de VEGFs e faz desta um alvo sensivel a sistemas redox.

Decidi portanto investigar, se se verificava a producdo proteica de VEGFD, que se

p36 shRNA3 p36 shRNA scramble
NT_1h 3h eh 16h 24h 48h NT _ 1h  3h  6h_16h 24h_4sh
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Figura 3.5. Células A549 depletadas em ANXA2 expostas a 400 uM de CoCI2 estabilizam HIF 1-
a. ANXA2 p36 shRNA3 — lado esquerdo, ANXA2 p36 shRNA4 — centro, ANXA2 p36 shRNA scramble — lado
direito. As células foram cultivadas em placas de 60 mm e expostas a 400 uM de CoCl2 nos intervalos de tempo
identificados. Depois da lise seguiu-se a andlise por western blotting — 40 ug de lisado em cada pogo- incubacéo
com os devidos anticorpos. N=3.

encontra expressa em varios tipos de células cancerigenas inclusive do pulméo %% .
Curiosamente, verificou-se uma expresséo significativamente mais elevada de VEGFD
nas células A549 depletadas de ANXA2 (tratadas e ndo-tratadas), comparativamente com
as células controlo.

Tambeém se verificaram alteracdes nos niveis de ANXA2 em ambos os controlo e
knockdown. Em p36 shRNA3 pode ver-se um aumento da ANXA2 a partir das 3h de
hipdxia diminuindo a partir das 24h ao contrario das células controlo (scramble) cuja
alteracdo se verifica por uma diminuicdo progressiva de ANXAZ2 a partir das 6h
inclusivamente.

Ap0s 0s ensaios de hipoxia quimica procedi a ensaios de hipdxia real. O mecanismo de
estabilizacdo de HIF-a afeta ndo sO a atividade das PHD mas também de varios

mecanismos celulares e outras proteinas sensiveis a variagdes de O».
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3.3 Hipodxia Real

Os mecanismos que atuam na hipdxia quimica (neste estudo induzida pelo CoCly)
sdo diferentes dos mecanismos de hipdxia real, na qual as células foram incubadas numa
incubadora programada para 1% O». Enquanto que na hipdxia quimica estamos apenas a
afetar um mecanismo especifico (inibi¢éo das PHDs por competicéo do Co[I1] pelo centro
ativo onde se liga Fe[ll]), a hipoxia real terd mais efeitos sobre toda a célula e em proteinas
que sdo reguladas por Oz, que ndo irdo ser afetadas pela hipdxia quimica. No entanto, a
um pH fisiol6gico também acontece a oxidacéo de ides de Fe?*, Zn?* e Mn?* importantes
para mecanismos fisioldgicos relacionados, por exemplo, com a homeostase sistémica
intracelular, ligacdes DNA — proteina entre outros °L.

Tanto a hipoxia quimica com a real ttm em comum a estabilizacdo de HIF —a, e
inducdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), os dois focos deste trabalho. A hipdxia
quimica € um meétodo de facil manipulacgéo, barato e pratico, que permitiu obter resultados
preliminares como primeira analise de hipdxia. As experiéncias aqui realizadas foram
posteriormente repetidas com ensaios de hipdxia real a 1% e 1.5 % de O». Isto permitiu
haver uma maior credibilidade e seguranca dos resultados obtidos, assim como ter
também como um controlo da experiéncia de forma ter certeza que as observacdes
provinham dos fatores que ambos os métodos (hipdxia quimica e real) ttm em comum:

formacédo de ERO e estabilizagdo de HIF-a.

3.3.1 Andlise das vias de sinalizacdo ativadas em resposta a
condicdes de hipoxia real (1% de O2)

As celulas MDA MB 231 e HT1080 (com ANXA2 shRNA3 e 4 ou shRNA
scramble) foram expostas a 1% de O> (hipdxia), durante diferentes intervalos de tempos
seguidos da lise celular para extracdo do conteudo proteico destas células, e posterior

analise por western blot para diferentes proteinas alvo de interesse — figura 3.6.
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Figura 3.6. Células MDA MB 321 depletadas em ANXA2 mostram a inducdo de PRDX Il em resposta
afetando a expressdo de HIF 1-alfa. Células MDA MB 231 (ANXA2 p36 shRNA3 — lado esquerdo, ANXA2
p36 shRNA4 — centro, ANXA2 p36 shRNA scramble) foram expostas a 1% de Oz nos intervalos de tempo indicados
seguido da analise por western blot (20 pg de lisado) e incubagdo com os anticorpos mencionados. N=3

Submetidas a 1% de O, as células MDA MB 231 p36 shRNA3 ndo parecem
manifestar diferencas significativas a nivel da estabilizacdo de HIF-1o comparativamente
com as células controlo. No entanto, nas células MDA MB 231 p36 shRNA4,
verificaram-se niveis mais baixos de HIF-1a. comparativamente com as células controlo
durante o periodo de hipoxia investigado. Foi interessante observar um aumento da
expressao da proteina antioxidante PRDXII nas células MDA MB 231 p36 shRNA4 (nas
quais o silenciamento de ANXA2 é mais eficaz) tratadas e ndo tratadas comparativamente
com as células MDA MB 231 p36 shRNA3 e controlo (scramble). Outro facto curioso
foi observar nas células controlo (scramble), uma diminui¢do acentuada dos niveis de
ANXA2 as 2h de hipoxia. Sdo necessarios mais estudos de exposicdo prolongada a
condicdes de hipoxia para perceber durante quanto tempo esta diminuicdo ocorre e de que
maneira podera afetar os mecanismos celulares.

As células HT1080 foram expostas a 1% de Oz durante um intervalo de tempo
longo de hipdxia — figura 3.7. Os resultados indicam que as células depletadas de ANXA2
estabilizam o HIF-1 o por um periodo mais longo e mais eficazmente (as 24h o HIF 1- a,
continua estavel) comparativamente ao controlo (scramble) que apresenta uma
diminuicdo a partir das 16h. As 6h de hipoxia verifica-se uma expressdo mais forte de
HIF 1- o em células depletadas de ANXAZ2, comparativamente ao controlo.
Curiosamente, o HIF-2 o parece ser detetado principalmente as 6h de hipdxia nas células

depletadas de ANXA2, o que ndo se verifica nas células controlo (scramble). Os
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resultados mostram também que a via de sinalizacdo PI3K/AKT esta significativamente
mais ativada nas células depletadas de ANXAZ2 as 16h e 24h comparativamente com as
celulas controlo.

A sinalizacéo apoptoética (P-p38) foi ativada as 16h e 24h em ambas as amostras
(knockdown e controlo). N&o se verificaram diferencas significativas nas vias mediadas
por ERK 1/2 ou JNK, proliferacdo e pré-apoptoticas respetivamente. Verificaram-se
diferengas na expressdo de VEGF pelas células HT1080 depletadas de ANXA2
comparativamente com as células controlo a semelhanca do resultado obtido com as
células A549, registaram-se niveis relativamente mais elevados nas células depletadas de

ANXA2 comparativamente com as células controlo.
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Figura 3.7. Células depletadas em ANXAZ2 estabilizam HIF-1 e 2 alfa e ativacio da via PISK/AKT
em resposta a um tratamento de hipdxia comparadas as células controlo Células HT1080 (ANXA2 p36
SshRNA3 — lado esquerdo, ANXA2 p36 shRNA4 — centro, ANXA2 p36 shRNA scramble) foram expostas a 1% de O2
nos intervalos de tempo indicados seguido da analise por western blot (20 pg de lisado) e incubagdo com os anticorpos
mencionados. N=4.
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Ap0s os resultados obtidos nas experiéncias anteriores nas quais se verificou o
aumento de proteinas como PRDXII e VEGF mesmo em células ndo tratadas, resolvi
comparar entre linhas se 0 mesmo acontecia ou se poderia ser um mecanismo especifico

para cada linha individual.
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Figura 3.8. Deplecé@o de ANXA2 aumenta os niveis de PRDXI1 em células MDA MB231 e VEGFD em
células A549. As células MDA MB 231, HT1080 e A549 foram cultivadas em placas de 60 mm sem qualquer
tratamento. Apos a lise para extracdo do contetdo proteico procedeu-se a analise por western blotting com 20 ug de
lisado. N=1.

Desta forma analisei por western blot os niveis de PRDX 1l e VEGFD nas células
A549, HT1080 e MDA MB 231 depletadas de ANXAZ e respetivos controlos — Figura
3.8. Os resultados revelaram uma expressao significativamente elevada de PRDX Il nas
células MDA MB 231 depletadas de ANXA2 comparadas ao controlo principalmente
num dos shRNAs utilizados para depletar ANXA2 — shRNA4, confirmando os resultados
obtidos anteriormente. O shRNA4 é mais eficaz no silenciamento da expressdo de
ANXA2. O mesmo acontece com VEGFD, cuja diminui¢do de ANXAZ2 parece levar ao
aumento dos niveis basais de VEGFD com ou sem tratamento, mas apenas nas células
A549; enquanto que nas células MDA MB 231 e HT1080 os niveis enddgenos de VEGFD

ndo sdo detectaveis ou sdo muito baixos, respetivamente

3.4Andlise da oxidacdo de residuos de cisteina (Cys) reativos
presentes em proteinas com capacidade redox apds tratamento de
hipdxia - BIAM

Os ensaios de BIAM foram realizados com o objetivo de investigar o estado redox
de proteinas, mediado por EROs produzidas sob um estimulo hipoxico. Com este ensaio,
ndo s6 nos propusemos a estudar o estado de oxidacdo de ANXAZ2 durante a hipoxia e
confirmar se de facto esta proteina estd a ser reciclada, assim como o estado de

oxidacgéo/reducdo de outras proteinas envolvidas em vias de sinalizacdo potencialmente
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afetadas por um estimulo hipoxico e perceber se ha correlacéo entre estas alteracdes e a
atividade oxidante de ANXAZ2. Esta reacdo de oxidagdo/reducdo é detetada pela
sensibilidade dos residuos de cisteina presentes nas proteinas sensiveis as ERO
intracelulares que sdo detetadas pelo BIAM. Por outras palavras, a iodoacetamida
biotinilada reage com anides tiolato (S-) formando uma ligacdo covalente. A perda ou
auséncia do sinal da marcacao por BIAM ¢ proporcional ao grau de oxidagdo dos tidis,
ou seja, quanto menor for o sinal, maior é o estado de oxidag&o e vice-versa. Desta forma,
as células foram expostas a 1% O» durante um determinado periodo de tempo apos o qual
seguiu-se a lise das células e incubagcdo com BIAM (200 puM) (procedimento descrito em
Materiais e Métodos). As amostras foram no dia seguinte carregadas num gel de
poliacrilamida para posterior detecdo das proteinas-alvo com o0s anticorpos
correspondentes. A detecdo das proteinas marcadas por BIAM foi realizado através de
uma nova incubacdo com streptavidina conjugada - HRP, uma proteina com elevada
afinidade para a biotina, cuja ligacdo, uma vez formada € muito forte e dificil de quebrar,
0 que faz desta proteina um bom método de detecdo, auxiliando desta forma a dete¢do do
sinal marcado por BIAM.

Como referido anteriormente, uma diminui¢do na marcacdo por BIAM revela um
aumento da oxidacdo dos residuos de Cys por ERO. — Figura 8. O painel da esquerda
representa a quantidade total de proteina existente em cada lisado. O lado direito
representa as proteinas que se ligaram ao BIAM por estarem na sua forma reduzida.
Olhando para o lado direito da figura 3.9, os resultados indicam que a ANXAZ2 apresenta
um perfil redox variavel ao longo do tempo de exposicdo a hipoxia, notéavel
principalmente aos 15 minutos, 1h e 2h na qual se apresenta mais oxidada (menos
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Figura 3.9. Células HT1080 WT revelam estado oxidacao-reducéo ap06s serem submetidas
a condicgdes de hipoxia (1% O3). As células foram expostas a 1% de Oz no intervalo de tempo indicado
seguido da marcagdo por BIAM (200 uM) e analise por western blot. N=2.
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marcacio por BIAM) comparativamente ao seu estado nio tratado. E possivel verificar
que algumas proteinas apresentam —se maioritariamente sob a forma oxidada como
PTEN e caspase 3. Foi curioso também verificar o estado reduzido dominante de PRDX
| e AKT que parece se alterar apenas ap6s as primeiras 2h de hipoxia. E possivel ver
também que a actina, uma proteina importante para componentes como o citoesqueleto,
é sensivel a oxidacao durante a hipoxia, sendo visivel uma alteracdo do seu estado redox
mais oxidado (NT-15 minutos) a mais reduzida aos 30 minutos de hipdxia, voltando a
ficar oxidada e reduzida, possivelmente devido a fatores que possam estar a ser ativados
para uma reorganizacdo do citoesqueleto para que as células se consigam adaptar as

condic@es de hipdxia — figura 3.9.

3.5Analise da expressdo relativa dos niveis de mRNA de genes
regulados por HIF

Apds a analise por western blot para verificar a ativacdo de vias que contribuem
para a proliferacdo (P-ERK1/2), sobrevivéncia (P-AKT)), regulacdo da transcri¢do de
genes (HIF-1a, HIF-2a), proteinas antioxidantes (PRDXI, PRDXII) e vias apoptoticas
(JNK, P-p38, caspase3) em resposta a deplecdo de ANXA2 com e sem estimulo hipoxico,
decidi entdo avaliar se a transcricdo dos genes que codificam para proteinas reguladas
pelo principal fator de transcricdo envolvido na resposta hipoxica, HIF, seria também
afetada em células depletadas da proteina em estudo.

Foram realizados PCRs quantitativos em tempo real (QRT-PCR) apds uma
investigacdo na literatura de potenciais alvos sensiveis a hipdxia por forma a perceber de
que forma a deplecdo de ANXAZ2 poderia afetar a sua expressao génica.

Os resultados obtidos por western blot de experiéncias realizadas com as células
MDA MB 231 (figuras 3.4 e 3.6) revelou haver de facto um aumento de PRDX Il na
deplecdo de ANXAZ2 sugerindo que o sucedido parece estar a ser um mecanismo de
compensacao por parte destas células que ndo se verificou nas outras linhas (figura 3.8..
Experiéncias realizadas anteriormente pelo nosso laboratorio revelaram ndo haver
diferengas entre a deplecdo de ANXAZ2 e os niveis proteicos de PRDX I, pelo que
considerou-se este ser um bom controlo negativo para esta experiéncia. Utilizou-se entéo
primers correspondentes a PRDX | e PRDX Il e fomos investigar se este mecanismo de

compensacdo também acontecia a nivel da transcrigéo.

53



Estudo do papel da proteina anexina (ANXAZ2) em células cancerigenas durante a hipdxia

# % &

o]
[=]

ra
in
de

ra
[

(=
in

—
[=]

[=]
in
=]

Nivelde expressdo génica (mRENA)

shRNA3 shRNA4  shRNA scramble shRNA3 shRNA4  shRMNA scramble

Nivek de expressio génica (mRNA)de
PRDXI

Figura 3.101. Expressao relativa dos mRNAs correspondentes ao gene da Perxirredoxina | (PRDX
1) e Peroxirredoxina I1 (PRDX Il) em células MDA MB 231 nao tratadas. As células MDA MB 231 com
a deplecdo de ANXA2 (shRNAS3 e 4) versus controlo shRNA scramble) foram cultivadas em placas de 60 mm sem
tratamento e extraiu-se 0 RNA para posterior anélise por qRT-PCR. Os valores obtidos foram normalizados com o
gene housekeeping GAPDH. Os P-values representam a diferenca dos niveis de expressdo génica entre a deplecéo de
ANXA2 (shRNA) e controlo (scramble). Os valores encontram-se expressos de acordo com a média +/- o desvio
padrao com N=3. A analise estatistica foi efetuada recorrendo ao teste t Student: *** P < 0,001.

Os resultados obtidos por gRT-PCR revelaram que a transcricdo de PRDX | ndo
parece ser alterada nas células depletadas de ANXA2 comparativamente com as células
controlo (scramble), o que seria esperado. No entanto, os resultados revelaram que o gene
paraa PRDX 11, que codifica para uma proteina antioxidante que atua sob um mecanismo
semelhante a ANXAZ2, mostrou niveis de transcricdo mais elevados em células depletadas
de ANXA2 comparativamente as células MDA MB 231 controlo — figura 3.10. Estes
resultados sdo concordantes com os resultados obtidos a nivel das proteinas por analise
por western blot — figuras 3.4 e 3.6. As células HT1080 e A549 foram expostas a
intervalos de tempo de hipoxia real (1.5% O2) e quimica (400 uM), respetivamente. As
células HT1080 WT foram NT ou expostas a intervalos de tempo de 3h e 6h com 1.5%
O e foram analisados genes como HIF-1a, HIF-2a, 0s quais se destacaram nas analises
por western blot anteriormente. Investiguei ainda genes que sao alvos destes fatores de
transcricdo como GLUT1 — um dos ativadores do mecanismo glicolitico, NRF2 — fator de
transcricao que ativa a expressao de antioxidantes, e MMP2 — colagenase importante para
a degradacdo da ECM, cujas atividades estdo potencialmente envolvidas durante a
resposta hipoxica - figura 3.11.

Os resultados sugerem que a transcricdo de HIF 1-a diminui com a exposicao a
niveis baixos de O,. Curiosamente, a expressdo de HIF 2-a parece aumentar a partir das
6h inclusive comparativamente aos niveis do controlo. N&o se verificaram diferengas
significativas nos niveis de expressdo de NRF2 e MMP2, no entanto, verificou-se um

aumento significativo de GLUT1 ao longo do tempo de hipoxia.
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Figura 3.11. Expressao relativa dos mRNAs em
células HT1080 WT expostas a um tratamento de
hipoxia (1.5% O2) versus ndo tratadas. As células
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tratamento e extraiu-se 0 RNA para posterior analise por
gRT-PCR. Os valores obtidos foram normalizados com o
gene housekeeping GAPDH. Os P-values representam a
diferenca dos niveis de expressdo génica entre a deplecédo
de ANXA2 (shRNA) e controlo (scramble). Os valores
encontram-se expressos de acordo com a média +/- o desvio
padrdo com N=3. A andlise estatistica foi efetuada
recorrendo ao teste t Student: *** P < 0,001.

As células A549 p36 shRNAS3 e controlo foram expostas a um tratamento com

400 uM de CoCl. durante 3 horas e foram analisados genes como a ANXA2, de forma a
verificar que as células continham a deplecéo da expressao génica como esperado, HIF-
20, e GLUT1 — figura 3.12. Os niveis de ANXA2 mantiveram-se baixos como seria de
esperar. No entanto, verificou-se um aumento da transcricdo de ANXA2 as 3h de hipoxia
nas células controlo, sugerindo que a expressdo que ANXA2 estd a ser estimulada em
condicgdes de hipoxia. Comparando ambas as linhas (deplecdo de ANXAZ2 e controlo),
verifica-se que as células A549 p36 shRNA3 ndo tratadas, exibem uma expressdo de HIF

2-a cerca de 3 vezes superior comparativamente ao controlo, sugerindo que a ANXA2
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podera estar a interferir com a expressao de HIF 2-a mesmo em condi¢Ges de normoxia.
No entanto, ap0s o estimulo hipoxico esta diferenca é quase nula (3h) entre as células
depletadas de ANXAZ2 e controlo.
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Figura 3.12. Expressdo relativa dos mMRNAs em células A549 depletadas em ANXAZ2 versus controlo
expostas a um tratamento de hipoxia (1.5% O2). As células A549 depletadas em ANXA2 (shRNA3 e 4) versus
controlo sshRNA scramble) foram cultivadas em placas de 60 mm sem tratamento e extraiu-se 0 RNA para posterior
analise por gRT-PCR. Os valores obtidos foram normalizados com o gene housekeeping GAPDH. Os P-values
representam a diferenca dos niveis de expressdo génica entre a deplecdo de ANXA2 (shRNA) e controlo (scramble);
tratadas e ndo tratadas (NT). Os valores encontram-se expressos de acordo com a média +/- o desvio padrdo com N=3.
A andlise estatistica foi efetuada recorrendo ao teste t Student: *** P < 0,001.

Relativamente a GLUTL, a deplecdo de ANXA2 parece afetar a sua transcricao
durante a hipdxia, mantendo-a baixa pelo menos nas primeiras 3h de hipoxia. Apesar
disso e a semelhanca de resultados anteriores nas células HT1080 WT, verifica-se que
nas células controlo (scramble) ha um aumento acentuado da expressdo de GLUT1 em
resposta a condicdes de hipoxia. Como tal estas experiéncias necessitam de ser repetidas
com intervalos de tempo mais longos para investigar se esta alteragdo é exclusivamente
devida a deplecdo de ANXA2 que podera estar a afetar um dos principais genes
responsaveis pela ativacdo do mecanismo glicolitico.

Todos os gRT-PCR foram normalizados com o gene housekeeping GAPDH.
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3.6 Andlise dos niveis de ERO em células depletadas de ANXA2
versus controlo

De forma a investigar se a ANXA2 é importante na inativacdo de ERO em células
cancerigenas durante a exposicao a condicdes de hipoxia, foram analisados os niveis de
ERO em células depletadas de ANXA2 e controlo — figura 3.13.. As células foram
expostas a tempos diferentes de hipoxia e incubadas com diacetato de 2',7’
diclorofluoresceina (DCFH-DA) [ver sec¢do 2.4 de Material e Metddos].
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Figura 3.13. Medigéo da concentragdo de ERO pelo ensaio DCF-DA em células MDA MB 231, HT1080 e A549
com knockdown para a ANXA2 (shRNA3 e 4) e respetivo controlo (shRNA scramble) sob condicées de hipoxia.
O ensaio foi realizado numa placa de 96 pogos na qual metade foi utilizada para um tratamento de CoCI2 a 200 uM (MDA
MB 231 e HT1080) e 400 uM (A549) em cada pogo incubagéo de 30 minutos para as células MDA MB 231 e HT1080 e 3 horas
para as células A549 . Para o ensaio DCF-DA foi inicialmente retirado o meio DMEM dos pogos, lavaram-se as células com
PBS e retirou-se novamente. Colocou.se 100 uL de PBS com Ca?* e Mg?* contendo 200 uM de DCF-DA em metade da placa, e
a outra metade com 100 uL de PBS com Ca2+ e Mg2+ com 200 uM de DCF-DA e 200 uM de CoCl; (MDA MB 231 e HT1080) e
400 uM (A549). Incubou-se durante 30 minutos a 37°C em atmosfera humida com 5% de CO2. Por fim foram medidas as
respetivas fluorescéncias num espectrofotometro (excitagdo a 492 nm e emissGo a 530 nm). Os valores encontram-se
expressos de acordo com a média +/- o desvio padrdo. Os P-values representam a diferenca d os niveis de ERO entre tratadas
com DCF-DA (azul) e tratadas com DCF-DA + CoCl2 (laranja) com um nivel de significdncia de 95 %. N=6.
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Os resultados sugerem que, ao contrario do esperado, ndo se verificaram grandes
diferencgas na concentracdo de ERO entre células com e sem a deplecdo de ANXA2 nédo
tratadas ou tratadas com CoCl> nas trés linhas celulares estudadas. No entanto, nas células
MDA MB 231 depletadas de ANXAZ2, verificaram-se niveis de ERO um pouco mais

elevados comparativamente ao controlo (scramble).
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4. Discussao e Perspetivas Futuras

Sabe-se que as células cancerigenas expressam tipicamente niveis mais elevados de ERO,
o que Ihes confere vantagem proliferativa e promove a progressdo tumoral *’. O nosso
laboratério identificou recentemente a ANXA2 como uma nova proteina com
propriedades reguladoras via oxidacéo-reducao e cujo papel é extremamente importante
durante o stress oxidativo, e de forma particular, na sinalizacdo celular promovendo a
tumorigénese “2. O seu residuo reativo Cys-8 é oxidado por H20,, sendo reduzido
novamente pelo sistema da tiorredoxina, 0 que permite que apenas uma molécula de
ANXAZ2 inative varias moléculas de H202 participando desta forma em varios ciclos
redox *°.

Manter a homeostase, sobretudo no que toca aos niveis intracelulares de O, é
importante para a sobrevivéncia da célula pelo que uma simples mudanca na presséo de
O2¢€ o suficiente para que sejam ativados mecanismos que permitam que a célula se adapte
a estas alteracGes. HIF tem um papel crucial nesta adaptacdo devido a sua capacidade
transcricional que estimula a expressdo de genes responsaveis por repor a homeostase
através da vasodilatacdo, angiogénese, eritropoiese, invasdo, bem como a ativacdo do
mecanismo glicolitico *°.

Como referido anteriormente, as PHD, necessitam de O, 2-oxaglutarato e ferro
(Fe 11) para exercerem corretamente a sua funcéo e levar HIF-a a degradacéo por via do
proteossoma, 0 que faz com que estas proteinas sejam consideradas um dos maiores
sensores de O intracelular *°. O aumento dos niveis de ERO intracelular pode levar a
oxidacao do ido Fe?* a Fe3* inibindo a acdo das PHD e consequentemente, o HIF-a no é
degradado o que pode justificar a estabilizacdo de HIF-a que se verifica nas Figuras 3.2
a 3.7 da seccdo de Resultados %45 Curiosamente, esta estabilizacdo foi mais
significativa em células que apresentam a deplecdo de ANXA2 comparativamente com
as células controlo. Uma possivel explicacdo para este resultado € o facto da deplecao de
uma proteina antioxidante, como é o caso da ANXAZ2, poder levar a uma maior
acumulacdo de ERO nas células depletadas desta proteina durante a hipoxia. Madureira
et al. provou que células sujeitas a stress oxidativo apresentam mais ERO quando
depletadas de ANXAZ2. No entanto, os resultados obtidos neste trabalho ndo mostraram
uma diferenca significativa na concentracdo de ERO em células HT1080, MDA MB 231
ou A549 depletadas de ANXA2 comparativamente com as células controlo durante a
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hipéxia. Por outro lado ndo podemos descartar a possibilidade da ANXAZ2 atuar
diretamente noutras proteinas antioxidantes como uma proteina redutora, por exemplo
prevenindo a oxidacdo das PHDs e do HIF e assim contribuindo para a degradacgéo de
HIF-a. Curiosamente, estudos revelaram que HIF-a apresenta duas cisteinas reativas
(Cys-800 e Cys-533). A primeira é sensivel a modificacBes redox que em conjunto com
outros aminodcidos (Leu-795, Leu-818 e Leu-822) ajudam na estabilizacdo e interacéo
com a proteina p300 %1% AlteracGes como estas foram significativamente atenuadas
através de um tratamento com antioxidantes (como glutationa, vitamina C e E) em varios
tipos de células *°. Estudos demonstraram que a Cys-800 de HIF-a era crucial para a sua
atividade transcricional cujas mutagdes nesta regido impedia este fator de exercer a sua
funcéo 1. O 6xido nitrico, (nitric oxide, NO) é um regulador importante de proteinas que
possuem cisteinas na sua constituicdo. Estudos revelaram que a Cys-533 de HIF- a esta
depende da nitrosilagdo (adicdo de um grupo NO a tidis (ou metais)) para prevenir
degradacéo deste fator sob condi¢des de normdxia %1%, Sendo que a ANXA2 também

possui afinidade para interagir com cisteinas reativas coloca-se a seguinte hipotese:

A oxidacdo da cisteina (Cys-533) de HIF-a leva a uma alteracdo da conformacéo
da sua estrutura impedindo a ligacdo das PHD e FIH aumentando a estabilidade deste
fator, logo, a proteina ANXAZ2 ao reduzir HIF-o permite que as PHD e FIH possam ligar-

se a HIF-a levando a sua degradacéo.

Serdo necessarios outros estudos para investigar esta hipétese, e se a mesma
correlaciona com o aumento da estabilizacdo de HIF-a na deple¢@o da nossa proteina de
interesse (ANXAZ2), por exemplo, atraves de um ensaio de BIAM podemos comparar 0s
niveis de oxidacdo de HIF-a em células com deplecdo e niveis normais de ANXA2. Os
resultados obtidos neste trabalho sugerem que a presenca de ANXA2 possui de facto um
papel fundamental durante a hipoxia na regulacdo da degradacdo de HIF-o. Seria
interessante investigar se existe, interacdo entre HIF-o. e ANXA?2 e perceber se o papel
desta proteina antioxidante durante a hipoxia tumoral é de forma direta ou inversa com
este fator de transcrigdo. Nas figuras 3.5 e 3.7 dos Resultados, experiéncias com as células
A549 e HT1080 respetivamente mostram, pela primeira vez, a estabilizagdo de HIF 2-a
apenas em células depletadas de ANXAZ2. Foram realizadas incubagdes para HIF 2- a em
células MDA MB 231, no entanto ndo se observou a estabilidade deste fator (data not

shown). A maioria dos tumores solidos apresentam regides de hipoxia, devido a
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deficiéncia da vasculatura tumoral, cujo alcance de nutrientes e O, € muito limitado.
Nestes casos, 0s mediadores da resposta hipoxica (HIF — 1a e HIF - 2a) sdo fundamentais
para a sobrevivéncia destas células 2.

HIF 1-a é responsavel pela indugdo da primeira fase da resposta hipéoxica (< 24h
) e HIF 2-a ¢ responsavel pela segunda fase considerada resposta cronica (24h -72h) 22,
Holmquist-Mengelbier et al. mostraram que existe uma diminuicdo da expresséo de HIF
1-a em células de neuroblastoma apds uma exposicao prolongada a condi¢cdes de hipoxia
que leva a uma troca (switch) de HIFs que se verifica pelo aumento de expressao de HIF
2-0.. Neste trabalho apenas observamos estabilizagdo de HIF 2-a. em células aonde houve
deplecdo de ANXAZ2. De acordo com os resultados de Holmquist-Mengelbier et al. a
estabilizacdo de HIF 2-a ocorre de uma forma mais tardia comparativamente com HIF 1-
a e prolonga-se por periodos mais longos de hipdxia, quando a expressdo de HIF 1-a ja
ndo é detetdvel. O mesmo estudo de Holmquist-Mengelbier et al. provou, através da
insercdo de um siRNA contra HIF 2-a, em ratinhos nude para células de neuroblastoma,
que o volume dos tumores eram significativamente menores comparados a experiéncias
nas quais depletaram HIF 1-a que ndo afetou o crescimento tumoral.

Estudos de analise bioinformatica verificaram que as proteinas HIF 1-a e HIF 2-
a apresentam 48 % de homologia. Embora HIF 1-a e HIF 2-a tenham genes alvo em
comum (como é o caso de VEGF e GLUTL1 importantes mediadores da ativacdo da
angiogénese e mecanismo glicolitico, respectivamente), também existem genes Unicos
para cada HIF (por exemplo: HIF -1a: BNIP3 e P53 (apoptose), P21 e P27 (paragem do
ciclo celular); HIF 2-a: inibicdo de P53, ativacdo de MYC (proliferacdo), CXCR4
(metastizacdo) e OCT3/4 (proliferagdo de células estaminais)) 221%, Isto faz de HIF 1-a
0 mestre da regulacdo da resposta hipoxica devido a sua capacidade de induzir uma
resposta angiogénica numa primeira fase, ou mesmo ativar mecanismos apoptéticos
variando de célula para célula e de acordo com as mutag6es que cada uma apresenta. HIF
2-a parece regular sobretudo uma resposta de adaptacdo e sobrevivéncia a hipoxia,
conferindo o HIF 2-o. um papel caracteristicamente oncogénico apés longos periodos de
exposicdo a hipoxia principalmente devido a forte expressdo de VEGF associada a
estabilizacdo deste fator de transcricdo em varios tipos de cancro particularmente em
células de neuroblastoma 22104,

Relativamente ao padrdo de expressao de mRNA, segundo a literatura este

também varia de acordo com o tipo de celula, por exemplo: HIF 2-a é dominante (HIF 2-
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a > HIF 1-a) no endotélio microvascular, fibroblastos de células pulmonares fetais,
células de coriocarcinoma (que se forma durante a gestacdo, gravidez), hepatoma,
carcinoma cervical e pouco expresso em outros tecidos como cérebro, pulmdes, rins,
pancreas e intestino. O nivel de expressdo de MRNA do HIF 1-a apresenta-se sobretudo
em células de fibrossarcoma, fibroblastos de células pulmonares de feto e um pouco
distribuido por outros tecidos %,

Estudos revelaram também que os niveis de expressdo de mMRNA de HIF 1-a (mas
ndo de HIF 2-a) diminuem com a exposicao prolongada a hipdxia, o que foi consistente
com os resultados de qRT-PCR realizados em células HT1080 - figura 3.11 1%, Estes
resultados — figura 3.11 — mostram ndo s6 uma diminuicdo gradual significativa de HIF
1-o mas também uma tendéncia para aumentar os niveis de HIF 2-a sugerindo uma
espécie de troca de HIFs em resposta a hipdxia que se verifica também a nivel da proteina
na figura 3.7. No entanto, os mecanismos que controlam diminui¢do/aumento de HIF 1-
o/ HIF 2-0, nd0 sdo conhecidos. N&o se verificaram alteracfes nos niveis de expressao de
NRF2 e MMP2. Uma possivel explicacdo sera devido ao tempo de hipoxia ndo ter sido
suficiente para induzir a expressao destes genes. No entanto, estes resultados também
revelam uma resposta rapida e significativa na transcricdo de GLUT1, sugerindo que a
ativacdo de um metabolismo glicolitico é uma das primeiras respostas das células
cancerigenas ao stress hipoxico, como seria esperado. Sa0 necessarios mais estudos
sobretudo ao nivel da proteina de forma a perceber se a estabilizagdo de GLUT1 é um
mecanismo necessario na ativacdo do mecanismo glicolitico numa fase precoce, ou tardia
da resposta hipdxica, e repetir este ensaio com células depletadas de ANXAZ2 e perceber
se esta esta a interferir com a expressao destes genes (GLUT1, Nrf2, MMP2, HIF 1 —«
HIF 2 - a ou mesmo VEGF).

Nas células A549, foi possivel fazer esta comparacgdo — figura 3.12. Procuramos
sobretudo por diferencas de expressdo em HIF 2-a como verificAmos nas experiéncias de
western blotting. Quanto a expressdo génica de HIF 2-a, os resultados do qRT-PCR
mostraram diferencas sobretudo nas amostras ndo tratadas e depletadas de ANXA2
comparativamente com as células controlo, aonde observamos uma expressdo génica
cerca de trés vezes mais alta de HIF-2-a em células depletadas de ANXAZ2. Esta expressdo
parece diminuir as 3h de hipoxia, no entanto, as diferencas entre a deplecéo e o controlo
de ANXAZ2 sdo quase nulas neste tempo de hipoxia. Tendo em conta que os resultados de

gRT-PCR obtidos para as celulas HT1080 mostraram uma diminuicdo transiente da
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expressao de HIF-2-a as 3h de hipoxia e uma tendéncia para 0 aumento de expressao
deste gene as 6h, concluimos que serd necessario analisar a expressdo de HIF-2-o para
periodos mais longos de hipoxia (6h-24h). Quanto a expressado de GLUT1, observamos
um aumento significativo de expressao deste gene em células controlo, sugerindo que a
ANXA2 pode estar a contribuir para a inducdo de GLUTL, no entanto, serdo necessarios
mais estudos de hipOxia para perceber se este aumento € superior em periodos
prolongados de hipdxia.

Como referido acima, VEGF e GLUT1 sdo alvos comuns de HIF-1-a e HIF-2-a.
O VEGF ¢ a molécula mais importante que medeia a sinalizacdo responsavel pela
formacdo da vasculatura tumoral 22 o que me levou a investigar se a nivel proteico, 0s
niveis de VEGF poderiam ser influenciados pela deplecdo de ANXAZ2, tendo em conta as
alteracdes registadas nos HIFs-a. Curiosamente nas células HT1080 e A549 verificou-se
uma maior expressdo de VEGF em células depletadas de ANXA2 comparativamente ao
controlo (scramble). Nas células A549, apds a elaboracdo da técnica de western blotting,
as membranas foram incubadas com um anticorpo especifico para VEGFD, uma molécula
que pertence a familia dos VEGFs cuja atividade promove a vasculatura linfatica e
metastizacao presente em alguns tipos de cancros inclusive pulmao e colorectal, mas cuja
funcéo tem sido pouco estudada até agora %%, Os resultados mostraram uma expressio
de VEGFD significativamente mais elevada em células depletadas de ANXAZ2, tratadas
e ndo tratadas, o que sugere evidentemente um papel da ANXA2 na regulacao de VEGFD,
sobretudo nas células A549 — figuras 3.5 e 3.8. Nas células HT1080, foi utilizado um
anticorpo geral contra VEGF, pois VEGFD nao foi detetado nestas células (figura 3.8), e
verificou-se um resultado semelhante no qual a acumulagdo de VEGF foi mais visivel em
células depletadas em ANXA2 — figura 3.7. No entanto, anticorpos especificos contra as
isoformas de VEGF (VEGF-A,; B; C) sdo necessarios para perceber qual é a isoforma cuja
expressdo estd a ser aumentada nestas células (HT1080). Na literatura estdo descritos 8
residuos de cisteinas na estrutura das proteinas VEGF %197 pelo que se colocam as
seguintes questoes:

Sera algum(s) deste(s) residuo(s) sensivel a oxidacdo por ERO? Tera a ANXA2
afinidade por este(s) residuo(s) levando a sua reducdo? Estard esta modificacdo redox

associada com a acumulacéo de VEGF?

Serdo necessarios mais ensaios de forma a perceber de que maneira ANXA2

podera estar envolvida na acumulagdo de VEGF e por sua vez na angiogénese tumoral.
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Ensaios de BIAM usando células knockdown para a ANXAZ2 e controlo submetidas a
hipoxia, irdo permitir investigar se a ANXA2 tem algum papel na regulacdo redox de
VEGF.

Tambeém seria interessante investigar se ANXA2 podera estar relacionada com a
ativacdo da angiogénese. Um ensaio interessante seria a angiogénese in vitro %, Esta
experiéncia tem como método o cultivo de células numa matrigel na qual verificariamos
apos a adicdo ou repressdo de um substrato (neste caso seria ANXA?2) se verificaria a
formacgdo de uma estrutura tipo capilar e desta forma verificar se de facto ANXA2 é
necessaria para a angiogénese durante a hipdxia.

A PRDX Il é expressa em Varios tipos de células e encontra-se sobretudo no
citosol tal como a ANXA2 como referido anteriormente 421, Para além disso estas duas
proteinas ligam-se a membranas de forma dependente de calcio, localizam-se em lipid
raft (aonde ocorre transducdo de sinal) e fazem translocacdo para o nicleo em resposta a
stress oxidativo. Em ambas as figuras 3.4 e 3.6 as células depletadas de ANXA2
mostraram um aumento da PRDXII mesmo em amostras néo tratadas. Acoplado a este
aumento, também se verificaram altera¢fes na estabilizacdo de HIF 1-o quando surge este
aumento da PRDXII, (p36 shRNA4) que parece estar a favorecer a degradacdo de HIF 1-
a. Este aumento de PRDX 11 verifica-se ndo sé a nivel da proteina como também a nivel
de expressdo de mRNA — figura 3.10. Os niveis de PRDX | ndo sofreram alteracdes nas
células depletadas de ANXA2 ou controlo como seria esperado, uma vez que nao se
observou diferencas a nivel de expressdo proteica da PRDX | em células MDA MB 231
depletadas de ANXA2 comparativamente com células controlo (figura X) servindo de
controlo negativo da experiéncia. No entanto, a expressdo de mRNA de PRDX Il aumenta
significativamente em células depletadas de ANXAZ2. Estes resultados sugerem a
possibilidade das células aumentarem a expressdo da PRDXII para tentarem compensar
a falta de ANXAZ2, possivelmente levando assim a um novo equilibrio REDOX.

O estudo do papel antioxidante da ANXAZ2 durante a hipoxia, em células HT1080
WT, através do ensaio de marcacao dos residuos de cisteina reativos por BIAM revelaram
de facto a alteragdo do estado redox de ANXA2 em exposi¢do a condi¢des de hipoxia (1
% O2), apresentando-se inicialmente no seu estado reduzido em células ndo tratadas —
figura 3.9. O padréo redox é visivel durante a exposi¢do a hipoxia sugerindo a reciclagem
desta proteina durante a hipoxia. A analise dos niveis de ERO nas células MDA MB 231
depletadas de ANXA2 versus controlo revelou de facto haver uma diferenca significativa

na acumulacdo intracelular de ERO. No entanto ndo se verificaram diferengas entre
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células ndo tratadas ou tratadas com CoCl, nas 3 linhas celulares estudadas,
possivelmente devido & toxicidade do CoCl, que possa estar a causar alguma morte
celular — figura 3.13. Estudos de viabilidade celular seriam esclarecedores para verificar
a possivel toxicidade do CoCly.

Com o objetivo de validar os resultados acima descritos, sdo necessarias medidas
futuras aplicadas a varias linhas cancerigenas de linhas comerciais ou mesmo em
amostras clinicas.

Considerando que uma pequena fragdo de ANXAZ2 existe no nucleo é necessario
investigar a interacdo entre ANXAZ e fatores de transcricdo como HIF 1-a e HIF 2-0 e
seus alvos como VEGF e GLUTL1 por exemplo, seria interessante através da co-
imunoprecipitacdo (Co-IP) verificar estas possiveis interacdes.

Tendo em conta os resultados obtidos nas figuras 3.5 e 3.12 em células A549,
seria curioso realizar novos gRT-PCRs com tempos de exposicdo & hipoxia mais
prolongados e comparar com 0s niveis proteicos, de forma a perceber se a deplecéo de
ANXA2 possa estar a afetar ndo s6 0s niveis proteicos como também a nivel
transcricional genes como HIF 2-a e GLUTL. Estes resultados revelam que a hipdxia
parece estar também a regular os niveis de ANXAZ2 pelo que seria necessario realizar, por
exemplo, ensaios de ciclohexamida de forma a observar o tempo médio de vida da
ANXAZ2 durante a hipoxia e de proteinas como HIF —a, GLUT1 e VEGF e perceber que
ao eliminarmos a ANXAZ2 estamos a afetar a estabilidade de algumas destas proteinas e
se existe alguma correlacdo com o tempo médio de vida de cada uma.

O consumo de glicose é um processo biolégico imprescindivel para a sinalizagédo
celular, metabolismo e producédo de energia. Através da glicolise e do ciclo de Krebs, a
glicose é oxidada, libertando CO2, H>O e ATP. Este mecanismo € o principal mecanismo
de obtencdo de energia e compostos mantidos pelas células cancerigenas. Tendo em conta
os resultados obtidos via gRT-PCR, seria curioso realizar ensaios de consumo de glicose
e perceber se de facto a nossa proteina de interesse podera estar a favorecer a glicolise.
Um método muito simples de investigar o papel da proteina ANXAZ2 na glicélise seria,
por exemplo, medir o consumo de glicose em celulas depletadas de ANXAZ2 vs controlo,
apos a adicdo de um substrato marcado, por exemplo, 2-deoxiglicose (2-DG), um
composto estruturalmente muito similar a glicose, cujo importe para dentro da célula é
reconhecido normalmente pelos transportadores de glicose (GLUT). Este composto é

metabolizado em 2-DG-6-fosfato (2-DG6P) que se acumula nas células que pode ser
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detetado a uma absorvancia de 412 nm (Glucose Uptake Assay Kit (Colorimetric)-
abcam).

Nos tempos de exposicdo a hipdxia investigados, verificou-se a acumulagdo de
HIF 2-a nas células depletadas deANXA2, mas ndo nas céelulas controlo, pelo que seria
interessante verificar se esta acumulacdo acontece num tempo de exposi¢cdo mais longo
(> 48h) nas células controlo e qual o seu efeito sob vias de proliferacdo e sobrevivéncia
como PI3K/AKT, JNK e MAPK/ERK a longo termo.

Seria interessante também repetir novos ensaios de BIAM com células depletadas
de ANXAZ2 e observar o estado de oxidacdo/reducdo de proteinas como HIF- a ¢ VEGF
ao longo da hipoxia e perceber se de facto estas proteinas podem ser alvo de ANXAZ2.
Para investigar o mecanismo compensatorio de PRDXII em células depletadas de
ANXAZ2, seria necessario por exemplo estabelecer varias linhas de cancro com a deplecéo
de ANXA2, PRDXII ou ambas mediado pelo sistema de ShRNA ou mesmo através da
eliminacdo do gene (knockout) utilizando um sistema novo que utiliza a enzima cas-9 que
cliva a cadeia dupla de DNA eliminando o gene designado por CRISPR (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat). O aumento de PRDXII nas células
MDA MB 231 é evidente na deplecdo de ANXAZ2. Nestes mesmos resultados, a
acumulacdo de HIF 1-o diminui quando PRDXII aumenta em células depletadas de
ANXAZ2. Estudar a possivel interacdo entre ANXA2 e PRDXII é também importante,

parar perceber se estas interagem ou se ligam a alvos semelhantes através de Co-IPs.
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5. Conclusao

Vaérios estudos tém demonstrado niveis elevados de ANXA2 em diversos tipos de
cancro gue estdo positivamente relacionados com a progressdo tumoral, resisténcia a
radio e quimioterapia conferindo um mau prognostico da doenca. Contudo sdo
necessarios mais estudos para elucidar os mecanismos de acdo de ANXA2 sobretudo o
seu papel tumoral que até agora foi pouco estudado.

O crescimento descontrolado de células cancerigenas leva a um afastamento da
vasculatura e limitacdo ao acesso de oxigénio e nutrientes. O stress hipdxico a que estas
células estdo sujeitas gera por sua vez uma disfuncdo mitocondrial que leva a producédo
de radicais livres (ERO). Estas espécies sdo por sua vez responsaveis pela estabilizacéo
do fator mais importante que medeia a resposta hipoxica —HIF.

A funcdo antioxidante de ANXAZ2 recentemente descrita pelo nosso laboratorio
levou-nos a investigar o seu papel durante a hipdxia e nas vias de sinalizacdo ativadas por
ela, em células cancerigenas e relacdo com o fator de transcricdo (HIF) principal
responsavel pela resposta hipoxica. Os resultados sugerem que durante a deplecdo de
ANXA2, hd uma acumulacdo mais significativa de HIF 1-a. em células HT1080 e MDA
MB 231 e de HIF 2-a em células A549.

Também se observou um aumento da expressdo de PRDX Il em células MDA MB
231 depletadas de ANXAZ2, no entanto este foi independente dos mecanismos de hipoxia.
Um outro mecanismo alterado pela deplecdo de ANXA2, foi a producdo de VEGFD em
células A549, um dos principais alvos de HIF-a que conduziu a um resultado inesperado:
a deplecdo de ANXAZ2 favoreceu a acumulacdo de VEGFD, mesmo em células nédo
tratadas, comparativamente ao controlo.

Estes resultados demonstram que a hipétese foi comprovada e que as capacidades
de ANXA2 vdo muito além daquilo que sabemos, sugerindo que a ANXA2 podera
surpreendentemente ter um papel ambiguo atuando como oncogénica sob certas
condic¢BGes mas também supressora de algumas vias.

Os nossos resultados contribuem para um melhor conhecimento da atividade
redox de ANXA2 em células cancerigenas. O desenvolvimento de estratégias de
investigacdo estdo a decorrer para validar e desenvolver estes resultados como descrito

acima.
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O trabalho desenvolvido nesta tese contribuiu para o poster em Anexo IV que foi
apresentado no segundo congresso internacional da Associacdo Portuguesa de
Investigagdo em Cancro - ASPIC — IPO, Porto, Portugal a 28 e 29 de Abril de 2016.

“Cancer is only going to be a chapter in my life and not the whole story”
Joe Wasser
Lymphoma Club
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Anexo |

Equipamentos

Microscopio invertido Primo Vert (Zeiss)

Camara de Fluxo Laminar Microflow® Biosafety Cabinet Class Il (Astec)
Centrifuga Himac CT6EL (Hitachi)

Centrifuga refrigerada Heraeus™ Fresco 17 Centrifuge (Thermo Scientific)
Banho-maria SHEL LAB Digital Water Bath (Sleldon MFG Inc.)

Incubadora Forma™ Series 11 Water-Jacketed CO2 Incubators (Thermo Scientific)
Dry Block Thermostat Bio TDB-100 (Biosan)

Power PacTM (Biorad)

Incubadora Forma™ Series I Water-Jacketed CO2 Incubators (Thermo Scientific)
Espectrofotdmetro NanoDrop2000c (Thermo-Scientific)

Agitador de placas VWR® Mini Blot Mixer

Equipamento ChemiDoc™ XRS (BioRad)

Microscopio eletronico invertido com cdmara incorporada Axio vert 40 CFL (Zeiss)
Leitor de microplacas Infinite® M200 (Tecan)

Balanca analitica Acculab ALC 210.4 (Sartorius group)

Tabela I. Descricao/composi¢do de geéis para SDS-PAGE.

Gel de corrida Stacking gel

(acrilamida:bisacrilamida) % | 10 % 12% acrilamida:bisacrilamida) | 5 %
%

1M Tris pH 8,8 3mL 3mL 1M Tris pH 6,5 312,5ul
40% de 2mL 2,4mL | 40% de 312,5ul
acrilamida:bisacrilamida acrilamida:bisacrilamida
(29:1) (29:1)
Agua destilada 29mL | 25mL | Agua destilada 1,8 mL
10 % de SDS 80uL | 80uL | 10 % de SDS 25 uL
25% de Persulfato de 32ul |32 ul | 25% de Persulfato de 5uL
Amonia Amonia
(APS) (APS)

Xl




Estudo do papel da proteina anexina (ANXAZ2) em células cancerigenas durante a hipdxia

Anexo 11

Solugdes Tampao para SDS-PAGE

10 X Tampao de corrida (stock)

- 250 mM Tris base

- 2.5 M glicina

-1% SDS

(A corrida dos géis foi feita com 1x de tampao de corrida)

10 X Tampéo de Transferéncia (stock - sem metanol)

- 250 mM Tris base

-2 M glicina

(A transferéncia foi realizada utilizando o tamp&o mencionado acima a 1x com 20% de
metanol por unidade de volume)

4 X loading buffer de proteinas
-8 % SDS

- 120 mM Tris pH 6.8

- 20 % glicerol

- 0.02 % azul de bromofenol

- 20 % B-mercaptoetanol

20 X TBS

- 400 mM Tris pH7.5

- 2.4 M NaCl

(As solucdes de trabalho de TBS-T a 1x (1x TBS + 0.1% tween 20) foram utilizadas
para lavar as membranas de nitocelulose).

Tabela Il. Descricdo/composi¢édo dos tampdes de lise.

Tampao de Lise Tampao de Lise para BIAM
50 mM Tris pH 7.5 0.2% Triton X-100
150 mM NaCl, 0.1% Deoxicolato de Sodio
1% NP40 50 mM Tris pH 7.5
5mM EGTA 150 mM NaCl
0.1% Deoxicolato de Sédio 2 MM EGTA
1:200 cocktail de inibidores de proteases  1:200 cocktail de inibidores de proteases
(SIGMA, ref: P2714-1BTL) (SIGMA, ref: P2714-1BTL)
1 mM NaVOq4 1 mMEDTA
10 mM NaF 10 mM NaF

2.5 mM NaVOq4

Xl
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Anexo |11

Composicéo da solucdo ECL (enhanced chemiluminescence)

Solucéo I:

-20ml 1 M Tris, pH 8.5 (100 mM Tris pH 8.5)

- 2 ml luminol (2.5 mM luminol)

- 889 ul &cido p-cumaérico (360 uM &cido p-cumarico)
- 178 ml H20

Solucéo I1:

-20ml 1 M Tris, pH 8.5 (100 mM Tris pH 8.5)

- 180 ml H20

- 123 ul 30% H202 (0.0185 % H202)

(As solugdes de trabalho (ECL) foram preparadas com uma diluigéo de 1:1 das solugdes
I e I, na auséncia de luz).

Solucbes stock:

- 250 mM luminol em DMSO

- 90 mM acido p-cumarico em DMSO
- conservar a 4°C

Quimicos:

- p-Coumaric acid - Sigma C-9008

- 5-Amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazidedione (3-aminophtalhydrazid) = Luminol -
Sigma A-8511

- Peréxido de Hidrogeénio - Sigma H-1009

Xl
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Introduction

Solid tumors are often subjected to hypoxia (oxygen
deprivation) during their progression, due to increased
distance from the vasculature and deficient
angiogenesis. Several studies revealed that hypoxic
cancer cells typically exhibit increased levels of reactive
oxygen species (ROS) compared to non-hypoxic cells.
The ROS, H,0, is an important second messenger in
cell signaling transduction. Nevertheless excess ROS
can cause DNA damage, protein oxidation and lipid
peroxidation ultimately leading to cell death or
senescence. For this reason REDOX regulation plays a
crucial role for cell integrity. We have previously shown
that annexin A2 interacts directly and reversibly with
H,0, leading to the inactivation of this ROS. We have
also shown that annexin A2 antioxidant function plays a
crucial role in supporting tumor growth and
chemoresistance. With this work we further investigate if
annexin A2 plays a role in the REDOX ion of

ANXAZ AL
Th sk en 2n 0 n 3 en

ANXAZ ShRNA seramble

cancer cells during hypoxia.

Mitochondria

prolleration

Figure 1. ROS play an important role in tumorigenesis. NADPH
oxidases (Nox) and the mitochondria constitute the major sources of
ROS in the cell. Intracellular H,0, acts as a second messenger capable
of activating a large number of cell signalling pathways that contribute to
cancer cell survival, growth and proliferation.
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Figure 2. ROS levels within cells. Cancer cells typically have higher
levels of ROS compared to normal cells, which can provide them some
advantages through the activation of survival and proliferation signaling
pathways. However cancer colls have to control oxidative stress
otherwise excessive ROS can lead to the oxidation of major cellular
components and consequently cause cell death or For this
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Materials and Methods

In order to achieve our goal we subjected annexin A2
ShRNA and control (scramble shRNA) of different
cancer cell lines to chemical hypoxia (200 yM CoCl,) or
real hypoxia (1% O,) for different times and analyzed
the activation of hypoxia induced signaling pathways by
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fluorescein diacetate (DCF-DA) reagent to
the intracellular levels of ROS in hypoxic annexin A2
depleted versus control cancer cells. To investigate the
REDOX status of annexin A2 during hypoxia we
performed BIAM (biotinylated iodoacetamide) assays.
We performed qRT-PCR in MDA MB 231 cells in order
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Summary

Our results showed that annexin A2 redox status
changes during hypoxia, and that annexin A2
depleted cancer cells accumulate higher levels of
ROS under hypoxic conditions compared to control
cells. These results indicate that annexin A2
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cancer cells during hypoxia. It is well established that
in addition to low levels of oxygen, ROS play a key
role in HIF-1a stabilization. HIF-1a translocates to the
nucleus where it dimerizes with HIF-18 and

fer
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with i rs such as CBP/p300
leading to the activation of more than one hundred
genes that are crucial for the adaptation of cells to
hypoxic stress. We observed that hypoxic annexin A2
depleted cancer cells show higher levels of hypoxia
inducible factor 1 alpha (HIF-1a) and increased
activation of HIF dependent signaling pathways
compared to control cells, which is concomitant with
the increased levels of ROS observed in these cells.
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