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RESUMO

Rodrigues BR. Regulagao da atividade de STAT3 e o papel da proteina
STIM/Hop secretada em glioblastoma. Sao Paulo; 2014. [Tese de
Doutorado-Fundagao Antonio Prudente].

O Glioblastoma (GBM) é o tumor de células gliais mais comum e agressivo
dentre os tumores cerebrais primarios. Caracterizar mecanismos
moleculares associados com a progressao desse tumor pode auxiliar no
desenvolvimento de novas estratégias para seu tratamento e garantir a
maior sobrevida de pacientes. A proteina STAT3 (Proteina transdutora de
sinal e ativadora de transcricdo 3) € um fator de transcricdo ativado por
fosforilagdo e conhecido por seu importante papel na gliomagénese. Com o
uso de microarranjos de tecidos (TMAs) avaliamos a expressao total e a
localizacédo nuclear de STAT3 e de suas formas fosforiladas pSTAT3 (Y705)
e pSTAT3(S727) em astrocitomas e tecido cerebral ndo tumoral. STAT3
possui uma localizagao nuclear aumentada em GBMs humanos, quando
comparada com astrocitomas de menor grau ou tecido cerebral ndo tumoral.
Interessantemente, o aumento da localizagcdo nuclear de STAT3 nos GBMs
nao estad associado com o incremento de suas formas fosforiladas. Além
disso, altos niveis de STAT3 nuclear em GBM estdo correlacionados com o
menor tempo livre de recidiva e a uma menor sobrevida nesses pacientes.
Esse perfil ndo foi visto para as formas fosforiladas, indicando que outros
mecanismos de ativagao de STAT3, que ndo a via canbnica de fosforilagao,
podem estar presentes nos GBMs. A identificagdo dessas modificacoes
pode representar uma nova estratégia terapéutica para a abordagem desses
tumores uma vez que as drogas disponiveis atualmente tém como alvo os
dominios fosforilados de STAT3. Uma modificacdo pods-traducional que
poderia contribuir para a translocacao nuclear de STAT3 é a SUMOilagdo. A
proteina PIAS1 (Proteina inibidora da atividade de STAT1) esta envolvida
neste mecanismo por mediar a adicdo de SUMO (Pequena proteina
modificadora relacionada a ubiquitina) as proteinas-alvo. Nossos dados



mostraram que PIAS1 apresenta maior localizagdo nuclear em GBM quando
comparado ao tecido ndo tumoral. Além disso, PIAS1 promove o acumulo
nuclear da co-chaperona STI1/Hop (Proteina induzida por estresse 1
/Proteina organizadora das Hsp70-Hsp90) em astrécitos tratados com
radiagcdo gama, o que pode contribuir para a atividade nuclear de STI1/Hop
em reparo de dano ao DNA e a maior sobrevivéncia celular. Nossos dados
apontam para a existéncia do mesmo mecanismo em GBMs onde a alta
localizac&o nuclear de PIAS1 esta diretamente correlacionada com os niveis
de STI1/Hop no nucleo. STI1/Hop € um ligante da proteina prion celular e
desempenha um papel importante na sobrevivéncia celular. A analise da
expressdo de STI1/Hop e de PrP® em GBMs mostrou altas concentracdes
das duas proteinas quando comparados aos astrocitomas de menor grau.
Além disso, nossos dados apontam que as altas concentracdes de PrP® e
STIM1/Hop estdo diretamente associadas a maior proliferacao celular nesses
tumores e a menor sobrevida desses pacientes. Os mecanismos associados
com a participacdo do complexo PrP®-STI1/Hop na proliferagdo dos GBM
foram detalhadamente descritos. A co-chaperona STI1/Hop € secretada em
vesiculas extracelulares (EV) de células de GBM e medeia a sinalizagao
autdcrina/paracrina pela ligagdo a PrP® na superficie celular. Cinco
linhagens de GBM foram usadas para determinar de que forma estas células
podem modular a secrecao de vesiculas e validamos a proteina Rab27b
como alvo para esta modulagdo. Uma vez que STI1/Hop é secretada em
vesiculas e sua ligacdo a PrP® pode ter um papel chave nos GBM, este
complexo pode representar um importante alvo terapéutico nesses tumores.
Desta forma, desenvolvemos estudos pré-clinicos em camundongos nude
onde mostramos que a inibicdo da interagdo de STI1/Hop-PrP® por um
peptideo de STI1/Hop que mimetiza o sitio de ligacéo a Prp° (STIM/Hop23o-
245) leva a uma diminuicdo do crescimento tumoral e ao aumento na
sobrevida destes animais. Portanto, os resultados gerados no presente
estudo contribuiram para o entendimento de vias moleculares que estio
modificadas nos GBMs e poderao ser utilizados progndésticos bem como

alvos terapéuticos no tratamento desses tumores.



SUMMARY

Rodrigues BR. [Regulation of STAT3 activity and the role of secreted
STIM1/Hop in glioblastoma]. Sdo Paulo; 2014. [Tese de Doutorado-Fundagéo

Antdnio Prudente].

Glioblastoma is the most common and aggressive primary brain tumor. This
work was conducted to characterize molecular mechanisms associated with
GBM progression that could assist in developing of new strategies for its
treatment and ensure better overall survival of these patients. STAT3 (Signal
Transducer and Activator of Transcription 3) is a transcription factor activated
by phosphorylation and known for its important role in gliomagenesis. Using
tissue microarrays (TMAs) we evaluated the total expression and nuclear
localization of STAT3 and its phosphorylated forms, pSTAT3 (Y705) and
pSTAT3 (S727) in astrocytomas and non-tumor brain tissue. GBMs showed
higher levels of nuclear STAT3 compared to lower grade astrocitomas or
non-tumor brain tissue. Interestingly, increased nuclear STAT3 in GBMs is
not associated with the improvement of its phosphorylated forms. Moreover,
high levels of nuclear STAT3 in GBMs correlate with lower free-recurrence
survival and overall survival of these patients. This profile followed by its
phosphorylated forms, indicating that other activation mechanisms besides
than the canonical STAT3 phosphorylation is present in GBM. The
identification of these post-transiation modifications may represent new
therapeutic strategies for the treatment of these tumors since the currently
available drugs target only the phosphorylation sites of STAT3. A post-
translational modification that could contribute to nuclear translocation of
STAT3 is the SUMOylation although we were unable to see this interaction in
cultured cells. On the other hand, GBMs have a higher nuclear PIAS1
compared to non-tumor brain tissue. PIAS1 protein (Protein Inhibitor of
Activity of STAT1) is involved in protein SUMOylation by mediating the

addition of SUMO to target proteins. Moreover, PIAS1 promotes nuclear



retention of the co-chaperone STI1/Hop (Stress inducible protein 1/Hsp70-
Hsp90 organizing protein) in astrocytes treated with gamma radiation, which
may contribute to the activity of DNA damage repair of STI1/Hop and
increased survival of these cells. Our data point to the existence of a similar
mechanism in GBMs where high nuclear PIAS1 is directly correlated with the
levels of STI1/Hop in the nucleus. STI1/Hop is a ligand of the cellular prion
protein and plays an important role in cell survival. Analysis of the expression
of PrP® in STI1/Hop and GBMs showed high levels of both proteins as
compared to low-grade astrocytomas. Furthermore, our data suggest that
high concentrations of PrP® and STI1/Hop are directly associated with
increased cell proliferation in these tumors and lower overall survival of these
patients. The mechanisms associated with the participation of STI1/Hop-PrP°®
complex proliferation of GBM were described in detail. The co-chaperone
STIM/Hop is secreted into the extracellular vesicles (EVs) in GBM cells and
autocrine loop mediates signaling by binding to PrP° on the cell surface. Five
GBM cell lines were used to determine a target for vesicles modulation and
we identified and validated the Rab27b protein as a target for this
modulation. Once STI1/Hop is secreted in vesicles and their binding to PrP®
may play a key role in the GBM, this complex may represent an important
therapeutic target for these tumors. Thus, we developed preclinical studies
showing that the inhibition of the interaction of STI1/Hop-PrP® through a
peptide that mimics the binding site PrP® in STI1/Hop (STI1/Hopaso-245) leads
to a decrease of tumor growth and an increase of survival of these animals.
Thus, the results generated in this study contribute to the understanding of
molecular pathways that are modified in GBMs and may be used as

prognostic markers and therapeutic targets for treating these tumors.
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1 INTRODUGAO

1.1 GLIOBLASTOMA

O (glioblastoma (GBM) & o mais frequente e letal dos tumores
cerebrais humanos. Possui origem a partir das células precursores e/ou da
glia e foi categorizado, histologicamente, em 2000 pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS). Os astrocitomas foram subdivididos em graus de 1 a 4, de
acordo com a sua malignidade (KLEIHUES e SOBIN 2000; MAHER et al.
2001; LOUIS et al. 2007). Os astrocitomas malignos s&o designados por
grau lll (astrocitoma anaplasico, AA) e grau IV (GBM), sendo o ultimo
considerado de alta proliferagéo e pior prognéstico (HOLLAND et al. 2000;
SATHORNSUMETEE et al. 2007).

Os GBMs correspondem a cerca de 50% de todos os astrocitomas e
acometem mais homens que mulheres (razdo 1,58: 1) sendo duas vezes
mais comuns na populagao caucasiana, com respeito aos afrodescendentes
(OSTROM et al. 2013). No Brasil, segundo dados do INCA, a estimativa de
incidéncia de tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) foi 5,07 casos
novos a cada 100 mil homens e 4,05 a cada 100 mil mulheres, sendo o GBM
o tumor primario do SNC mais frequente em adultos (INCA, 2014).

Os GBMs sdo tumores heterogéneos tanto do ponto de vista clinico
como histolégico e molecular. Apresentam, classicamente, dois subtipos

distintos que podem afetar pacientes de diferentes idades e tém seu



desenvolvimento associado a diferentes vias genéticas (OHGAKI e
KLEIHUES 2007; LIM et al. 2011). O primario ou também chamado de “de
novo” surge sem qualquer sinal clinico e acomete, principalmente, pacientes
mais velhos, com uma média de 62 anos, embora exista relato de casos
onde criancas, com uma média de 10 anos, sdo acometidas por este tumor
(MAHVASH et al. 2011). O secundario, ou GBM progressivo, desenvolve-se
lentamente através da progressdo de astrocitomas de baixo grau ou
anaplasico e acomete, em média, pacientes com idade em torno dos 45
anos (OHGAKI e KLEIHUES 2007; KANU et al. 2009; LIM et al. 2011).

Os GBMs primarios e secundarios sao histologicamente
indistinguiveis, mas molecularmente cada um deles apresenta padrdes
distintos de alteragbes genéticas, o que direciona a diferentes vias de
patogénese (BRENNAN 2011). Amplificagdes génicas e mutagdes pontuais
modificam vias celulares distintas de transdugdao de sinal. Por exemplo,
amplificagdes no gene EGFR (Receptor de Fator de Crescimento
Epidérmico) e mutagdo no gene PTEN (Fosfatase homodloga a tensina) séo
alteracbes tipicas de GBMs primarios, enquanto mutagdes em TP53
(Proteina tumoral p53) sédo frequentes nos GBMs secundarios (OHGAKI e
KLEIHUES 2007). Recentemente, inumeros estudos utilizando os dados do
TCGA (Atlas Gendbmico do Cancer) tém incorporado alteragdes gendémicas
que permitem a distingdo de subclasses dos GBMs (PHILLIPS et al. 2006;
BLEEKER et al. 2012). Esta subclassificagdo se assemelha aos estagios de
neurogénese e classificam os GBMs como proneural, neural, classico e

mesenquimal (PHILLIPS et al. 2006). O subtipo proneural é caracterizado



por mutacdo no gene IDH1 (Isocitrato desidrogenase-1), TP53 e alteragdes
em PDGFRa (Receptor tipo alfa para o fator de crescimento derivado de
plaguetas) sendo estas modificagdes correlacionadas com um melhor
prognéstico. O subtipo neural é caracterizado pela expressdo de marcadores
neuronais e pela semelhanga com o tecido cerebral sem neoplasia. Os
GBMs classicos apresentam amplificacdo de EGFR, monossomia do
cromossomo 10 e delecdo de CDKN2A (ciclina cinase-dependente N2A). Ja
0s mesenquimais sao conhecidos pela delecdo ou mutacido de CHI3L1
(Quitinase 3-tipo-1) (Figura 1). Além das diferentes alteragdes gendmicas,
esses subtipos também possuem diferentes respostas ao tratamento. Os
GBMs classicos e mesenquimais apresentam boa resposta a quimioterapia
com Temozolomida (TMZ) com maior sobrevida do paciente, quando
comparados ao proneural, possuindo este a pior resposta a terapia
(VERHAAK et al. 2011). Dessa forma, a subdivisdo dos GBMs pelo perfil de
alteragdes genéticas permite um tratamento personalizado e mais eficiente.
De maneira geral, a média de sobrevida para pacientes com GBM
apos o diagnostico é de 9 a 12 meses (LIM et al. 2011). Um progndstico
favoravel inclui fatores como a idade, auséncia ou minimos sinais
neurolédgicos e ressecgao cirlrgica completa. A parte da sobrevida média, 3-
5% dos pacientes acometidos por GBM sao considerados “long-term
survivors”, pois sobrevivem por mais de trés anos apés a cirurgia (KREX et
al. 2007). Os mecanismos ou fatores protetores que aumentam a sobrevida
destes pacientes ainda nao estdo bem descritos, porém um estudo propde

que pacientes que possuem metilagdo em MGMT [O(6)-Metilguanina-DNA



Metiltransferase] tém um progndstico favoravel, com uma sobrevida além de
quatro anos (GERBER et al. 2014). O tratamento padrao para astrocitomas
malignos inclui cirurgia, radioterapia pds-operatéria e quimioterapia
adjuvante. O uso de TMZ, especificamente nos tumores primarios cerebrais,
aumenta a sobrevida em dois anos de 10% para 26% destes pacientes
(STUPP et al. 2005). Recidivas ocorrem em quase 100% dos casos e a
sobrevida apds recorréncia para GBM é de, em média, 25 semanas
(SATHORNSUMETEE et al. 2007).

Desta forma, o tratamento de GBM continua sendo um grande desafio
devido a baixa eficacia da terapéutica disponivel. Assim, & necessaria uma
busca mais efetiva de marcadores de progndstico e de novos alvos
terapéuticos que possam melhorar a sobrevida de pacientes portadores de

GBM.
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Figura 1 - Padrdo de evolugdo de astrocitomas. (a) Alteragdes genéticas
envolvidas nos astrocitomas Il e lll e em GBM primario e secundario. Os GBM primarios
surgem sem qualquer sinal clinico e acometem pacientes mais velhos, enquanto o GBM
secundario se desenvolve através de uma progressdo de astrocitomas de menor grau e
acomete pacientes mais jovens. Os subtipos de GBMs possuem aberracdes genéticas em
comum, mas sua frequéncia varia em cada um deles. (b) Integracdo gendmica de dados

feita através de TCGA (Atlas Gendmico do Céncer) permitiu a subdivisdo dos GBM em

quatro subtipos distintos e caracterizados por alteracées especificas.



1.2 STAT3 E A SUA LOCALIZAGAO NUCLEAR EM GBM

As proteinas transdutoras de sinal e ativadoras de transcricao (STAT)
sao fatores de transcricdo pertencentes a uma familia de sete membros:
STAT1-4, STATS5a, STAT5B e STAT6. Todos os membros da familia
apresentam seis dominios estruturais distintos: N-terminal, coiled-coil, de
ligacdo ao DNA, SH2 (Homdlogo a Src 2), de transativagcdo e C-terminal,
este ultimo contém um residuo critico de tirosina que pode ser fosforilado
(VINKEMEIER et al. 1996). Além desses dominios, STAT1 e STAT3
possuem um residuo de serina susceptivel a fosforilagdo (BROMBERG et al.
1999). A atividade de STAT3 é, canonicamente, modulada pela fosforilagao
no residuo especifico de tirosina em resposta a ativacdo de um receptor na
superficie celular, particularmente pela ligacdo de citocinas como IL-6
(Interleucina 6) e a IL-11 (Interleucina 11), OSM (Oncostatina M), LIF (fator
inibidor de leucemia), FGF (fator de crescimento de fibroblasto) e EGF (fator
de crescimento epidérmico) (WEN et al. 1995; BRANTLEY e BENVENISTE
2008). Apods a interagao destes ligantes aos seus receptores especificos,
ocorre a formagdo de um complexo contendo gp130 (glicoproteina
transmembrana 130) e as proteinas cinases JAKs (Janus cinase) que, por
sua vez, promove a fosforilacdo no residuo de tirosina 705 de STAT3, a sua
dimerizacdo através da interagdo com o dominio SH2 e a subsequente
translocagdo nuclear (KISHIMOTO et al. 1995). STAT3 pode também ser

ativada por uma rota alternativa através de Src, uma cinase envolvida em



varias fungdes celulares. BROMBERG et al. (1999) identificaram STAT3
como uma molécula efetora para a transformacéao de Src.

Uma segunda fosforilagdo no residuo de Serina 727 (S727) maximiza
a atividade de transcricdo de STAT1 e STAT3 (WEN et al. 1995) que vai
ligar a regides promotoras de genes-alvos envolvidos no controle da
apoptose, proliferagdo, angiogénese, de proteinas responsaveis pela sua
propria regulacdo e também de reparo ao dano de DNA (DESRIVIERES et
al. 2006; BRANTLEY e BENVENISTE 2008; KIM et al. 2010). Nos ultimos
anos foi descrito a fosforilacdo do residuo de serina como um fator critico
para a localizacdo de STAT3 na mitocOndria e, a parte do seu papel
transcricional, seu envolvimento em metabolismo celular (ZHANG et al.
2013; HAN et al. 2014). Portanto, alteragcbes pods-traducionais podem estar
envolvidas nas diversas funcdes destas proteinas.

A regulacao da atividade de STAT3 pode se ser feita em dois pontos
principais: o primeiro no inicio da via, através da proteina SOCS3 que pode
inibir a fosforilagdo de STAT3 no residuo de tirosina e direcionar a proteina
para a degradacéao via proteossomo (NICHOLSON et al. 2000). O segundo
ocorre através de PIAS3, que sequestra a proteina ja fosforilada no residuo
de tirosina impedindo a homodimerizacao, translocacdo nuclear e ativacao

de genes alvos (CHUNG et al. 1997) (Figura 2).
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Figura 2 - Ativagao candnica de STAT3. A ativagdo de STAT3 pode ser induzida
por receptores tirosina-cinases, JAKs e Src tirosina-cinase. Em células transformadas,
STAT3 pode ser também ativada por ndo receptores tirosina cinases como Src e Abl. Apds
a fosforilagdo no residuo de tirosina, a molécula de STAT3 dimeriza e se transloca para o
nucleo, onde permitira a transcrigdo de genes especificos. A sinalizagdo de STAT3 pode ser
regulatada por diversas moléculas inibidores, incluindo SOCS3, PIAS3 e PTPases (Proteina

tirosina fosfatase). Em células tumorais, receptores e nao receptores superativados

promovem constitutiva fosforilagao e ativagdo de STATS3.

LIU et al. (2005) mostraram que o trafego de STAT3 para o nucleo
também ocorre de maneira independente de sua fosforilagdo sendo a
importina-a3 uma das responsaveis por este transporte (CIMICA et al. 2011).
Dessa forma, além de STAT3 ir para o nucleo independente da sua

fosforilagao (LIU et al. 2005), ainda mantém a sua capacidade de se ligar ao



DNA, através do dominio GAS (sequéncias IFN gama ativadas) e dirigir a
expressdo génica através de mecanismos distintos daqueles usados por
STATS3 fosforilada (YANG et al. 2007; TIMOFEEVA et al. 2012). A via néo
candnica de STATS3, no seu status nao fosforilado (u-STAT3) culmina com a
expressao de genes diferentes da via candnica, como MET (receptor de fator
de crescimento de hepatécito), RANTES (Proteina expressa e secretada por
células T normais), IL-6, IL-8 (interleucina 8) e MRAS (Homodlogo do
oncogene viral RAS do musculo) (YANG et al. 2007). Além disso, NFkp
(Fator de ativagao nuclear kB) nao fosforilado (u- NFkp) foi identificado como
mais um parceiro da interacdo com u-STAT3. U- NFk[3 associado a u-STAT3
ativada utiliza o sinal de localizagdo nuclear (NLS) da ultima para se
translocar para o nucleo e regular a expressdao de genes que carregam
elementos kB (YANG et al. 2007; LIU et al. 2011).

A superexpressao de u-STAT3 inibe a proliferacdo de células do
musculo liso vascular, sugerindo um importante papel em doencgas
vasculares (YUE et al. 2010). Mais um impacto de u-STAT3 foi descrito em
doencas causadas por infeccdo e septicemia. U-STAT3, mas nao a sua
forma fosforilada, exibe efeitos anti-inflamatérios através da via de
receptores nicotinicos alfa - 7 (MA e CAO 2006). Além disso, NFKB medeia a
expressao da proteina pré-inflamatéria TNF (Fator de necrose tumoral) apos
a sua ligacdo a u-STAT3 (PENA et al. 2010).

Em GBM, STAT3 possui uma ativagao aberrante, através da sua
ativacao classica de fosforilacdo no residuo tirosina 705, desempenha um

papel importante na proliferagdo e sobrevivéncia celular, supressdo do
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sistema imune, invasao e angiogénese (CARPENTER e LO 2014). STAT3
regula genes especificos que desencadeiam uma maior proliferagao celular
em GBM, como ciclinas B e D1 (LI et al. 2009); VEGF (Fator de crescimento
do endotélio vascular) e HIF1a (Fator induzido por hipdxia 1a) envolvidos em
angiogénese (MAUSSANG et al. 2009). Além disto, a hiperregulagdo de
STAT3 pode culminar em diferenciacdo anormal de células dendriticas e
diminuir a expressao de MHC Il (Molécula apresentadora de antigeno classe
II), moléculas co-estimulatérias CD40 e moléculas IL-12 (Interleucina 12)
(GABRILOVICH et al. 1996; WANG et al. 2004; CARPENTER e LO 2014).
STAT3 ¢é considerada uma reguladora principal na transformacgéo
mesenquimal, que é um fendtipo caracteristico de agressividade em
astrocitomas malignos humanos (CARRO et al. 2010).

Devido ao seu envolvimento em muitos dos mecanismos que
culminam em maior malignidade dos astrocitomas, diversos inibidores tém
sido desenhados tendo como alvo o seu sitio de fosforilagcdo no residuo de
tirosina na molécula de STAT3 (KIM et al. 2014). Entretanto, apesar do
sucesso destas drogas na capacidade de inibir a proliferagéo, invasao e a
angiogénese em linhagens celulares (BALL et al. 2011; AGUDELO-GARCIA
et al. 2011; BID et al. 2012) efeitos modestos foram observados em ensaios
pré-clinicos (YUE e TURKSON 2009; FANG et al. 2014). Dessa forma, a
avaliacao de STAT3 e de suas formas fosforiladas em GBM humano pode
ajudar a entender as alteragdes moleculares associadas a estes tumores e,

dessa forma, intervir de maneira mais eficiente no seu tratamento.
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1.3 PROTEINA INDUZIDA POR ESTRESSE 1/PROTEINA

ORGANIZADORA DE HSP70 E HSP90 (STI1/HOP)

A proteina STI1 foi, primeiramente, descrita em Saccharomyces
cerevisiae, onde esta envolvida com a modulagao da resposta das proteinas
de choque térmico Hsp70 e Hsp90. E uma fosfoproteina com peso molecular
aparente de 66 kDa, com atividade de co-chaperona e que possui uma
proteina homdloga em humanos com 98,9% de similaridade também
denominada Hop (Proteina organizadora do complexo Hsp70 e Hsp90)
(NICOLET e CRAIG 1989; HONORE et al. 1992; ODUNUGA et al. 2004;
LEE et al. 2012; SCHMID et al. 2012).

A distribuicdo intracelular de STI1/Hop €, predominantemente,
citoplasmatica. Entretanto, ha relatos na literatura da presenca desta
proteina no nucleo em condigdes especificas (ODUNUGA et al. 2004;
HONORE et al. 1992; LONGSHAW et al. 2004). Relatos mostram que a
fosforilagao de STI1/Hop modula a sua associagao com a proteina Hsp90
(Proteina de choque térmico de 90) e que isto influencia o trafego
citoplasma-nucleo de STI1/Hop (DANIEL et al. 2008). Entretanto, sabe-se
que condi¢cdes de choque térmico sdo capazes de translocar a proteina para
0 nucleo mesmo na auséncia de fosforilagdo e ligagdo a Hsp90 (DANIEL et
al. 2008).

Para elucidar os mecanismos associados a compartimentalizagao
celular de STI1/Hop, o grupo do Dr. Marco Prado (Robarts Institute, Canada)

em colaboragdo com 0 nosso grupo revelou, através de ensaios de duplo
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hibrido em leveduras e imunoprecipitacbes com extratos de astrdcitos, que a
proteina STI1/Hop interage com enzimas envolvidas no processo pos-
traducional denominado SUMOilagao, que consiste na adicdo de residuos
SUMO (Pequena proteina modificadora relacionada a ubiquitina) a proteinas
especificas que, entre outras funcdes, estdo envolvidas em processos de
translocagao nuclear (PICHLER e MELCHIOR 2002). Entre os ligantes de
STIM/Hop identificados esta a Ubc9 (Enzima 9 de conjugacgéo a ubiquitina),
unica E2 ligase envolvida no processo de SUMOilagao, e trés E3 ligases,
PIAS (PIAS1 e 3) e Pc2 (Proteina policombo 2) (SOARES et al. 2013).
Vaérias abordagens experimentais mostradas pelo grupo comprovaram que
STIM1/Hop pode sofrer modificacdo pds-traducionais pela adicido de residuos
de SUMO. Além disso, STI1/Hop também sofre retengdo nuclear em
condigdes de superexpressao de PIAS1 (SOARES et al. 2013) (Figura 3).
Esta ultima esta envolvida na via de sinalizagao de STAT, no processo de
SUMOQilagao e resposta a dano ao DNA por quebra na fita dupla, sugerindo
que STI1/Hop nuclear e PIAS1 podem estar envolvidos nas vias de reparo
de DNA (SOARES et al. 2013).

A SUMOilagao é uma modificagdo pods-traducional que ajuda a manter
a estabilidade de proteinas e facilita seu transporte nucleo-citoplasmatico
(GEISS-FRIEDLANDER e MELCHIOR 2007; MARTIN et al. 2007). Esses
dados fortalecem a proposta que a compartimentalizagdo nuclear de

STI1/Hop pode ser modulada por componentes da via de SUMOilacéo.
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Figura 3 - PIAS1 causa retengcdo nuclear de STI1/Hop apos dano por

irradiagdo gama. (a) A radiagdo gama causa dano na fita dupla no DNA e leva a
translocagdo nuclear de STI1/Hop, (b) Astrécitos que superexpressam a proteina PIAS1
foram irradiados e a proteina STI1/Hop translocada para o nucleo fica retida neste

compartimento por mais de 24 horas.

Um estudo usando células-tronco embrionarias de camundongos
descreveu um possivel papel de STI1/Hop sobre a atividade do fator de
transcricdo STAT3. Quando a expressao de STI1/Hop foi inibida pelo uso de
RNA de interferéncia a expressao e fosforilagdo de STAT3 foram diminuidas,
levando ao acumulo de STAT3 no citoplasma (LONGSHAW et al. 2009).
Dados do nosso grupo mostraram ainda que em embrides de camundongos
de 10.5 dias silenciados para o gene de STI1 (STI17") ocorre uma reducéo
de 50% na expressado de STAT3 quando comparados com animais controle,
evidenciando o papel de co-chaperona de STI1/Hop durante o
desenvolvimento embrionario (BERALDO et al. 2013). Desta forma, é
possivel que STI1/Hop desempenhe um papel importante na regulagdo da

atividade de STATS3. Vale ainda ressaltar que as E3 ligases da familia PIAS
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foram identificadas inicialmente por sua ligacdo e atividade sobre STAT
(CHUNG et al. 1997; BRANTLEY e BENVENISTE 2008).

A proteina STI1/Hop pode estar localizada na membrana plasmatica
(MARTINS et al. 1997; ZANATA et al. 2002; ODUNUGA et al. 2004; LOPES
et al. 2005) e também ser secretada no espago extracelular. A secregao de
STIM/Hop ja foi descrita em linhagens tumorais e em culturas primarias de
astrécitos e microglia (LIMA et al. 2007; ARANTES et al. 2009; FONSECA et
al. 2012). Recentemente, nosso grupo demonstrou que STI1/Hop pode ser
secretada por astrocitos tanto na forma soluvel, quanto associada a
vesiculas de tamanhos distintos (HAJJ et al. 2013). A STI1/Hop secretada
funciona como um fator neurotréfico se ligando a Proteina Prion Celular
(PrP®) na superficie neuronal ou glial mediando a sobrevivéncia e
diferenciagdo destes tipos celulares (ZANATA et al. 2002; LOPES et al.
2005; LIMA et al. 2007; ARANTES et al. 2009; HAJJ et al. 2013).
Adicionalmente, foi demonstrado que STI1/Hop €& capaz de inibir a
proliferacdo de astrocitos normais (ARANTES et al. 2009).

A superexpressao de STI1/Hop ja foi descrita em diversos tumores,
como pancreas, carcinoma hepatocelular e tumores de ovario (WALSH et al.
2009; SUN et al. 2007; WANG et al. 2010). Além disso, em tumores de
colon, STI1/Hop também estd presente em altos niveis e sua
superexpressao indica um pior prognoéstico (KUBOTA et al. 2010; RUCKOVA
et al. 2012).

A secrecado de STI1/Hop foi descrita estar envolvida na proliferagao

celular servindo como um possivel marcador em tumores de ovario (WANG
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et al. 2010), e em células tumorais de mama triplo negativas, a sua secregao
esta envolvida com maior migracao e invasado destes tumores (SIMS et al.
2011; WALSH et al. 2011). Em GBM, STI1/Hop possui um importante papel

em proliferacéo (ERLICH et al. 2007).

1.4 A PROTEINA PRION CELULAR (PRP®)

A proteina prion celular (PrPC) foi, originalmente, descrita como uma
isoforma normal da proteina infecciosa denominada prion. Os prions foram
isolados a partir de encéfalos de ovelhas contaminadas com scrapie,
doenga relacionada ao grupo de encefalopatias espongiformes
transmissiveis (TSEs) (PRUSINER 1998). O PrP® ¢ uma glicoproteina de,
aproximadamente, 27 kDa e se encontra ligada a membrana plasmatica
através de uma ancora de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), preferencialmente
localizada em dominios de membrana ricos em colesterol denominados
“lipid rafts” (PRUSINER 1991; MADORE et al. 1999; LINDEN et al. 2008).
PrP® é um ligante especifico de STI1/Hop e efeitos bioldgicos importantes
como a neuroprotecao e diferenciagdo neuronal ja foram atribuidos a esta
associagao (CHIARINI et al. 2002; LOPES et al. 2005).

PrP® tem sido associado ao processo tumoral. No adenocarcinoma
ductal pancreatico, PrP°® se apresenta alterado numa forma que foi
denominada pro-PrP°. Esta é capaz de interagir com a Filamina A e esta
associada com um pior prognostico para estes pacientes (LI et al. 2010).

Nos tumores colorretais, PrP® pode regular as taxas glicoliticas através da
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modulacdo dos niveis de GLUT1 (Transportador de glicose 1) (LI et al.
2011). Em tumores de mama, a interagao de PrP® com a proteina CD44 s#o,
juntos, preditores de n&o resposta a quimioterapia neoadjuvante nestas

células (CHENG et al. 2013).

1.5 PRP° E SUA INTERAGAO COM STI1/HOP

A ligagao entre PrP® e STI1/Hop ja foi caracterizada pelo nosso grupo
e ocorre entre os residuos 113-128 (GAAAAGAVVGGLGGYM) de PrP€ e
nos aminoacidos 230-245 (ELGNDAYKKKDFDKAL) de STI1/Hop (CHIARINI
et al. 2002).

Efeitos fisiologicos e patolégicos ja foram atribuidos a esta
associacdo entre PrP® e STI1/Hop. Em condicbes fisiologicas, essa
interacao foi descrita por mediar a ativagdo de sinais de neuroprotecdo em
neurbnios hipocampais e retinianos através da ativagdo de PKA (Proteina
cinase A) (CHIARINI et al. 2002; LOPES et al. 2005), por promover o
crescimento neuritico pela ativagao de Erk1/2 (Cinase regulada por sinal
extracelular 1/2) (LOPES et al. 2005), a sintese de proteinas através da via
de mTOR (Proteina alvo da rapamicina em mamiferos) (ROFFE et al. 2010;
BERALDO et al. 2010) e a autorrenovacgéo e proliferagao de progenitores de

células-tronco neurais (SANTOS et al. 2011). (Figura 4)
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Figura 4 - O efeito da interagao STI1/Hop-PrP® em condicées fisiologicas.

STI1/Hop se liga a PrP® na superficie celular e promove neuroprotecao, através da ativagao
de PKA; sintese proteica com a ativacdo da via de mTOR e neuritogénese através de
Erk1/2.

A interacdo entre STI/Hop-PrP® pode também ter um papel relevante
na tumorigénese. Tumores de colon possuem superexpressao de PrP° e
STI1/Hop e, ainda, anticorpos anti-PrP° sdo capazes de retardar o processo
de proliferagdo celular e induzir apoptose em linhagens humanas de
tumores de colon (MCEWAN et al. 2009).

Por outro lado, em linhagens de GBM humano, onde é possivel
observar a secrecao de STI1/Hop, foi observado um efeito estimulatério na
proliferagcdo através da interagdo STI1/Hop-PrP® na superficie celular

(ERLICH et al. 2007).
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1.6 VESICULAS EXTRACELULARES (EVS) E GBM

Muitas proteinas que exercem funcao fora da célula sdo secretadas
em associacdo com vesiculas lipidicas que sdo liberadas para o espaco
extracelular e, entre elas, vesiculas geradas por shedding da membrana
plasmatica ou pela fusdo na membrana de corpos multivesiculares formados
pelo sistema endossomal (MATHIVANAN et al. 2010). As vesiculas
extracelulares (EVs) permitem a comunicagdo autdcrina e paracrina além
daquela a longa distancia sendo responsaveis pela entrega de material
especifico de células doadoras para células receptoras (AL-NEDAWI et al.
2008). Estdo envolvidas em processos como transporte de proteinas e
material genético (MRNA e micro-RNA), transferéncia de receptores e
indugdo de sinalizagdo celular (SKOG et al. 2008). Além disso, essas
estruturas podem participar de processos patolégicos importantes como
inflamacédo e angiogénese (SKOG et al. 2008; KULSHRESHTHA et al.
2013). Uma concentragdo elevada destas EVs circulantes no sangue esta
associada com diversos tipos de cancer (DRAGOVIC et al. 2011). Os
exossomos pertencem a uma classe de EVs cujo trafego celular é melhor
estudado; possuem origem endocitica e apresentam o diametro entre 50 e
200 nm (GYORGY et al. 2011).

Como demonstrado esquematicamente na figura 5, as EVs se formam
a partir de invaginagdes da membrana plasmatica e s&o transportadas para
os endossomos iniciais e tardios que, por conseguinte, podem ser

direcionados e dar origem aos MVBs (Corpos multivesiculares) (KELLER et
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al. 2006). Os ultimos podem se fundir a membrana plasmatica e liberar as
vesiculas no ambiente extracelular, permitindo que estas atuem em
processos de sinalizagao intercelular (DE GASSART et al. 2004). As
proteinas Rab27a e Rab27b e seus respectivos efetores Slp4 (Proteina tipo
sinaptotagmina 4) e EXPH5 (Exofilina 5) possuem diferentes papéis na
liberagdo de EVs (OSTROWSKI et al. 2010). Rab27a é responsavel pela
fusdo dos MVBs com a membrana plasmatica e Rab27b medeia a
transferéncia dos MVBs dos microtubulos para a regido cortical rica em
actina e sua retencéo na periferia celular (FUKUDA 2013).

Outro aspecto importante para a formacdo das vesiculas
endossomais € a selecdo de proteinas que serdo compartimentalizadas
dentro dos MVBs. A mono-ubiquitinacdo parece ser uma marca para certas
proteinas transmembranas serem selecionadas na via endossomal através
de proteinas dos complexos ESCRT (Complexo endossomal de selegéo
protéica para transporte) (SMALHEISER 2007). A selecdo das proteinas
ubiquitinadas se inicia através do reconhecimento pela proteina VPS27/HRS
(Proteina Vacuolar 27/Fator de crescimento de hepatdcito regulado por
tirosina cinase) que age como uma ponte entre as proteinas de membrana
mono-ubiquitinadas e a clatrina nos endossomos. HRS recruta a proteina
TSG101 (Gene tumoral de susceptibilidade 101) que € um dos componentes
do complexo ESCRT | que também reconhece sitios de ubiquitinacdo. Por
sua vez, ESCRT | recruta os complexos Il e Ill que se conectam através da
proteina Alix (Proteina X interagindo com Alg 2) (FEVRIER e RAPOSO

2004). Esses componentes permitem a invaginagado e brotamento de
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vesiculas e se dissociam da membrana do MVBs, mas a excisdo da vesicula
da membrana endossomal requer a agédo da AAA ATPase VPS4 (Proteina

Vacuolar de Selegao - 4) (SCHOREY e BHATNAGAR 2008).

Exosomes
4

o Ubiquitin
¥ Sphingomyelin

! Tranzmembrane protein

Fonte: Adaptado de BELLINGHAM et al. (2012).
Figura 5 — Biogénese de vesiculas extracelulares através da via
endossomal. O conteudo endocitado é direcionado para o endossomo inicial (EE) onde

sera selecionado e empacotado em vesiculas intraluminais (ILVs) nos corpos
multivesiculares (MVB). A mono-ubiquitinagdo e a maquinaria de ESCRT podem facilitar
este processo. Em seguida, os MVB podem se fundir aos lisossomos resultando em
degradagdo do conteldo, ou, podem se fundir a membrana plasmatica, resultando na
liberagdo das ILVs para o espago extracelular, passo este regulado por proteinas Rab
GTPases.

O carregamento das EVs pode variar de acordo com o tipo celular das
suas células de origem e das condi¢cdes nas quais elas se encontram (Figura
6) (MARLEAU et al. 2012; DE JONG et al. 2012). Em condic¢des fisiolégicas,
as EVs derivadas de células B se destacam por seu papel em modulacéo do

sistema imune através da capacidade de apresentacdo de antigenos
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especificos (RAPOSO e STOORVOGEL 2013). Ja em tumores, as EVs
carregam oncoproteinas, oncogenes, receptores, bem como fatores soluveis
e transcritos de proteinas que podem contribuir para o pior progndstico do
tumor (PRINCIPE et al. 2013; MARTINS et al. 2013). PEINADO et al. (2012)
descreveram que EVs derivados de linhagens de melanoma podem
transferir MET para as células progenitoras da medula éssea, reforgando a
mobilizagao celular destas células para os nichos pré-metastaticos. Assim,
promovendo angiogénese e progressao metastatica. Em glioblastoma, as
células secretam EVs enriquecidas com EGFR e as células endoteliais
recipientes podem incorporar estas EVs e aumentar a expressdao de VEGF
com a subsequente liberagao deste fator que pode atuar de forma autécrina,
aumentando a angiogénese deste tumor (AL-NEDAWI et al. 2008).

A transferéncia de miRNAs funcionais também tem se mostrado muito
importante para a tumorigénese. Um trabalho recente aponta que EVs
derivadas de células-tronco mesenquimais da medula 6ssea carregam
miRNA-23b, que, por sua vez, sdo incorporadas e causam a laténcia das
células tumorais, dificultando o tratamento quimioterapico destes tumores

(ONO et al. 2014).
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Figura 6 - Composicéo tipica das EVs derivados de culturas celulares e

fluidos biologicos. A avaliagéo foi baseada em 15 estudos de protedmica.

As células de GBM também secretam EVs que sao importantes para
a sua progressao. Utilizando EVs derivadas de linhagens celulares de GBM
foi mostrada a transferéncia do oncogene EGFRUVIII, forma truncada de
EGFR, de uma célula positiva para uma negativa e, além disso, esta forma
truncada proporciona um aumento na secrec¢ao de VEGF da célula receptora
(SKOG et al. 2008; AL-NEDAWI et al. 2008). KUCHARZEWSKA et al. (2013)
demonstrou que os EVs derivadas de células sob hipdxia refletem este
estado. EVs de células hipdxia-induzidas sdo enriquecidas em mRNAs e
proteinas envolvidas em hipoxia. Além disso, células HUVECs (Células

endoteliais de veia umbilical humana) tratadas com essas EVs tiveram um
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aumento no numero de formagao de tubulos, bem como de proliferagao
(KUCHARZEWSKA et al. 2013).

Os miRNAS também podem ser encontrado em EVs, como o miRNA-
21 (SKOG et al. 2008), envolvido no bloqueio da expressao de genes
cruciais para a apoptose em GBM (CHAN et al. 2005). Um importante efeito
das EVs em GBM é o de inducdo a quimioresisténcia. Os miRNA-451 e
miRNA-27a foram descritos por serem secretados em EVs e regularem a
expressao de proteinas envolvidas no processo de resisténcia a multidrogas
(MDR), mecanismo importante para a resisténcia das células tumorais a uma
variedade de drogas utilizadas para a quimioterapia (CHISTIAKOV e
CHEKHONIN 2012). Interessantemente, assim como em outras patologias,
EVs podem ser detectadas no sangue de pacientes e sua caracterizagao
pode fornecer informagdes sobre marcadores diagndsticos relevantes,
auxiliando em decisdes terapéuticas em pacientes com GBM além de poder
conter moléculas associadas ao processo tumoral que, quando identificadas,
podem apontar para novos alvos terapéuticos (SKOG et al. 2008; SHAO et

al. 2012).
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL
Determinar o papel de STAT3, STI1/Hop e da secregao de vesiculas

em GBMs.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Determinar o perfil de STAT3 e de suas formas fosforiladas em
astrocitomas e correlacionar esses dados com os parametros clinico-
patoldgicos dos pacientes;

2 Identificar o perfil de secrecdo de vesiculas extracelulares em
linhagens celulares de GBM e o0s mecanismos associados a
biogénese e secreg¢ao destas vesiculas;

3 Determinar o papel de vesiculas extracelulares no processo de
invasao em linhagens celulares de GBM,;

4 Avaliar a expressdao de proteinas envolvidas na maquinaria de
biogénese e secrecdo de vesiculas extracelulares em tecidos de
astrocitomas e correlaciona-las com os parametros clinico-
patoldgicos;

5 Determinar a expressdao de STI1/Hop em astrocitomas e a sua

correlagdo com os parametros clinico-patoldgicos.
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3 RESULTADOS

3.1 O PERFIL DE EXPRESSAO DE STAT3 E DE SUAS FORMAS

FOSFORILADAS EM GBM

Os primeiros experimentos deste projeto foram iniciados na tentativa
de confirmar dados da literatura que mostravam a interagdo direta entre
STAT3 e STIM/Hop em células tronco embrionarias de camundongos
(LONGSHAW et al. 2009). A abordagem inicial se baseava em entender a
possivel regulagdo de STAT3 por STI1/Hop em GBMs. Foram realizadas
inumeras abordagens na tentativa de co-imunoprecipitar as duas proteinas,
mas nao conseguimos resultados que confirmassem esta interacdo (Anexo
2), sugerindo fortemente que as duas proteinas nao se associam. A
expressao de STAT3, suas formas fosforiladas e de STI1/Hop foram ainda
avaliadas por imuno-histoquimica em TMA (microarranjos de tecidos)
contendo astrocitomas de graus | a IV (OMS, 2000) e também controles de
tecidos cerebrais n&do neoplasicos provindos de cirurgias de epilepsia
(Anexo 1 e 3). Foi encontrada uma correlagao fraca/moderada entre a
localizacdo nuclear de STAT3 e de suas formas fosforiladas tirosina 705
[PSTAT3 (Y705)] e serina 727 [pSTAT3 (S727)] e a proteina STI1/Hop em
astrocitomas (Anexo 4), o que nao fortaleceu a nossa hipotese. Assim, as
correlagbes das expressdes em conjunto com os resultados das

imunoprecipitagbes apontam para a auséncia de associagao direta entre
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estas proteinas em GBM.

A expressdao e localizacdo nuclear de STAT3 e suas formas
fosforiladas foram ainda correlacionadas com os parametros clinico-
patolégicos dos pacientes. Nossos resultados apontam para existéncia de
uma via nao canbnica de ativacdo de STAT3, independente de suas
fosforilagdes. GBMs possuem superexpressdo da proteina STAT3 e altos
niveis desta proteina no nucleo. Entretanto, o aumento de STAT3 nuclear
nao é acompanhado pelas suas formas fosforiladas, pSTAT3 (Y705) e
pSTAT3 (S727). Sendo assim, sugerimos que em GBM STAT3 pode ser
regulada através de uma via alternativa, que nao através de fosforilagao.

Desta forma, correlacionamos os niveis de STAT3 nuclear e de suas
formas fosforiladas com a expressao da proteina MET, um marcador da via
nao fosforilada de STAT3 (u-STAT3). Uma correlagao positiva foi encontrada
entre STAT3 nuclear e MET, mas nenhuma associagao foi encontrada com
as formas fosforiladas pSTAT3 (Y705) e pSTAT3 (S727). Sugerindo que a
via nao fosforilada de STAT3 pode ser uma das responsaveis pela
translocacao desta proteina para o nucleo. Além disto, os altos niveis de
STAT3 nuclear estido correlacionados com o menor tempo livre de recidiva e
menor sobrevida global destes pacientes.

Estes resultados estdo reunidos no artigo denominado “Nuclear
unphosphorylated STAT3 correlates with a worse prognosis in human
glioblastoma” que esta como Anexo 5 e ja se encontra em processo de

submissao.
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3.2 LOCALIZAGAO NUCLEAR DE STHM/HOP E A SUA

CORRELAGAO COM PIAS1 EM GBM

A proteina STI1/Hop também foi avaliada por imuno-histoquimica no
mesmo TMA utilizado para o trabalho anterior. Assim, temos que os GBMs
possuem altos niveis de STI1/Hop nuclear, quando comparado aos
astrocitomas de menor grau e ao controle ndo neoplasico. A translocagao de
STIM1/Hop para o nucleo ja foi descrita por alguns estudos o que acontece em
condigbes especificas (HONORE et al. 1992; ODUNUGA et al. 2004;
LONGSHAW et al. 2004; DANIEL et al. 2008). Apesar de diversos
mecanismos propostos, a exata fungdo de STI1/Hop nuclear permanecia
desconhecida.

O grupo do nosso colaborador Dr. Marco Prado, no Robarts Institute
(Canada), comecgou a investigacdo através de um ensaio de duplo-hibrido
com leveduras e caracterizou que STI1/Hop se associa a proteinas
envolvidas em varias etapas do processo de SUMOilacao (SOARES et al.
2013). A proteina PIAS1 se mostrou essencial para a manutengao de
STIM/Hop no nucleo de astrécitos tratados com radiagdo gama (SOARES et
al. 2013). Sabendo, a partir dos nossos dados anteriores, que GBM possui
altos niveis de STI1/Hop nuclear, avaliamos a localizagao nuclear de PIAS1
nestas amostras. Nossos dados apontaram que existe uma correlagao
positiva entre a localizagao nuclear de STI1/Hop e PIAS1 em GBM. Desta
forma, PIAS1 parece ter uma funcao importante na retencao de STI1/Hop no

nucleo. Este acumulo pode facilitar a atividade nuclear de STI1/Hop
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supostamente relacionada a protecao contra quebra da dupla fita de DNA.
Estes resultados fazem parte do artigo “Regulation of Stress-

Inducible Phosphoprotein 1 nuclear retention by Protein Inhibitor of

Activated STAT PIAS1”, publicado em 2013 na revista Molecular and

Cellular Proteomics (Anexo 6).

3.3 AVALIAGAO DO PERFIL DE SECREGAO DE VESICULAS

EXTRACELULARES (EVS) E A SECREGAO DE STI1/HOP EM GBM

Com o objetivo de avaliar o perfil de secrecao de vesiculas em GBM,
utilizamos diferentes linhagens celulares humanas: LN-18, LN-229, U87MG,
A172 e U118MG, todas comercialmente disponiveis pela ATCC (Colecao
americana de tipos de cultura). O isolamento e quantificacdo destas EVs
mostrou que os niveis de secre¢cao sdo bem heterogéneos. Sobretudo duas
linhagens, LN-18 e U87MG apresentaram dados muito diferentes com
relacdo ao numero de vesiculas secretadas. Dessa forma, através de um
screening de proteinas da via endossomal de secregcdo de vesiculas,
selecionamos a proteina Rab27b. A modulacdo nos niveis de Rab27b em
GBMs se correlacionou diretamente com o numero de vesiculas secretadas
e com o potencial invasivo nas células LN-18 e U87MG. Além da avaliacéo
do numero de vesiculas, também avaliamos a secrecao de STI1/Hop como
uma proteina sabidamente secretada em vesiculas (HAJJ et al. 2013) e com
um papel importante para a progressao de GBM.

Todos estes resultados estao reunidos e discutidos no artigo intitulado



29

‘Regulation of extracellular vesicles release by Rab27b in
glioblastoma”. Este trabalho estda em fase de finalizacdo e alguns
experimentos precisam ser repetidos para confirmar a sua significancia

estatistica (Anexo 7).

34 O PERFIL DE EXPRESSAO TOTAL DE STIM/HOP EM

ASTROCITOMAS

Com o objetivo de explorar a expressao total de STI1/Hop em
astrocitomas e correlacionar os achados com os aspectos clinico-patoldgicos
desses pacientes, avaliamos nao s6 a expressao total de STI1/Hop, mas
também a do seu receptor PrP°. Além disso, também utilizamos o marcador
nuclear KI-67 para correlacionar a expressdo das duas proteinas com a
proliferacado celular nestes tumores.

Nossos dados apontaram que os GBMs que possuem maior
expressdo de STI1/Hop e PrP°, possuem um indice proliferativo maior e
seus portadores apresentam uma menor sobrevida global dos pacientes
acometido por este tumor. A avaliacdo de KI-67 em todos os graus de
astrocitomas e o tecido cerebral ndo tumoral se encontra como Anexo 8.

Além disso, o tratamento de linhagens celulares com STI1/Hop
promove o aumento da proliferagao celular através da sua ligagao a PrP® na
superficie celular e ativagao das vias da MAPK e Erk1/2. Para confirmar este
efeito do complexo STI1/Hop-PrPC, as células foram pré-tratadas com o

peptideo Hopz3p-245, que mimetiza o sitio de ligagdo de STI1/Hop a PrP® e
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depois tratadas com STI1/Hop e este efeito na proliferacdo nao foi mais
observado. Ensaios in vivo utilizando camundongos nude também foram
realizados. As células de GBM foram injetadas nos animais e, quando os
tumores ja estavam estabelecidos, foram tratados com o peptideo Hop23o-245
0 que ocasionou o retardo do crescimento tumoral.

Estes dados estdo no artigo intitulado “Disruption of prion protein-
HOP engagement impairs glioblastoma growth and cognitive decline
and improves overall survival’, recentemente aceito para publicagdao no

periddico Oncogene (Anexo 9).
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4 CONCLUSAO

Os dados gerados neste projeto contribuiram para o maior
entendimento da desregulagdo dos mecanismos moleculares associados a
biologia do GBM. No primeiro artigo Rodrigues e colaboradores (submetido
Anexo 5) dessa tese mostramos que uma via ndo candnica, na qual STAT3
pode se translocar para o nucleo independente de sua fosforilagdo, pode ser
responsavel por suas altas concentragdes no nucleo o que se correlaciona
com menor tempo livre de recidiva e sobrevida global do paciente com GBM.
Assim, apontamos para a necessidade de inibidores que tenham como alvo
nao soO os sitios de fosforilagcdo da proteina, mas também outros dominios
funcionais. Desta forma, podera ser apontado um tratamento com maior
sucesso que garanta a inibicdo exacerbada de STAT3.

A segunda parte do trabalho tem como foco a proteina STI1/Hop.
Esta proteina apresenta localizagdo citoplasmatica onde possui,
preferencialmente, papel na manutencdo do complexo formado entre as
proteinas de choque térmico Hsp70/Hsp90, mas também pode ser
encontrada no nucleo sob condigbes especificas. Um estudo do grupo do Dr.
Marco Prado do Robarts Institute no Canada com a colaboragdao do nosso
grupo descreveu a translocagdo e retengdo nuclear de STI1/Hop apos
irradiacdo gama. Na presenca da proteina PIAS1, STI1/Hop fica retida por
mais de 24 horas no nucleo de astrécitos, o que pode facilitar a sua atividade

de chaperona neste compartimento. Os GBM apresentam altos niveis de
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PIAS1 e STI1/Hop o que, provavelmente, pode acarretar na maior atividade
de chaperona no nucleo, assim como nos astrécitos (SOARES et al. 2013).

Além do seu papel intracelular, STI1/Hop pode ser secretada em
vesiculas pelas células e atuar de maneira autdcrina ou paracrina, através
da sua ligagdo ao seu receptor PrP®. STI1/Hop n&o possui peptideo sinal
para secregao por via classica através de reticulo endoplasmatico-aparelho
de golgi. Sendo assim, € secretada em associacdo com vesiculas
extracelulares, mecanismo este ja descrito pelo nosso grupo (HAJJ et al.
2013). A proteina STI1/Hop extracelular pode se ligar a PrP® e desencadear
sinais associados a proliferagao tumoral.

Avaliamos ainda toda a biogénese de vesiculas extracelulares através
da via endossomal e elencamos um possivel alvo para modular a secrecao
de vesiculas, Rab27b. A proteina foi validada e seus niveis correlacionaram
com o potencial invasivo das células de GBM (Rodrigues e colaboradores,
em preparagao Anexo 7).

Desta forma, este trabalho descreve alteracbes em vias moleculares
que contribuem para a atividade do GBM. Além disso, o peptideo Hop23o-245
mostrou resultados muito promissores tanto in vitro quanto in vivo sobre a
inibicdo do crescimento destes tumores mediada por STI1/Hop (Figura 7).
Por outro lado, a modulacdo da secre¢cdo de vesiculas também pode ser
uma abordagem interessante com relagdo a estes tumores. Sendo estes
tumores muito agressivos e com poucas possibilidades terapéuticas,

maiores esforcos na busca de novas e melhores terapias deve ser o alvo
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principal de estudo visando o aumento da sobrevida dos pacientes

acometidos por este tumor.
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Figura 7 - Esquema representativo dos principais resultados obtidos no

trabalho com as células de GBM. (l) Possivel mecanismo n&o candnico de
translocacdo nuclear de STAT3 em GBM humano, independente de fosforilacdo (setas
verdes); Altos niveis nucleares de u-STAT3 estdo associados com a menor sobrevida livre
de recidiva e menor sobrevida global destes pacientes. (lI) Retengéo nuclear de STI1/Hop
por PIAS1 apés radiagdo ionizante facilita a atividade nuclear de STI1/Hop na protecéo
contra o dano no DNA (seta vermelha). (lll) Modulacdo da secrecdo de vesiculas
endossomais através da proteina Rab27b (seta azul) e (IV) O papel do complexo STI1/Hop-
PrP® em GBM; STI1/Hop é secretada em vesiculas e estas podem se ligar & PrP° de
maneira autécrina ou paracrina e este complexo promove proliferagao celular e crescimento

tumoral (seta cinza). *MVB: Corpos multivesiculares.
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