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“Se consequi enxergar longe é porque procurei olhar
acima dos ombros dos gigantes”

Isaac Newton
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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) é um problema de satide publica no mundo inteiro. Esse
cancer resulta de mutagfes em oncogenes e genes supressores tumorais, culminando na
desregulacdo de diferentes vias responsaveis por eventos como diferenciagdo, proliferacao,
migragdo e sobrevivéncia. Nesse contexto, a via Wnt/B-catenina esta cronicamente ativa
contribuindo para aquisicao de um fenotipo maligno. Essa via de sinalizagdo inviabiliza a
formagdo do complexo destrutivo de B-catenina, favorecendo o acumulo dessa proteina no
citoplasma e o seu consequente deslocamento ao nucleo celular, onde ativa genes alvos do
Tcf/Lef. Além disso, fatores de crescimento, tais como o fator de crescimento semelhante a
insulina do tipo 1 (IGF-1) e o fator de crescimento epidermal (EGF) tém um papel
proeminente no desenvolvimento do cancer. A ligacdo do IGF e EGF pode ativar vias
intrinsecas de cascatas de sinalizacdo tais como MAPK e PI3K. Nesta perspectiva,
pretendemos avaliar se ha uma interagdo da sinalizacdo dos fatores de crescimento com a
via Wnt/B-catenina que pode levar a uma malignidade na progressao do cancer colorretal.
Para isso, as células de CCR (HCT-116 e HT-29) foram cultivadas e tratadas com IGF-1,
EGF e Wnt-3a. O tratamento com Wnt-3a induziu ativacdo de Tcf/Lef, porém néo foi capaz
de induzir estimular a migragdo nem a proliferacdo. Esses efeitos acontecem somente com a
presenca dos fatores de crescimento. Os tratamentos com os fatores de crescimento IGF-1 e
EGF induziram aumento da proliferacdo celular em ambas as linhagens. A expressdo de E-
caderina foi reduzida com o tratamento com EGF. Isso indica que ha uma interagdo entre a
sinalizacdo de fatores de crescimento e a via Wnt/B-catenina contribuindo para a progressao

do céancer colorretal contribuindo para a melhor compreensao deste tipo de cancer.
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ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is a public health problem worldwide. It results from
mutations in oncogenes and tumor suppressor genes, which leads to the deregulation of
different pathways responsible for events such as differentiation, proliferation, migration
and survivor. In this context, the Wnt/pB-catenin pathway is chronically active in CRC
preventing the formation of the B-catenin destruction complex resulting in the accumulation
of cytoplasmic B-catenin and consequently translocation to the nucleus, where it activates
target genes of Tcf/Lef responsible for the events above described. Besides that, it is known
that growth factors such as the Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) and Epidermal Growth
Factor (EGF) bind to its receptors activating MAPK and PI3K signaling. Therefore, we
want to evaluate the interaction between the signaling mediated by growth factors and the
Whnt/B-catenin pathway in the progression of CRC. For this, we used two different
colorectal cancer cell lineage (HCT-116 and HT-29). These cells were incubated and
treated with IGF-1, EGF and Wnt3a. Wnt-3a treatment induced Tcf/Lef activation;
however, it was not able to induce migration nor proliferation. The treatment with growth
factors EGF or IGF-1 induced cell proliferation in both cell lineage. E-cadherin expression
was decreased when cells were treated with EGF. All these results indicate that growth
factors signaling and the Wnt/B-catenin pathway interaction contributes with the

progression of colorectal cancer.
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1. INTRODUCAO

1.1. Sistema Digestorio

As fung0es vitais para 0s organismos, tais como absorcéo de produtos da digestao,
agua, eletrdlitos e vitaminas sdo realizadas pelo sistema digestorio. Para isso, € necessaria a
movimentacdo do alimento pelo trato digestivo; a secrecdo de substancias necessarias a
digestdo do alimento; absorcdo dos nutrientes como &gua, eletrolitos, vitaminas e produtos
da digestdo; o transporte dessas substancias absorvidas através do sangue e o controle

dessas funcdes pelo sistema nervoso e hormonal (GUYTON; HALL, 2006).

O sistema digestorio se inicia na cavidade oral e se estende até o anus, na forma de
um tubo oco (fig. 1a). Cada parte deste trato esta adaptada as suas fungdes especificas: para
movimentacdo do alimento, armazenamento, digestdo e absorcdo. Além disso, o trato
alimentar apresenta glandulas associadas, responsaveis pela secrecdo de enzimas digestivas
e outros agentes facilitadores da digestdo. Um corte transversal da parede intestinal
representado na figura 1b mostra as seguintes camadas de fora para dentro: (1) serosa, (2)
camada muscular lisa longitudinal, (3) camada muscular lisa circular, (4) a submucosa e (5)
a mucosa (LIAO; ZHAO; GREGERSEN, 2009).
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Figura 1: Representacao esquematica do sistema digestorio. (a) Esquema representativo
mostrando os 6rgdos do sistema digestorio e sua localizacdo ao longo do corpo. O trato
alimentar se inicia na boca na forma de um tubo oco e se estende até o anus. Passando pelo
esdfago, estbmago, intestino delgado (subdividido em duodeno, jejuno e ileo), intestino
grosso (subdividido em ceco, c6lon ascendente, célon transverso, célon descendente e
sigmoide), reto e anus. (b) Esquema representativo de um corte transversal da parede
intestinal mostrando as camadas teciduais, de fora para dentro: serosa, camada muscular
lisa longitudinal, camada muscular lisa circular, submucosa e mucosa. Adaptado de Guyton
et al, 2011.

A porcéo final do sistema digestdrio é constituida pelo intestino delgado e grosso. O
intestino delgado tem aproximadamente 7 metros de comprimento e possui diferentes
porcGes: duodeno, jejuno e ileo (fig. 1a). O intestino grosso se estende do final do ileo ao
anus possuindo cerca de 1,5 metros de comprimento. Essa por¢do tem a forma de um arco
que rodeia as convolugdes do intestino delgado. O intestino grosso € divido em ceco, célon
ascendente, transverso, descendente e sigmoide. O sistema digestorio termina com o reto e
o anus (fig. 1a) (GRAY; LEWIS, 1918).



Na mucosa do intestino delgado é possivel observar as vilosidades intestinais que
sdo projecdes da mucosa com funcdo de aumentar a superficie de absor¢do. Também se
observa as glandulas intestinais ou criptas de Lieberkihn que sdo invaginacdes para o
tecido conjuntivo e séo locais de alta proliferacdo celular e de diferenciacdo, formando os
diversos tipos de células do intestino (fig. 2). As células mais morfologicamente
indiferenciadas ou células tronco séo responsaveis pelo constante processo de renovacao
celular e encontram-se na base da cripta juntamente com as células de Paneth, responsaveis
pela regulacdo da microbiota intestinal. Para caracterizacdo das células tronco intestinais na
base das criptas é utilizado um marcador conhecido como Receptor acoplado a proteina G
contendo repeticdo rica em leucina-5 (Lgr5). O Lgr5 é um receptor de membrana
responsavel por aumentar a ativacdo da sinalizacdo Wnt e sendo um alvo transcricional
regulado pela prépria via de Wnt (HE et al., 2014). Na porcdo superior da cripta,
encontram-se células diferenciadas com fungdes absortivas (enterdcitos), secrecdo de muco
(células caliciformes), secrecdo de hormonios (enteroenddcrinas) e fungbes imunes (células
M) (PHILPOTT; WINTON, 2014). Além disso, as células Cup também estdo presentes na
cripta intestinal, porém sua funcdo néo é totalmente esclarecida. Sabe-se apenas que héa alta
expressdo de vimentina nessas células (FUJIIMURA; IIDA, 2001). Nas criptas também esta
presente as células Tuft, que também ndo possuem funcbes totalmente esclarecidas
(GERBE; LEGRAVEREND; JAY, 2012).

O epitélio do intestino grosso ndo apresenta vilosidades, nem pregas permanentes da
mucosa, porém as criptas intestinais sdo maiores. As criptas do colén ndo apresentam
células de Paneth, mas possuem células caliciformes em abundancia. No fundo dessas
criptas, encontra-se um tipo celular conhecido como células secretoras do fundo da cripta

que contribui para o nicho de células tronco (SASAKI et al., 2016).
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Figura 2 - Representacdo esquematica dos tipos celulares gerados pelas células tronco
na base das criptas no intestino delgado. As células tronco sdo responsaveis pelo
constante processo de renovagéo celular e encontram-se na base da cripta juntamente com
as células de Paneth. Na porcao superior da cripta, encontram-se células diferenciadas
como os enterdcitos, as células caliciformes, as enteroendocrinas, as células M, as células
Cup as células Tuft. Adaptado de Gerbe et al, 2012.

Um equilibrio entre proliferacdo celular nas criptas e morte celular no limen
intestinal é crucial para a homeostase do epitélio intestinal. Enterdcitos sdo descamados
constantemente e sdo substituidos por células que migram da base até a zona apical da
cripta intestinal de acordo com a maturacdo (NEGRONI; CUCCHIARA; STRONATI,
2015). A sinalizagdo Wnt/B-catenina regula esse processo de proliferagdo celular das
criptas intestinais (VAN DER FLIER; CLEVERS, 2009). Portanto, a perda do equilibrio
entre proliferacdo e apoptose representa um mecanismo importante para o desenvolvimento

do cancer colorretal.



1.2. Cancer Colorretal

1.2.1. Epidemiologia:

Cancer colorretal (CCR) é uma doenga complexa com um curso clinico muito
variado e importante divergéncias na resposta ao tratamento. De acordo com as estimativas
do Instituto Nacional de Céancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) no Brasil, esse tipo
de céncer é o terceiro mais comum entre os homens e o0 segundo entre as mulheres (fig. 3).
Houve 746 mil em homens e 614 mil casos em mulheres, no mundo em 2012
(GLOBOCAN, 2012). No Brasil, 16.660 novos casos de CCR sdo estimados para homens e
17.620 para mulheres (INCA, 2015).

Localizacdo primaria casos novos % Localizacdo primaria casos novos %
Prastata 61.200 28,6% Mama Feminina 57.960 28,1%
Tragueia, Brnquio & 17.330 8,1% Homens Mulheres 0 < Reto 17.620 8,6%
Pulmio
Colon e Reto 16.660 7,8% Colo do Utero 16.340 7,9%
- Traqueia, Bronguio e
s} ’ ,
Estomago 12.920 6,0% Pulm3a 10.890 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5,2% Estdmago 7.600 3,7%
Esdfago 7.950 3,7% Caorpo do Utero 5.950 3,4%
Bexiga 7.200 3,4% Qvario 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2,6% Linfoma ndo Hodagkin 5.0320 2,4%
Sistema MNervoso Central 5.440 2,5% Sistema MNervoso Central 4,830 2,3%

Figura 3: Estimativas de incidéncia de cancer por sexo. Distribuicdo proporcional dos
dez tipos de céncer mais incidentes estimados para 2016 por sexo, exceto pele nédo
melanoma. *NUmeros arredondados para mdltiplos de 10. Fonte: Estimativa 2016:
incidéncia de cancer no Brasil / Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
— Rio de Janeiro: INCA, 2015.

H& uma maior incidéncia de CCR em paises que consomem muita carne vermelha e
processada, pouca ingestdo de frutas, legumes e verduras, alta prevaléncia de obesidade e
sobrepeso, altos indices de sedentarismo, consumo de &lcool e tabagismos; sendo

considerada uma doenga de “estilo de vida”. Por isso, o consumo de frutas, hortalicas,



cereais integrais, feijoes e sementes, alimentos ricos em fibras, assim como a pratica de
atividade fisica, sdo considerados fatores protetores contra a doenca. A maioria dos CCR
surge de mutacdes somaticas com evolucdo do clone celular tumoral. No entanto, séo
considerados fatores de risco para CCR, fatores como predisposicdo genética a doencas
cronicas de intestino e idade. (WINKELS et al., 2014).

Para deteccdo deste tipo de cancer, recomenda-se colonoscopia e pesquisa de sangue
oculto nas fezes. O diagnostico é, entdo, confirmado por bidpsia. A cirurgia é utilizada
como tratamento inicial, onde se retira parte do intestino afetado e os nddulos linfaticos
préximos a regido. Posteriormente, radioterapia, associada ou ndo a quimioterapia, pode ser

utilizada para evitar a reincidéncia do tumor (MORENO et al., 2016).

1.2.2. Patogénese molecular:

Os mecanismos moleculares por tras do desenvolvimento deste cancer sao
clinicamente importantes visto que eles estdo relacionados com progndsticos e tratamento.
O CCR se desenvolve por mais de 10 anos e as formas mais comuns de lesdes iniciais séo
encontradas na forma de adenomas displasicos. Um dos conceitos fundamentais no estudo
de CCR é a sequéncia adenoma-carcinoma, um termo que descreve a progressao de um
epitélio normal para um epitélio displésico e carcinoma, com o acimulo de diversas
alteragOes genéticas (LESLIE et al., 2002). A figura 4 mostra 0 modelo de tumorigénese do
CCR. Perda de funcdo do gene supressor tumoral Polipose Adenomatosa Coli (APC) é um
evento inicial e ocorre em mais de 70% dos CCR (ILYAS; TOMLINSON, 1997). A
transformacdo para pdélipos tardios e maiores se da por mutacGes posteriores em genes
como o oncogene homologo ao gene do virus Kirsten Rat Sarcoma (KRAS) (SUN;
KLEBANER; TIAN, 2014). Subsequentemente, aproximadamente 10 a 20% desses pdlipos
vao se desenvolver em carcinoma a partir de mutagdes em genes da sinalizagdo de p53 e
fator de crescimento transformador g (TGF-) (RAJAGOPALAN et al., 2003).



Adenoma inicial/  adenoma tardio Carcinoma Metastase
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Figura 4: Modelo de tumorigénese do cancer colorretal. CCR se desenvolve por mais de
10 anos e as formas mais comuns de lesdes se encontram na forma de adenomas
displasicos. Perda de funcdo do gene APC é um evento inicial, seguida por mutacfes em
genes como KRAS. O desenvolvimento para carcinoma se da a partir de mutacdes em

genes da sinalizagdo de p53 e TGF-P. Adaptado de Rajagopalan et al., 2003.

Ha trés diferentes formas de manifestacdo da doenca: esporadica, familiar, e
hereditaria (ARVELO; SOJO; COTTE, 2015). A forma esporadica representa 60 a 80% dos
casos e estd associado a individuos sem histérico familiar ou mutagBes da doenca
(BRENNER; KLOOR; POX, 2014). Aproximadamente 15 a 30% dos casos compreendem
casos familiares, em que o paciente, muitas vezes jovens, possui historicos familiares ou
predisposicdo genética a doenca (STIGLIANO et al., 2014). A forma hereditaria da doenca
acomete pacientes em idade jovem e se subclassifica em Polipose Adenomatose Familiar
(FAP), Polipose Associada & MUTYH, Sindrome de Lynch, Sindrome de PeutzJeghers,
Sindrome Polipose Juvenil e Sindrome Polipose Serratia (JASPERSON; BURT, 2015).

Um recente estudo categorizou o0 CCR em quatro subtipos: MSI Imune, candnico,
metabdlico e mesenquimal. Isso foi feito a partir de um consorcio internacional dedicado ao
compartilhamento em larga escala de resultados e andlise por grupos especialistas, com
auxilio de ferramentas de bioinformatica. Foi visto que cada subtipo de CCR possuiu
diferencas moleculares que podem auxiliar o tratamento e o prognostico (GUINNEY et al.,
2015).
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A maioria dos CCR ¢ iniciada por muta¢es em APC ou B-catenina levando a uma
ativacdo exacerbada da via. Subpopulagdes de CCR com alto nivel de atividade de Wnt
possui caracteristicas mais malignas, como fenotipos mesenquimais e altos niveis de
marcadores tumorais. Embora essa via seja responsavel por eventos fisioldgicos normais
como proliferacdo e diferenciagdo das células troncos intestinais, quando cronicamente

ativa é responsavel pela progressdo tumoral e metastase em CCR (BLAJ et al., 2016).

1.3. Via de sinaliza¢do Wnt/p-Catenina

O desenvolvimento do CCR resulta de mutacGes em varios oncogenes € genes
supressores tumorais desregulando diferentes vias celulares. Uma das vias de sinalizacéo
afetada ¢ a via Wnt/B-Catenina sendo esta fundamental no desenvolvimento embrionério e
na manutencdo dos tecidos, principalmente intestinal, regulando diferentes processos
importante tais como, crescimento celular, sobrevivéncia e diferenciacdo. Uma ativacao
constante dessa via desregula todos esses eventos, tendo como consequéncia o
desenvolvimento do cancer (BARKER; CLEVERS, 2006). Perda de funcdo no gene que
codifica a proteina APC, como em pacientes com FAP e em outras formas de canceres
esporéadicos é o principal ativador cronico desta via (ZHAN; RINDTORFF; BOUTROS,
2016).

Quando a via esté inativa, ocorre a formacgdo adequada do complexo destrutivo de
B-catenina pelas proteinas Axina e APC. Essas proteinas, quando juntas, facilitam a
fosforilagdo de B-catenina pela glicogénio sintase quinase 3 beta (GSK-3p) e pela caseina
quinase 1 alfa (CK1a). CKla inicia a fosforilagdo de B-catenina no residuo Ser45, sendo
seguido pela fosforilagdo nos residuos Thr4l, Ser 37 e Ser33 por GSK-3p. Essa série de
fosforilagdo torna a proteina ubiquitinada para ser levada a destrui¢do via proteassoma
(ANWAR et al., 2016).

Por outro lado, ocorre a ativacdo da via quando ha ligacéo de lipoglicoproteinas da
familia Wnt a seus receptores especificos Frizzled e ao receptor de lipoproteina de baixa
densidade 5/6 (Lrp5/6). Isso gera a ativacdo desses receptores que enviam um sinal a
proteina Dishevelled (Dvl). Essa proteina vai para a membrana onde polimeriza e é ativada

(fig. 5). A ativacdo de Dvl atrai axina para a cauda citoplasmatica de Lrp5/6 e também inibe
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GSK-3p, inviabilizando a formagdo do complexo destrutivo (BASU; HAASE; BEN-
ZE’EV, 2016). Isso culmina no acimulo de B-catenina no citoplasma, com consequente

translocacdo para o nucleo, onde se liga aos fatores de transcricdo Tcf/Lef, ativando
diversos genes alvos (NOVELLASDEMUNT; ANTAS; LI, 2015).
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Figura 5: Sinalizacdo da via Wnt/p-Catenina. Quando a via estd inativa, ocorre

a

formagdo funcional do complexo destrutivo de B-Catenina, que leva essa proteina a

degradacdo. Quando a via Wnt esta ativada, a fosforilacdo dos receptores atrai membros do

complexo para a membrana plasmatica, inviabilizando a formagéo dessa estrutura. Isso

resulta na acumulagdo de B-Catenina no citoplasma e consequente translocacdo para o

nucleo, onde ativa genes alvos do Tcf/Lef. Adaptado de Zhan et al, 2016.

Além da via Wnt/B-Catenina, diversas outras vias celulares estdo desreguladas em

CCR. A sinalizagdo de fatores de crescimento € frequentemente vistas alteradas em CCR.



12

Essa sinalizagdo desregulada contribui para a aquisicdo de um fen6tipo maligno, incluindo
progressdo do ciclo celular, evasdo da apoptose, inducdo de instabilidade génica e inducdo

de invasdo e metastase (WU et al., 2013).
1.4. Fatores de Crescimentos

Os fatores de crescimento sdo substancias, geralmente polipeptideos, que apos se
ligarem aos seus receptores especificos, sdo capazes de estimular diversos eventos celulares
que incluem proliferacdo, diferenciacdo sobrevivéncia, migragdo celular e estimular a
secrecdo de hormonios. Existem diversos fatores de crescimento que possuem diferentes
funcBes. Alguns exemplos de fatores de crescimento sdo: Fator de Crescimento Derivado
de Plaguetas (PGDF), Fator de Crescimento de Hepatdcitos (HGF), Fator de Crescimento
Endotelial Vascular (VEGF), Fator de Crescimento Nervoso (NGF), Fator de Crescimento
de Fibroblasto (FGF), Fator de Crescimento Transformador B (TGF-f), Fator de
Crescimento Epidermal (EGF) e Fator de Crescimento Semelhante a Insulina (IGF) além de
algumas citocinas (BALBAA, 2013).

Fatores de crescimento ja vém sendo relacionado a patogénese do cancer ha muito
tempo. As células cancerigenas possuem diversos mecanismos pelos quais gera uma
amplificacdo do sinal dessas moléculas. Por exemplo, uma alta expressdo de receptores na
superficie de células tumorais pode aumentar a sensibilidade a baixas concentracBes de
fatores de crescimento. Além disso, diversos proto-oncogenes transcrevem proteinas que
sdo fatores de crescimento propriamente ditos, receptores, ou ainda, proteinas envolvidas
nessa sinalizagéo celular (NORMANNO et al., 2006).

1.4.1. Fator de Crescimento semelhante & insulina do tipo 1

A sinalizacdo de IGF-1 tem papel importante no crescimento e desenvolvimento de
diversos tecidos (fig. 6). Essa sinalizagdo também esta implicada no desenvolvimento de
diversas patologias, principalmente no cancer. O sistema IGF é composto pelos ligantes
IGF-1, IGF-2; e pelos receptores IGF-1 (IGF-1R), IGF-2 (IGF-2R). As fungdes bioldgicas
de IGF-1 e IGF-2 sdo mediadas principalmente pelo IGF-1R, um receptor de tirosina
quinase transmembrana que possui mais afinidade por IGF-1 que IGF-2. (HEIDEGGER et
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al., 2015). O IGF-2R ¢ estruturalmente diferente do IGF-1R, pois é também um receptor
manose 6-fosfato. Esse receptor estd envolvido no controle dos niveis sanguineos de IGF-2
e na modulacdo do trafico de enzimas lisossomais (PAVELIC; BUKOVIC; PAVELIC,
2002).

A ligacdo de IGF-1 ou IGF-2 ao IGF-1R gera uma mudanga conformacional da
subunidade f, resultando na autofosforilacdo de seu dominio citoplasmatico. Isso gera
ativacdo do receptor de tirosina quinase que, entdo, auto-fosforila residuos adicionais de
tirosina, funcionando como sitios de ligagcdo para substratos e proteinas adaptadoras Shc.
Os substratos e as proteinas adaptadoras recrutam outros fatores, como Grb2/SOS e a
subunidade regulatoria p85 de fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K), levando a ativacao da via
das proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK) e PI3K, respectivamente. Isso afeta
a proliferacdo celular, diferenciacdo e homeostase tecidual assim como a sobrevivéncia
celular, agdes metabdlicas, e mecanismos antiapoptéticos (LEROITH; ROBERTS, 2003).
As atividades de IGF-1 sdo reguladas por 6 diferentes proteinas (IGFBP1-6), presentes no
sangue periférico e fluidos extracelular. Essas proteinas se ligam ao IGF-1, aumentando sua
meia-vida, modulando a viabilidade da ligacdo com seu receptor e modulando diretamente

a interacdo com o receptor (VIGNERI et al., 2015).

A sinalizacdo de IGF-1 é um determinante crucial para o desenvolvimento de CCR
e também possui implicagdes importantes no prognostico de pacientes com esta doencga. De
fato, altos niveis de IGF-1 estdo relacionados a um maior risco de CCR (VIGNERI et al.,
2015). Além disso, a sinalizacdo de IGF-1 estimula diversas cascatas celulares,
responsaveis por eventos como progressdo do ciclo celular e inibicdo da apoptose,

favorecendo a progressdo tumoral (ZHANG et al., 2013).
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Figura 6 - Via de Sinalizacdo do IGF-1. A ligacdo de IGF-1 ao IGF-1R gera uma
mudanca conformacional da subunidade f, resultando na autofosforilacdo de seu dominio
citoplasmatico. Isso leva a ativacdo do receptor de tirosina quinase que, entdo, auto-
fosforila residuos adicionais de tirosina, funcionando como sitios de ligacéo para substratos
e proteinas adaptadoras Shc. Os substratos e as proteinas adaptadoras recrutam outros
fatores, como Grb2/SOS e a subunidade regulatéria p85 de PI3K, levando a ativacdo da via

das MAPK e PI3K. Fonte: Modificado de Jung et al, 2015.

1.4.2. Fator de Crescimento Epidermal

Os fatores de crescimento epidermal (EGF) possuem papel importante na
diferenciacéo, sobrevivéncia celular e na morfogénese de diversos orgaos. Além disso, uma
superexpressdo de proteinas que fazem parte dessa via esta relacionado a patogénese de
diversos tipos de canceres, induzindo proliferacdo celular e resisténcia a apoptose

(NORMANNO et al., 2006).
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Esses fatores se ligam a receptores de EGF (EGFR), um receptor da familia de
tirosinas quinases. Como representado na figura 7, apds ligagdo ocorre uma homo ou
hetero-dimerizacdo do receptor, ativando uma trans-fosforilagdo das subunidades de
tirosina (CHAKRABORTY et al., 2014). Esses sitios de tirosina fosforilados servem de
sitio para a ligagdo de proteinas sinalizadoras de cascatas celulares, incluindo janus quinase
(JAK), responsaveis por eventos como sobrevivéncia, proliferacdo e oncogénese; PI3K,
atuando em eventos como angiogénese, tumorigénese, e inibicdo da apoptose; MAPK,
responsaveis pela expressdo génica e progressdo do ciclo celular; e fosfolipase y (PLCy),
responsaveis pela transformacdo e diferenciacdo celular e apoptose (WIEDUWILT;
MOASSER, 2008).
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celular

Figura 7: Sinalizacdo de EGF. EGF se ligam a seus receptores gerando uma homo ou
hetero-dimerizacdo do receptor. Isso leva a uma trans-fosforilagdo das subunidades de
tirosina. Esses sitios de tirosina fosforilados servem para a ligacdo de proteinas que ativam
cascatas celulares, incluindo Janus Kinase (JAK), PI3K, MAPK e PLCy/PKC, responsaveis

por diversos eventos celulares. Adaptado de Charaborty et al., 2014.

Células de CCR podem adquirir autonomia na proliferacdo a partir da producéo néo

controlada de fatores de crescimento, ou expressdo aumentada de receptores desses fatores.
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Esse processo leva a ativagdo de diferentes cascatas de sinalizagdo que estimulam a
proliferacdo, angiogénese e metéastase. E nesse cenario que o EGF possui papel importante
no crescimento e na progressdo tumoral, a partir do aumento da proliferacéo, sobrevivéncia,
invasédo e escape da resposta imune (TROIANI et al., 2016). O bloqueio de EGFR tem sido
usado no tratamento de diversos canceres, incluindo CCR, a partir da administragdo de
anticorpos monoclonais anti-EGFR, como Cetuximab e Panitumumab (SOBANI et al.,
2016).

1.5. Desregulacdo do complexo juncional apical e o processo de Transicdo epitélio

mesenquimal

As células epiteliais interagem com as células vizinhas através de diferentes jungdes
celulares que estdo dispersas ao longo da membrana. O dominio lateral dessas células é
responsavel pela adesdo célula-célula enquanto que o dominio basal é responsavel pela
interacdo célula-matriz. Esse contato entre as células adjacentes é mantido pelas juncGes
tight (JT), juncBes aderentes (JA), desmossomos e juncdes comunicantes (GAP). A
combinacdo das duas primeiras juncdes é referida como complexo juncional apical (CJA).
Todas essas juncOes coordenam sinalizagOes intracelulares e intercelulares que regulam
diversos eventos celulares (FERREIRA; FELGUEIRAS; FARDILHA, 2015).

As JT estdo localizadas na superficie basolateral da célula, logo abaixo do limite
apical da membrana. Essas junc@es regulam o fluxo paracelular de ions e macromoléculas,
além da manutencdo da polaridade celular. Fazem parte dessa estrutura, 4 proteinas
transmembranas integrais: ocludinas, claudinas, tricelulina e molécula de adesédo juncional
(JAM) (SUZUKI, 2013).

As JA estdo localizadas abaixo das JT e possuem funcdo principal de estabelecer
adesdo fisica entre as células. Também possuem funcéo de regulacdo do citoesqueleto de
actina, sinalizacéo intracelular e regulagdo transcricional. Essa estrutura é formada por duas
proteinas principais, as caderinas e nectinas. As E-caderinas, uma das mais importantes
proteinas dessas juncdes, formam um complexo com as [-catenina e a-catenina e se
ancoram ao citoesqueleto de actina, processo critico para a integridade celular. Por isso,
essa proteina é conhecida como um supressor tumoral, garantindo a manutencdo da
integridade celular e impedindo processos migratérios (IVANOV; NAYDENOV, 2013).
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A desorganizagdo das junces intercelulares estd alterada em eventos fisioldgicos
celulares como migragdo e divisdo celular. Além disso, em diversas patologias, por
exemplo, como durante o processo de metastase, algumas células cancerigenas possuem
essas juncOes desreguladas. Isso altera a polaridade celular e reorganiza o citoesqueleto,
tornando a célula isolada e com capacidade migratéria e invasiva. Esse processo é
conhecido como transigcdo epitélio-mesenquimal (TEM) (SINGH; DHAWAN, 2015). O
processo de TEM em CCR ¢ controlado por fatores de transcrigdo, tais como Snail, Slug,
Zeb e Twist. Esses fatores sdo capazes de suprimir a transcricdo de E-caderina de forma
direta ou indiretamente. Além da E-caderina, proteinas epiteliais tais como ZO-1, Claudinas
e ocludinas se mostram down-reguladas. Em contrapartida, marcadores mesenquimais, tais
como N-caderina, Vimentina e o-actina de musculo liso se mostram up-regulados
(BUSCH; MCGRAW:; SANDLER, 2014).

Durante a progressdo do CCR, as células cancerigenas estdo sujeitas ao processo de
TEM devido a combinacdo de sinais extracelulares em seus microambientes. A via Wnt/f-
catenina e cascatas sinalizadas por fatores de crescimento estdo envolvidas na progressdo
de varios canceres, incluindo CCR (CAO et al., 2015). No entanto, o papel que estas vias
cumprem em conjunto durante a progressdo do CCR, ainda é pouco elucidado. Por isso,
esse estudo tenta compreender o papel das vias Wnt/p-catenina e das cascatas sinalizadas
pelos fatores de crescimento IGF-1 e EGF no CCR, na tentativa de identificar
biomarcadores de diagndstico ou progndstico ou ainda, componentes moleculares que

possam ser usados no tratamento deste tipo de cancer.

2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a interacdo da via e Wnt/B-catenina e da sinalizacdo de IGF-1 e do EGF na
progressdao do cancer colorretal para a aquisicdo de um fendtipo maligno de transicdo

epitélio mesenquimal.

2.2. Objetivos especificos
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e Avaliar a ativacdo da via Wnt através da atividade transcricional de -catenina.

e Avaliar a sinalizagéo induzida por IGF-1, EGF e Wnt-3a.

e Avaliar a expressdo de E-caderina ap0s tratamento com Wnt-3a e com os fatores de
crescimento IGF-1 e EGF

e Correlacionar os efeitos induzidos pelo tratamento de Wnt-3a e fatores de

crescimento no que tange aos eventos de proliferacdo e migracao.

3. METODOLOGIA
3.1. Cultura de Células

Duas diferentes linhagens derivadas de CCR humano foram utilizadas neste estudo.
A primeira foi a linhagem HT-29 (ATCC: HTB-28), essa célula é pouco invasiva, possui
diferenciacdo intermedidria e mutacbes em P53. A segunda foi a linhagem HCT-116
(ATCC: CCL-247), essas células sdo indiferenciadas, com alto potencial invasivo e
metastatico, além de crescerem em multicamadas. Possuem mutacdes em K-RAS, PI3BKCA
e no gene CTNNBI, que transcreve a proteina B-catenina. Ambas as linhagens foram
cultivadas em meio Dulbelcco’s modificado, DMEM (GIBCO BRL, Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB),
60mg/L de estreptomicina, 100mg/L de penicilina G (Invitrogen), e mantidas a 37°C em

um ambiente com 5% de CO..
3.2. Tratamento

Com o objetivo de induzir a ativacdo da via PI3K as células HT-29 e HCT-116
foram tratadas com IGF-1 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA) por 24 horas
ou 48 horas na concentracdo final de 50 ng/mL. Para a reconstituicdo desse fator foi
utilizado 20 mM de citrato. Os tratamentos ocorreram em meio DMEM 1% SFB. Para o
ensaio de luciferase foi utilizado 10 ng/mL de IGF-1. As células também foram tratadas

com EGF (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA), na concentracdo de 100 ng/mL. Para a
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reconstituicdo desse fator de crescimento foi utilizado 10 mM de &cido acético com 0,1%
de BSA.

Para induzir a ativacdo da via Wnt/p-catenina, as células HT-29 e HCT-116 foram
tratadas com Wnt-3a (R&D Systems) soltvel por 24 ou 48 horas. Para a reconstituicdo de
10 pg desse composto, foi utilizado 100 mL TBS-T0,01% com BSA 0,1%. A concentracao
final utilizada foi de 100 ng/mL. Os tratamentos ocorreram em meio DMEM 1% SFB. Para
0 ensaio de luciferase, utilizou-se como controle de ativacdo da via Wnt/B-catenina, cloreto
de litio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 20 mM.

3.3. Ensaio de luciferase para a atividade de Tcf/Lef

As células HT-29 (2 x 102 células) e HCT-116 (2 x 10* células) foram plaqueadas
em placa de 24 pocos. Apos 24 horas, as células foram transfectadas com dois diferentes
genes reporter Tcf luciferase: um plasmideo Tcf-luciferase Super8x TOPflash (wild-type) e
outro plasmideo mutado, o Super8x FOPflash, o qual seve como controle negativo para a
atividade do Super8x TOPflash. As células foram transfectadas transientemente com 2 ug
de PRK-TK Renila luciferase. Para a realizacdo da co-transfeccdo, foi utilizado 3 uL de
FUGENE 6 Transfection Reagent (Roche Applied Science, Basel, Switzerland). Apds um
intervalo de 24 horas de transfeccdo, as células foram lavadas 2 vezes com PBS, e em
seguida submetidas ao tratamento com 50 ng/mL de IGF-1, e/ou 100 ng/mL de Wnt-3a, ou
ainda cloreto de litio a 20 mM. No dia seguinte, as células foram lisadas com auxilio do Ki
Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega, Madison WI, EUA). Utilizou-se o
Luminémetro de placas Verita (Turner Biosystems) para realizar a leitura. A atividade da

luciferase foi normalizada pela atividade da Renila luciferase.
3.4. Proliferacdo Celular por Cristal Violeta

Em uma placa de 96 pocos, plaqueou-se 10* células HT-29 e 2 x 10* células HCT-
116 com volume final de 200 uL por pogo, incluindo meio DMEM com 1% de SFB com
50 ng/mL de IGF-1, 100 ng/mL de EGF e/ou 100 ng/mL de Wnt-3a. Apos 24, 48 ou 72
horas as células foram lavadas com PBS e fixadas com etanol a 100% por 10 min. O etanol

foi retirado e aplicou-se a solucédo de cristal violeta (Cristal violeta 0,05% em etanol 20%)
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por 10 min. Lavou-se 0s pocos com PBS e aplicou-se 100 uL de metanol em cada pogo.
Apo6s 5 min, foi feio a andlise colorimeétrica & 595 nm usando leitor de Elisa Spectra Max
190 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA)

3.5. Ensaio de Migracao por Wound Healing

Em uma placa de 6 pogos, foram plagueadas células HT-29 e HCT-116 até
atingirem confluéncia total. Com uma ponteira estéril de 10 uL, foi feito um risco
coincidindo com o didmetro do poco. Foi adicionado meio DMEM 1% SFB com 50 ng/mL
de IGF-1, e/ou 100 ng/mL de Wnt-3a. A andlise do potencial migratorio foi monitorada por
microscopia de contraste diferencial interferéncial (DIC) nos tempos O e 24 horas ap0s
inducdo do risco, e a aquisicdo de imagens foi realizada através do microscopio invertido
Axio Observer Z1. A quantificacdo da migracdo foi realizada através de medicBes da
extensdo do limite do fechamento remanescente entre os dois lados da monocamada,
utilizando o programa Adobe Photoshop Cs3 (Adobe Systems Inc, CA, EUA). As medicdes
foram realizadas em 5 campos diferentes. Os valores obtidos convertidos em percentagens
foram utilizados para um grafico realizado com o programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA).

3.6. Obtencéo de lisados totais para ensaio de immunobloting

Para obtencédo dos lisados totais, 10 x 10* células HT-29 e 30 x 10* células HCT-
116 foram plaqueadas em placas de cultura com 6 pogos. Ap6s 24h e 48h de tratamento
com 50 ng/mL de IGF-1, 100 ng/mL de EGF, e/ou 100 ng/mL de Wnt-3a, as células foram
lisadas. Para a extragdo total de proteinas foi utilizado o Tampdo de extracdo RIPA
contendo: Triton X-100 1% (Sigma-Aldrich); deoxicolato de sédio 0,5% (Reagen —
Quimibras Ind., Brasil); SDS 0,2% (Invitrogen); Cloreto de sodio 150 mM (Sigma-
Aldrich), pH 7,4; fluoreto de s6dio 20 mM; ortovanadato de sodio 1mM (Sigma-Aldrich); e
inibidores de proteases (PMSF 1 mM, aprotinina 1 ug/mL, fenantrolina 2,5 uM, leupeptina
10 uM e pepstatina 5 ug/mL — Sigma-Aldrich).

Em seguida, foi feito a raspagem dos pogos com auxilio de um rodo. A solugéo foi

coletada e transferida para um eppendorf e, entdo homogeneizada a cada 5 minutos durante
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15 minutos, sempre deixando em gelo entre os intervalos. O extrato foi centrifugado a
10000 rpm, a 4 °C durante 10 minutos. Coletou-se o sobrenadante que foi armazenado a —
80 °C. A dosagem do extrato proteico foi feita utilizando o kit comercial BCA (Bioagency
Biotecnologia Ltda) e a proteina BSA (Sigma-Aldrich) como padrdo. A leitura

colorimétrica foi realizada em um comprimento de onda de 562 nm.
3.7. Eletroforese em gel poliacrilamida contendo SDS-PAGE

As proteinas foram separadas por eletroforese em SDS-PAGE, com géis na
concentracdo de 7.5 a 10% de acrilamida. Quantidade iguais de proteinas foram utilizados a
cada corrida. Apo6s, as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose
utilizando o aparelho de eletrotransferéncia semiimido (Bio-Rad Laboratories Inc.) a 10 V
por uma hora. Em seguida, as membranas foram mantidas em tampdo de bloqueio TBS-T
(Tris-HCI, 20 mM, pH 7,6, NaCl 137 mM e Tween 20 0,1% - Sigma-Aldrich) contendo
leite desnatado 5%, durante 60 min em agitador orbital. As membranas foram entdo
encubadas com anticorpos primarios de interesse overnight, exceto quando a proteina de
interesse era GAPDH, cuja encubacéo levava 4 horas. Essas membranas foram lavadas 3
vezes por 10 min com TBS-T e entdo encubadas com respectivos anticorpos secundarios
conjugados a peroxidase por 1 hora. Apds, novamente, 3 lavagens de 10 min com TBS-T, a
reatividade das proteinas em estudo foi determinada utilizando um kit comercial de
quimioluminescéncia (Amersham Biosciences GE Healthcare, Reino Unido). A reagdo foi
detectada ora por filme, revelado em camara escura, ora pelo aparelho Chemidoc (Bio-

Rad), que concedia as imagens em um software.
3.8. Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada com auxilio do software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software). Foram considerados estatisticamente significativo com P<0.05 pelo
teste One-Way Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo pos-teste Bonferroni apos

analise de trés experimentos independentes.



22

4. RESULTADOS

4.1. Indugao da atividade da via Wnt/B-catenina em células de cancer colorretal

Com o objetivo de induzir a ativagdo da via Wnt, tratamos as células HT-29 e HCT-
116 com a proteina recombinante Wnt-3a por 24 h. Em seguida foi medida a atividade
transcricional através de um ensaio de luciferase de Tcf/Lef. Para comparar o efeito de
Whnt-3a em relacdo a atividade transcricional de Tcf/Lef foi utilizado o cloreto de litio
(LiCl) a 20 mM como controle positivo. Inicialmente verificamos as condigdes de
tratamento com Wnt-3a em diferentes concentracdes do soro fetal bovino (SFB) de 10% e
1%. Nossos resultados indicam que o tratamento com Whnt-3a nas células com a 1% de SFB
aumentou na atividade de Tcf/Lef tanto na linhagem HT-29 (fig. 8a) assim como na
linhagem HCT-116 (fig. 8b). No entanto, com 10% de SFB n&o foi visto indugdo do

aumento na atividade de Tcf/Lef, quando comparado com o controle positivo LiCl 20 mM.
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Figura 8: Efeitos do Wnt-3a na atividade de luciferase das células de cancer
colorretal. As células HT-29 e HCT-116 foram plaqueadas e, ap6s 24 horas, transfectadas
com TOPflash ou FOPflash. No dia seguinte, as células foram submetidas ao tratamento
com LiCl (20 mM) ou Wnt-3a (100 ng/mL) com 10% ou 1% de SFB. Houve um aumento
da atividade transcricional quando as células foram tratadas com Wnt-3a e soro a 1%. LiCl
¢ um conhecido inibidor de GSK3p, e consequente indutor da via Wnt/B-catenina. Por isso,

esse composto foi usado como controle positivo de transcricdo. A atividade da luciferase
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foi normalizada pela atividade da Renila luciferase. Resultado representativo de trés
experimentos independente, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, teste ANOVA.

4.2. Resposta de crescimento celular apds tratamento com IGF-1

A fim de avaliar o efeito do tratamento do IGF-1 nas células HT-29 e HCT-116 foi
realizada uma curva de crescimento celular. Para isso as células HT-29 e HCT-116 foram
tratadas com diferentes concentragdes de IGF-1 (50, 100, 150 e 200 ng/mL) por 72 h na
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presenca de SFB 1%. Como mostra a figura 9, no tempo de 72 h, o tratamento com IGF-1,
tanto na linhagem HT-29 (fig. 9a) como na HCT-116 (fig. 9b), aumentou a proliferacao
celular quando comparados com o controle. O tratamento ndo se mostrou dose dependente
em relacdo as concentracGes de IGF-1 utilizadas. Como ndo houve diferenca nas diferentes
concentracdes de IGF-1 utilizadas, a concentracdo de 50 ng/mL foi usada nos experimentos

seguintes.

Figura 9: Resposta de crescimento celular ap6s tratamento com IGF-1. As células HT-
29 (a) e HCT-116 (b) foram plaqueadas em uma placa de 96 pogos, incluindo meio DMEM
com 1% de SFB. Apds 4h, elas foram tratadas com diferentes concentracfes de IGF-1 (50
ng/mL, 100 ng/mL, 150 ng/mL e 200 ng/mL). A proliferacdo celular foi quantificada pelo
ensaio de Cristal Violeta depois de 24, 48 e 72 horas de tratamento. Nota-se um aumento da
proliferacdo celular com o tratamento de IGF-1, para o tempo 72 h em ambas as linhagens
celulares quando comparado ao controle. Resultado representativo de um experimento

Unico.
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4.3. Indugdo da atividade da via Wnt/B-catenina em células de cancer colorretal

O préximo passo foi avaliar a interagdo entre as vias PI3K/Akt e Wnt/B-catenina.
Para isso as celulas foram tratadas com Wnt-3a, IGF-1 ou ambos em SFB 1% e em seguida
foi verificada a ativagdo transcricional da via Wnt/B-catenina. Apds 24h de tratamento com
Whnt-3a (100 ng/mL), IGF-1 (10 ng/mL) ou ambos, foi medida a atividade de Tcf/Lef
através do ensaio de luciferase. Como mostra a figura 10, tanto na linhagem HT-29 (fig.
10a) como na HCT-116 (fig. 10b), como esperado, houve ativacdo de Tcf/Lef com o
tratamento com Wnt-3a. No tratamento somente com IGF-1 ndo houve ativacdo da via
Whnt. O tratamento em conjunto de Wnt-3a e IGF-1 ndo se mostrou diferente quando
comparado com o tratamento individual de Wnt-3a. Com isso, o IGF-1 ndo é capaz de
ativar a via Wnt nas linhagens celulares e somente o tratamento com Wnt-3a é responsavel

pela ativacdo da via.
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Figura 10: Efeitos do Wnt-3a e IGF-1 na atividade da luciferase. As células HT-29 e
HCT-116 foram plaqueadas em placa de 24 pocos. Apo6s 24 horas, as celulas foram
transfectadas com TOPflash ou FOPflash e submetidas ao tratamento com Wnt-3a (100
ng/mL), IGF-1 (10 ng/mL) ou ambos em SFB 1%. Houve um aumento da atividade

transcricional quando ambas linhagens foram tratadas com Wnt-3a ou Wnt-3a com IGF-1.
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A atividade da luciferase foi normalizada pela atividade da Renila luciferase. Resultado
representativo de trés experimentos independente, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, teste
ANOVA.

4 4. Efeitos do Wnt-3a e IGF-1 na atividade de Akt das células de cancer colorretal

Com objetivo de avaliar a ativagdo dos receptores de IGF-1 foi monitorado sua
sinalizacdo downstream através da atividade de Akt. A atividade de Akt foi avaliada nas
linhagens celulares HT-29 e HCT-116 tratadas com Wnt-3a, IGF-1 ou ambos (Fig. 11). No
tratamento com Whnt-3a ndo houve alteracdo da fosforilacdo de Akt. Ja em presenca de
IGF-1, houve aumento da fosforilacdo de Akt em ambas as linhagens, mostrando-se ser um
indutor da via PI3K/Akt. O tratamento com IGF-1 em conjunto com Wnt-3a também
induziu aumento na fosforilacdo de Akt quando comparado com o controle, porém néo foi

diferente do tratamento individual de IGF-1.

HT-29 HCT-116

Figura 11: Efeitos do Wnt-3a e IGF-1 na atividade de Akt. O perfil de fosforilacdo de
Akt foi analisado por Western blotting apds o tratamento com Wnt-3a (100 ng/mL), IGF-1

(50 ng/mL) ou ambos. Nota-se um aumento da fosforilagdo de Akt com o tratamento com

IGF-1 ou Wnt-3a e IGF-1 em conjunto, quando comparado ao grupo controle. O resultado
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se repetiu em ambas as linhagens. GAPDH foi usado como housekeeping. Resultado

representativo de um experimento Unico.

4.5. Avaliacdo da proliferacdo celular com tratamento de Wnt-3a e/ou IGF-1 em

células de cancer colorretal

Para avaliar a interacdo da via PI3K/Akt e Wnt/B-catenina na proliferacdo celular
foi realizada uma curva de proliferagdo com as linhagens HT-29 (a) e HCT-116 (b)
submetidas ao tratamento com Wnt-3a e IGF-1 ap6s 0, 24, 48 e 72h de tratamento.
Conforme mostra a figura 12, o tratamento com Wnt-3a ndo induziu aumento da
proliferacdo nas células HT-29 (fig. 12a) e HCT-116 (fig. 12b). Ja o tratamento somente
com IGF-1 induziu proliferagéo apenas na linhagem HCT-116. O tratamento combinado de
IGF-1 mais Wnt estimularam o aumento da proliferacdo para as ambas as células. Portanto,

o tratamento com Whnt-3a ndo estimula 0 aumento da proliferacédo celular.
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Figura 12: Reposta de crescimento celular apds tratamento com Wnt-3a e/ou IGF-1.
Crescimento celular de células (a) HT-29 e (b) HCT-116, quantificado pelo teste cristal
violeta apds 72 horas de tratamento com Wnt-3a e/ou IGF-1. O tratamento com Wnt-3a
sozinho ndo foi capaz de induzir proliferacdo celular. Percebe-se um aumento da
proliferacdo somente quando as células foram tratadas com IGF-1 ou IGF-1 + Wnt-3a.

Resultado representativo de um experimento Unico.

4.6. Os efeitos da sinalizacdo de Wnt/B-catenina e IGF-1 na migracéo das células

de cancer colorretal
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O proximo passo foi avaliar a migracédo através do ensaio de migragdo por wound-healing.
A figura 13 mostra que o tratamento individual com Wnt-3a diminuiu a migragéo, tanto da
linhagem HT-29 assim como na linhagem HCT-116 (fig. 13). J& o IGF-1 néo foi capaz de
estimular a migracdo em nenhuma linhagem. No entanto, no tratamento em conjunto (IGF-
1+Wnt-3a) percebe-se uma interagdo entre os tratamentos, visto que ambos estéo induzindo

uma maior migrac¢ao quando comparado com 0s tratamentos individuais.
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Figura 13: Efeitos de Wnt-3a e IGF-1 na motilidade celular. A anélise do potencial
migratério foi monitorada por microscopia de contraste diferencial interferéncial nos
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tempos 0 e 24 horas apds inducdo do risco e tratamento com IGF-1 (50 ng/mL), Wnt-3a
(100 ng/mL) ou ambos em conjunto. As células quando tratadas com Wnt-3a e IGF-1 em
conjunto, tiveram um aumento da migracdo quando comparado com 0s tratamentos
individuais. Isso indica uma interacdo entre os tratamentos. Resultado representativo de um

experimento Unico.

4.7. Resposta de crescimento celular apds tratamento com EGF

A fim de avaliar o efeito do tratamento do EGF nas células HT-29 e HCT-116
foram realizadas curvas de crescimento celular. As células HT-29 e HCT-116 foram
tratadas com diferentes concentragfes de EGF (50, 100, 150 e 200 ng/mL) por 72 h na
presenca de SFB 1%. A figura 14 mostra que o tratamento com EGF na linhagem HT-29
(fig. 14a) aumentou a proliferacdo celular quando comparados com o controle. Na linhagem
HCT-116 (fig. 14b) o tratamento com EGF ndo foi eficaz em induzir aumento da

proliferacdo. A concentracdo de 100 ng/mL de EGF foi usada nos experimentos seguintes.
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Figura 14: Resposta de crescimento celular apés tratamento com EGF. As células HT-
29 (a) e HCT-116 (b) foram plaqueadas em uma placa de 96 pocos, com volume final de
200 pL por poco, incluindo meio DMEM com 1% de SFB. Ap0s 4h, elas foram tratadas
com diferentes concentragdes de EGF (50 ng/mL, 100 ng/mL, 150 ng/mL, 200 ng/mL). A
proliferacdo celular foi quantificada pelo ensaio de Cristal Violeta depois de 24, 48 e 72
horas de tratamento. Nota-se um aumento da proliferacdo celular com o tratamento de EGF
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para a linhagem HT-29, quando comparado ao controle. Resultado representativo de um

experimento Unico.

4.8. Efeitos do Wnt-3a e EGF na expressdo de E-caderina em ceélulas de cancer

colorretal

Sabe-se que a regulacdo da expressdao de E-caderina estd relacionada com o
desenvolvimento da transicdo epitélio mesenquimal (TEM), que é crucial para a
disseminacéo e a invasdo de células tumorais, além de ser considerada como um regulador
negativo da via candnica Wnt. Com essas consideracfes verificamos se o tratamento com
EGF e Wnt-3a poderia modular a expressdo de E-caderina. Nossos resultados mostraram
que ndo houve alteracdo na expressao dessa proteina, em nenhuma linhagem celular, entre
os tratamentos para o tempo de 24 horas (fig. 15a). No entanto, em ambas as linhagens, no
tempo 48 horas (fig. 15b), houve diminuicdo da expressdo de E-caderina com o tratamento
com EGF.
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Figura 15: Efeitos do Wnt-3a e EGF na expressdo de E-caderina. O perfil de expressao
de E-caderina foi analisado por Western blotting apds o tratamento com Wnt-3a (100
ng/mL), EGF (100 ng/mL) ou ambos. Houve diminuicdo da expressao de E-caderina com o
tratamento com EGF em ambas as linhagens para o tempo de 48 horas. GAPDH foi usado
como housekeeping. A quantificacdo foi realizada a partir da razdo da densitometria entre
E-caderina e GAPDH. Os controles foram normalizados para 1. Resultado representativo
de um experimento Unico.

5. DISCUSSAO

Os efeitos do tratamento da proteina recombinante Wnt-3a nas linhagens HT-29 e
HCT-116 foram verificados, e na presenca de 1% de SFB, houve um aumento na atividade
transcricional de B-catenina (fig. 8). De fato, a ligacdo de Wnt-3a ao receptor Frizzled,
juntamente com LRP5/6, inviabiliza a formagdo do complexo de destruigdo de B-catenina.

Essa proteina se acumula no citoplasma com posterior translocacdo para o ndcleo, onde se
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liga aos fatores de transcricdo Tcf/Lef, ativando diversos genes alvos (VALENTA,;
HAUSMANN; BASLER, 2012). No entanto, com SFB 10%, o tratamento com Wnt-3a ndo
se mostrou efetivo. Os fatores e indutores presentes no soro e em grande concentracao
podem estar saturando os receptores, de modo que ndo ha diferenca entre os tratamentos.

A curva resposta de crescimento celular (fig. 9) mostrou que IGF-1, em diferentes
concentrages, estd aumentando a proliferacdo celular no tempo de 72 horas. De fato, IGF-
1 e um fator de crescimento celular e possui papel em estimular a proliferacdo celular,
mitogénese, diferenciacéo e sobrevivéncia (LEROITH; ROBERTS, 2003). Esse efeito se da
a partir da sinalizagdo do IGF-1R em vias celulares de proliferacdo, tais como PI3K e
MAPK. No entanto, o efeito ndo foi dose-dependente. As diferentes concentracdes de 50,
100, 150 e 200 ng/u de IGF-1 ndo mostraram diferenca entre elas em ambas as linhagens
celulares. Possivelmente, IGF-1 com concentracdo de 50 ng/mL ja seja o suficiente para
saturar os receptores IGF-1R presente nas células.

Estudos mostram que a sinalizagdo de IGF-1R inibe a atividade de GSK3-f e ativa a
proteina Ras, estimulando a via Wnt/B-catenina em carcinoma hepatocelular (HSIEH et al.,
2013). No entanto, outro estudo mostra que a sinalizacdo de IGF-1R inibe a via Wnt/B-
catenina no desenvolvimento da cabega em Xenopus (RICHARD-PARPAILLON et al.,
2002). Em células de CCR humano, IGF-1 causa a fosforilagdo de B-catenina em seus
residuos de tirosina, isso leva a sua dissociacdo da E-caderina e seu acimulo no citoplasma
(PLAYFORD et al., 2000). Portanto, a fim de avaliar a interacdo entre a via Wnt/p-catenina
e a sinalizacdo de IGF-1 na atividade de B-catenina, as células foram tratadas com IGF-1 e
Whnt-3a sollveis e a atividade de Tcf/Lef foi medida através do ensaio de luciferase. Como
mostra na figura 10, houve ativacdo de Tcf/Lef com o tratamento com Wnt-3a. O IGF-1
nédo foi capaz de induzir aumento da atividade transcricional e o tratamento de Wnt-3a em
conjunto com IGF-1 ndo se mostrou diferente quando comparado com Wnt-3a
individualmente. Estudos em céancer de orofaringe mostram que apesar de haver interagao
entre a via Wnt/B-catenina e a sinalizacdo de IGF, o fator de crescimento ndo induz a
atividade transcricional de Tcf/Lef. Possivelmente, a fosforilagdo de B-catenina em seus
residuos de tirosina também induz uma diminuicdo da ligacdo com Tcf/Lef e, portanto, ndo

influéncia na atividade transcricional (KIELY et al., 2007).
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Com objetivo de avaliar a ativagdo dos receptores de IGF-1 foi monitorado sua
sinalizacdo downstream através da atividade de Akt. O IGF-1 quando ligado ao seu
receptor IGF-1R, inicia um sinal intracelular que ativa diversas proteinas quinases,
incluindo a PI3K, que fosforila PIP2 na membrana criando um sitio de ligacdo para Akt que
é em seqguida, fosforilada (VIGNERI et al., 2015). A atividade de Akt foi avaliada nas
linhagens celulares HT-29 e HCT-116 tratadas com Wnt-3a, IGF-1 ou ambos (fig. 11). No
tratamento com Wnt-3a ndo houve alteracdo da fosforilacdo de Akt. A linhagem celular
HCT-116 possui uma mutacdo no gene PIK3CA, gene que transcreve para o dominio
catalitico p110a da PI3K. Essa mutagdo torna a via constitutivamente ativa, por isso essa
linhagem possui niveis basais de atividade de Akt (SAMUELS et al., 2005). O tratamento
das células com IGF-1 induziu aumento da fosforilacdo de Akt em ambas as linhagens,
mostrando-se ser, de fato, um indutor da via PI3K/Akt. O tratamento de IGF-1 em conjunto
com Wnt-3a ndo se mostrou diferente quando comparado com IGF-1 sozinho.

A interacdo da sinalizacdo de IGF-1 e Wnt/B-catenina na proliferacdo celular foi
avaliada. Os tratamentos, tanto na linhagem HT-29 (a) como na linhagem HCT-116 (b),
ndo mostraram diferenca na proliferacdo celular em soro 1%. Alguns tipos de cancer, como
no caso do CCR, superexpressam tanto IGF-1R como receptor de insulina (IR). Devido a
similaridade desses receptores, receptores hibridos (HR) podem ser formados. Esses
receptores possuem mais afinidade para IGR-1 do que para insulina (BELFIORE, 2007).
Possivelmente, em CCR, IGF-1 esteja se ligando com mais afinidade a HR do que IGF-1R
e por isso, exercendo efeitos metabdlicos em vez de mitogénicos.

O proximo passo foi avaliar a interagdo das vias na migragdo celular. O IGF-1 ndo
foi capaz de estimular a migracdo celular, em nenhuma das linhagens (fig. 13). No entanto,
no tratamento conjunto com Wnt-3a e IGF-1 foi evidenciado um aumento da migracéo para
ambas as linhagens quando comparado com os tratamentos individuais. De fato, a
sinalizacdo de IGF-1, em células de CCR humano, causa a fosforilacdo de B-catenina em
seus residuos de tirosina, levando a sua dissociacdo da E-caderina e seu acumulo no
citoplasma. Isso desregula a jungdes celulares, podendo promover eventos relacionados a
migracdo (PLAYFORD et al., 2000).

Visto que a sinalizacdo de IGF-1 estava pouco interagindo com a via Wnt/p-
catenina, outro fator de crescimento, EGF, foi usado para avaliar alguma interagdo. A
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sinalizagdo de EGF induz diversas vias, além das MAPK e PI3K, tais como JAK e PLCy
(WIEDUWILT; MOASSER, 2008). A sinalizacdo de EGF promove migracdo celular e
invasdo em células cancerigenas (BARR et al., 2008).0 EGF induz, de fato, a proliferacao
celular como mostra a figura 14. O EGF também é conhecido por induzir a expressao do
repressor transcricional Snail correlacionando com uma down-regulagéo de E-caderina em
células cancerigenas (LU et al., 2003). Como mostra a figura 15, a expressdo de E-caderina
foi reduzida quando houve tratamento de EGF. Esse efeito foi visto somente no tratamento
por 48 h devido a tamanha complexidade de inducdo génica do repressor e posterior
inibicdo da transcricdo de E-caderina (JI et al., 2009).

Todos esses resultados indicam uma possivel interacdo entre a via Wnt/p-catenina e
a sinalizacdo de fatores de crescimento EGF e IGF-1. O tratamento com Wnt-3a induziu
ativacdo de Tcf/Lef, porém néo foi capaz de estimular a migracdo nem a proliferacdo. Esses
efeitos acontecem na presenca dos fatores de crescimento. Os tratamentos com os fatores de
crescimento IGF-1 e EGF induziram aumento da proliferacdo celular em ambas as
linhagens. A expressdo de E-caderina foi reduzida com o tratamento com EGF. Isso indica
gue ha uma interacdo entre a sinalizacdo de fatores de crescimento e a via Wnt/B-catenina
contribuindo para a progressdo do céncer colorretal contribuindo para a melhor
compreensdo deste tipo de cancer.

Tanto a via Wnt/B-catenina quanto a sinalizagcdo de fatores de crescimento sdo
importantes para a progressdo de CCR. Enquanto a via Wnt/p-catenina foi responsavel pela
inducdo da transcricdo de genes, a sinalizacdo de IGF-1 e EGF foi responsavel por induzir a
proliferacdo de células cancerigenas. O papel individual dessas cascatas ¢ bem elucidado
em CCR. No entanto, a interacdo dessas duas sinalizacdes ainda ndo € bem esclarecido.
Nossos resultados mostraram que ambos os tratamentos agem mutualmente, estimulando a
migracdo celular. Mais estudos sdo necessarios para confirmar essa interacdo e 0s
mecanismos por tras desse evento na malignidade de CCR. Sendo possivel a elucidacdo de

mecanismos de evolugdo dessa doenca e postular possiveis tratamentos terapéuticos.
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6. CONCLUSAO

A via Wnt/B-catenina foi ativada a partir do tratamento com Wnt-3a soluvel
somente, visto que a atividade transcricional de Tcf/Lef foi aumentada. Esse efeito ndo foi
visto no tratamento com IGF-1. O tratamento com fatores de crescimento induziu a
proliferacdo celular. A expressdo de E-caderina se mostrou reduzida quando as células
foram tratadas com EGF. Todos esses resultados indicam que esses fatores sdo, de fato,
importantes para a progressdao do CCR. Além disso, a partir da anélise de migracdo das
células, parece haver uma interacdo entre a sinalizagdo de fatores de crescimento e a via
Wnt/B-catenina. Essa interacdo pode ndo ser pela atividade transcricional de B-catenina,
mas sim a partir da desregulacdo das juncdes celulares, promovendo um feno6tipo mais
migratorio. Mais estudos sdo necessarios para confirmar essa interagdo, além de avaliar os

possiveis mecanismos por tras desse efeito.
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