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RESUMO

AGOSTINI, M. Estudo da expressao da enzima desubiquitinante usp2a e de
sua interagdo com a proteina clatrina em células derivadas de carcinomas
espinocelulares bucais e de préstata humanos. Piracicaba, 2007. [Tese de
Doutorado — Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP].

O sistema ubiquitina-proteossomo degrada proteinas marcadas com etiquetas de
Ub. A ubiquitinacdo € um processo reversivel e moléculas de Ub podem ser
desconjugadas pelas enzimas desubiquitinantes (DUBs), que evitam a
degradagdo e aumentam a meia vida de seus substratos. A DUB USP2a foi
identificada na préstata humana, é regulada por andrégenos e tem sua expressao
aumentada em adenocarcinomas. USP2a protege a enzima acido graxo sintase
(FAS) da degradacdo, a qual é superexpressa em varios tipos de tumores,
inclusive nos carcinomas espinocelulares (CECs) bucais. O objetivo deste trabalho
foi estudar a expressao desta DUB e seu papel biolégico em células derivadas de
CECs bucais humanos. Foram detectados RNAs mensageiros para USP2a nas
quatro linhagens celulares estudadas, principalmente nas linhagens SCC-4 e -15.
Os niveis protéicos de USP2a foram semelhantes nas quatro linhagens, sendo
ligeiramente maiores na SCC-9 e -25. Portanto, ndo foi encontrada uma
correlagao entre a quantidade de RNAs mensageiros e dos produtos protéicos de
USP2a. Através de experimentos de imunofluorescéncia, demonstramos USP2a
no citoplasma das células SCC-9, havendo uma concentracdo na regido
perinuclear em algumas células. A expressao forcada de USP2a nas células SCC-
9 nao conferiu vantagem proliferativa, no entanto, a superexpressdo de um duplo-
mutante parece ter diminuido a proliferagcdo. Ao contrario do que ocorre nas
células LNCaP, a inibicdo da expressdo de USP2a através de RNAIi nas células
SCC-9 causou discreta inducdo de apoptose. O tratamento das células SCC-9
com diferentes concentracdes do fator de crescimento epidérmico (EGF) foi capaz
de modular a expressdao de USP2a, interferindo na quantidade de formas
ubiquitinadas de FAS. Também foi investigada neste trabalho a possivel interagao
entre USP2a e a proteina clatrina. De acordo com resultados prévios de

experimentos realizados no laboratério do Dr. Massimo Loda, no Dana-Farber
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Cancer Institute, a cadeia pesada de clatrina é também substrato de USP2a.
Clatrina € uma proteina que participa do processo de internalizagao e endocitose
de proteinas localizadas na membrana plasmatica. Demonstramos que USP2a e a
cadeia pesada de clatrina estdo co-localizadas no citoplasma de células AR-IPrEC
e SCC-9 e que a producdo de clatrina é regulada por andrégenos em células
LNCaP. Houve uma maior producdo de clatrina em células que superexpressam
de forma estavel USP2a. Um achado interessante foi que USP2a, além de
presente no citoplasma, foi também encontrada na membrana plasmatica de
células LNCaP e o tratamento com EGF interferiu na localizacdo sub-celular desta
DUB, como ocorre com clatrina durante a endocitose. Estes resultados sugerem

que USP2a participe do processo de endocitose mediada por clatrina.

Palavras-chave: Carcinoma espinocelular bucal, acido graxo sintase, FAS,
isopeptidase, enzima desubiquitinante, USP2a, USP2b, clatrina, cadeia pesada de

clatrina
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ABSTRACT

AGOSTINI, M. Expression of USP2a and study of its interaction with clathrin
in human oral squamous carcinoma and prostate cancer cells. Piracicaba,
2007. [Tese de Doutorado — Faculdade de Odontologia de Piracicaba -
UNICAMP].

The ubiquitin (Ub)-proteasome pathway controls cellular protein turnover by
degrading targeted intracellular proteins tagged with poly-Ub chains. Ubiquitination
is a reversible process and the deubiquitinating enzymes (DUBs) are proteases
that specifically cleave off Ub from Ub-protein conjugates. They can act in a
preproteasomal level removing the poly-Ub tag from specific substrates and
preventing and modulating their degradation. The DUBs USP2a and USP2b were
recently identified in the prostate of men and rats. USP2a is androgen-regulated,
overexpressed in prostate cancer, and interacts with and stabilizes fatty acid
synthase (FAS) and the protein murine double minute (Mdm2). FAS s
overexpressed in several human malignancies, including oral squamous cell
carcinoma, and is correlated with a poor prognosis for some tumors. Mdm2 is an
Ub-protein ligase responsible for its own ubiquitination and ubiquitination of p53,
that is degraded by the proteasome. When overexpressed in nontransformed cells
USP2a exhibits oncogenic behavior both in vitro and in vivo and prevents
apoptosis induced by chemotherapeutic agents. Considering that USP2a stabilizes
FAS and Mdm2 and then protects tumoral cells from apoptosis, the purpose of the
present study was to investigate the USP2a expression and its biological role in
human oral squamous carcinoma cells. mMRNAs for USP2a were detected in the
four studied cell lines, mainly in SCC-4 and -15. The USP2a protein levels were
similar in all cell lines, being slightly higher in SCC-9 and -25. By using
immunofluorescence we showed that USP2a is located in the cytoplasm of SCC-9
cells and eventually concentrated around the nuclei. No significant differences
were found in the proliferative rates of USP2a overexpressing SCC-9 cells,
however, cells overexpressing mutant USP2a had lower proliferative potential. In
contrast with LNCaP cells, USP2a silencing by siRNA slightly induced apoptosis.
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The treatment with different concentrations of EGF was able to modulate the
USP2a expression in SCC-9 cells and change the amount of ubiquitinated forms of
FAS. We also show in the present study experiments performed in the laboratory
of Dr. Massimo Loda at the Dana-Farber Cancer Institute, in which the possible
interaction between USP2a and clathrin was analyzed. Clathrin is involved in the
internalization and endocytosis of proteins located in at the plasma membrane.
Here we show that USP2a and clathrin heavy chain colocalize in the cytoplasm of
AR-IPrEC and SCC-9 cells and that clathrin protein expression is regulated by
androgens in LNCaP cells. We found higher amounts of clathrin in cells that stably
express USP2a than in the controls. USP2a was found at the plasma membrane in
LNCaP cells and after EGF stimulation a granular positivity for USP2a was
observed in the cytoplasm. These results suggest that USP2a may have a role in

the clathrin mediated endocytosis.

Key words: Squamous cell carcinoma, fatty acid synthase, FAS, isopeptidase,

deubiquitinating enzymes, USP2a, USP2b, clathrin, clathrin heavy chain.
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1 — Introdugao

1.1 — USP2a, FAS e CECs bucais

A conjugacgao de moléculas de ubiquitina (Ub) a proteinas intracelulares
tem um papel importante na regulagao de varios processos bioldgicos, tais como
eliminagao de proteinas anormais, progressao do ciclo celular, transdugao de sinal,
ativagdo transcricional, apresentacdo de antigenos, regulagdo da expressao
génica, modificagao de receptores da membrana celular e reparo do DNA (Amerik
et al, 1997; Hershko & Ciechanover, 1998). O objetivo da ubiquitinagdo na maioria
destes processos € promover a degradacado de proteinas especificas. O destino
da proteina ubiquitinada dependera do tipo de ubiquitinacdo realizada, que pode
ser mono ou poliubiquitinagdo. Quando modificadas pela adicdo de multiplas
cadeias de Ub, as proteinas sao enviadas aos proteossomos para degradacgao. Ja
a conjugacao de moléculas unicas de Ub em um ou em multiplos residuos de
lisina ndo esta relacionada com degradacdo pelos proteossomos, como por
exemplo, proteinas localizadas na membrana plasmatica quando
monoubiquitinadas sao internalizadas e tém como destino os lisossomos (Dupre et
al., 2001; Hicke, 2001; Pickart, 2001; Pickart & Eddins, 2004).

A ubiquitinagdo € um processo reversivel, moléculas de Ub podem ser
desconjugadas das proteinas pelas isopeptidases ou enzimas desubiquitinantes
(DUBs). As DUBs podem atuar dentro dos proteossomos, desconjugando a cadeia
de poli-Ub da proteina-alvo ou removendo Ub de proteinas insuficientemente ou
erroneamente marcadas para a destruicao (Schaeffer & Cohen, 1996; Lam et al.,
1997; Wing, 2003; Amerik & Hochstrasser; 2004), além de promoverem a
“reciclagem” de moléculas de Ub livre a partir de cadeias de poli-Ub liberadas pela
prépria atividade proteossémica (Chung & Baek, 1999). Além disso, as DUBs
funcionam também de maneira pré-proteossdmica, protegendo seus substratos da
degradacgao e controlando desta forma sua disponibilidade para a célula (DeSalle
et al. 2001, Graner et al. 2004).



O maior numero de DUBs identificadas até o presente momento
pertence a familia das USPs (Ubiquitin specific proteases) (Nijman et al., 2005a).
As DUBs USP2a (Ubp-69) e USP2b (Ubp-45) foram identificadas em prostata de
ratos e do homem, sendo a enzima anabolica acido graxo sintase (FAS)
caracterizada como um ligante especifico de USP2a e ao mesmo tempo substrato
para o sistema Ub-proteossomo (Graner et al., 2004). FAS é a principal enzima
responsavel pela sintese endégena de acidos graxos saturados de cadeia longa
(Kuhajda et al., 2000; Pizer et al., 2000; Baron et al., 2004). Em células normais,
com excegao de tecidos altamente lipogénicos como figado, tecido adiposo, mama
durante a lactacdo e endométrio na fase proliferativa, a atividade da FAS é minima,
pois a maior parte dos acidos graxos utilizados sao provenientes da dieta (Weiss,
1986; Kuhajda, 2000). FAS € uma enzima altamente expressa em varios tipos de
neoplasias malignas humanas (Epstein et al., 1995; Pizer et al., 1996b; Alo et al.,
2000; Swinnen et al., 2000a; Wang et al., 2001; Kusakabe et al., 2002; Rossi et al.,
2003; Innocenzi et al., 2003; Visca et al., 2003, Takahiro et al., 2003), inclusive nos
carcinomas espinocelulares (CECs) bucais (Krontiras et al., 1999; Agostini et al.,
2004; Silva et al., 2004). Sua alta expressao tem sido relacionada com um pior
prognéstico para alguns tipos de tumores (Alo et al., 1996; Gansler et al., 1997;
Visca et al., 1999; Alo et al., 2000; Innocenzi et al., 2003). A inibicdo de FAS, tanto
farmacolégica como através de RNAI resulta em diminui¢ao da proliferagcao celular
e indugcédo de apoptose em células tumorais (Pizer et al., 2000; Menendez et al.,
2004).

USP2a é regulada por andrégenos e tem sua expressdao aumentada em
adenocarcinomas de prostata, o que acontece paralelamente ao acumulo de FAS.
Esta DUB protege FAS da degradagao pelos proteossomos, através da remogéo
das suas “etiquetas” de Ub (Graner et al., 2004). A inibicdo da produgao da
enzima USP2a através de RNAI favorece a degradagdo do excesso de FAS e
induz apoptose, 0 que a torna um alvo promissor para a terapia do cancer de
prostata (Graner et al., 2004; Priolo et al, 2006). USP2a apresenta
comportamento oncogénico in vitro e in vivo quando expressa em altas

quantidades em células nao transformadas e previne a apoptose induzida por



agentes quimioterapicos (Priolo et al., 2006). Muito recentemente foi também
descoberto como novo substrato para USP2a a proteina murine double minute
(Mdm2), uma ligase de Ub responsavel por sua propria ubiquitinagdo e também
pela ubiquitinagdo de p53, os quais sao posteriormente degradados pelos
proteossomos. USP2a é capaz de desubiquitinar diretamente Mdm2, protegendo-a
da degradacado e contribuindo para a repressao da atividade in vivo de p53
(Stevenson et al., 2007).

Considerando-se as evidéncias recentes da participacao de USP2a na
biologia tumoral pela interagdo com seus substratos, dentre estes FAS, a qual é
expressa em células derivadas de CECs bucais e essencial para sua proliferagao,
esta tese teve como objetivo estudar a expressao desta DUB e seu papel biologico

em células derivadas de CECs bucais humanos.

1.2 — USP2a e clatrina

Durante o curso de doutorado, foi realizado estagio com duragdo de um
ano no laboratério do Dr. Massimo Loda, no Dana-Farber Cancer Institute, em
Boston, onde foram feitos experimentos de interesse comum aquele e ao nosso
laboratério, os quais objetivam estudar a interacdo entre a DUB USP2a e a
proteina clatrina.

Como mencionado anteriormente, a adicdo de uma molécula de Ub, ou
monoubiquitinagcdo, esta associada com fungdes celulares independentes do
proteossomo (Hicke, 2001), como por exemplo, na internalizagdo de proteinas
transmembranicas, como transferrina e receptores tirosino-quinase, para sua
degradacgéao nos lisossomos (Katzmann et al., 2002). Os receptores de membrana
tirosino-quinase quando ativados pelo ligante sdo rapidamente internalizados na
célula por endocitose e eventualmente transportados aos lisossomos, onde sao
degradados por hidrolases acidas. A endocitose funciona como um mecanismo de
regulagdo dos receptores, pois visa atenuar os sinais intracelulares
desencadeados por sua ativagao (Sorkin, 1998; Haglund et al., 2003; Marmor &
Yarden, 2004; Johannessen et al., 2006). Os homodimeros de EGFR ativados



pelo ligante sdo monoubiquitinados em diferentes residuos de lisina, internalizados
através de vesiculas revestidas pela proteina clatrina e transportados aos
endossomos, de onde poderédo ser direcionados ao lisossomo para degradagéo ou
reciclados a membrana celular (Sorkin, 1998). A ubiquitinagdo dos receptores é
um sinal que deve estar presente para que ocorra sua degradagéo no lisossomo
(Katzmann et al., 2002; Raiborg et al., 2003). Proteinas internalizadas que nao se
encontram ubiquitinadas ndo sao capazes de se ligar aos complexos protéicos
responsaveis pelo direcionamento aos lisossomos. Este processo € conhecido
como endocitose mediada por clatrina. Clatrina é uma proteina composta por 3
cadeias pesadas e 3 cadeias leves. Esta proteina forma uma rede poliédrica
composta por muitas moléculas (em forma de uma bola de futebol ou barril
hexagonal) que reveste a vesicula endocitica @ medida que ela se forma
(Kirchhausen, 2000).

Trabalhos recentes demonstram a participagcdo das DUBs AMSH
(associated molecule with the SH3 domain of STAM), AMSH-like protein (AMSH-
LP) e UBPY (Ub-specific protease Y — USP8) no processo da endocitose mediada
por clatrina (McCullough et al., 2004; Mizuno et al., 2005; Nakamura et al., 2006).
AMSH é capaz de regular negativamente a degradacdo de EGFR através da
desubiquitinagao direta deste receptor nos endossomos (McCullough et al., 2004),
evitando sua incorporagao nas vesiculas luminais e a consequente degradacao
nos lisossomos.

Dados preliminares, resultados de experimentos de cromatografia de
afinidade e de co-imunoprecipitacdo in vitro realizados no laboratério do Dr.
Massimo Loda, do Dana-Farber Cancer Institute, demonstraram que a cadeia
pesada de clatrina € um provavel substrato de USP2a. Além disso, Priolo et al.
(2006) avaliaram através da técnica GSEA (gene set enrichment analysis) a
expressdo de grupos de genes em tumores de préstata com baixa e alta
expressdo de USP2a e demonstraram que nos tumores que expressam altos
niveis de USP2a, foi detectada alta expressédo de grupos de genes relacionados a
familia de receptores tirosino-quinase e outros que controlam a via endocitica.

Estes resultados sugerem que USP2a possa também participar do processo de



endocitose mediada por clatrina. Durante o estagio realizado no laboratério do Dr.
Massimo Loda foram desenvolvidos experimentos objetivando melhor caracterizar

a interacao da enzima USP2a com a proteina clatrina no processo de endocitose.



2 — Revisao da literatura

2.1 - O sistema Ub-proteossomo

As células utilizam dois mecanismos para a degradagao intracelular de
proteinas, o sistema endossomo-lisossomo, responsavel principalmente pela
degradacdo das proteinas internalizadas por endocitose, e um sistema nao
lisossbmico que degrada e controla precisamente a quantidade de algumas
proteinas nucleares ou citoplasmaticas, denominado de sistema ubiquitina (Ub)-
proteossomo, o qual degrada cerca de 80% das proteinas celulares (Strous &
Govers, 1999; Mayer, 2000). A adicao de cadeias de Ub aos substratos protéicos
funciona como uma “etiqueta” que identifica de forma especifica proteinas-alvo
que terdo como destino o proteossomo, onde a proteina serd degradada e as
moléculas de Ub recicladas (Hershko & Ciechanover, 1998; Burger & Seth, 2004).
A degradacao de proteinas pelo proteossomo € essencial para a célula, pois
controla processos vitais como o ciclo celular, determinando os niveis de seus
reguladores (como p53, pRb, ciclinas, p27, p21, etc.), regula a disponibilidade de
certas enzimas metabdlicas, além de ser responsavel pela eliminacdo de
proteinas defeituosas (Strous & Govers, 1999; Mayer, 2000; Pickart, 2001).

A Ub é uma proteina altamente conservada de 8 kDa (76 aminoacidos),
encontrada em todos os organismos eucarioticos. O sinal para que ocorra
ubiquitinagdo pode ser geneticamente programado, adquirido por fosforilagdo,
pela ligagdo a uma proteina adaptadora ou por dano protéico devido a
fragmentacao, oxidagao ou envelhecimento (Hershko & Ciechanover, 1998; Laney
& Hochstrasser, 1999; Strous & Govers, 1999). A ubiquitinacdo ndo é apenas
importante para a degradagdo protéica. Esta modificagdo esta envolvida em
outros processos, como o0 controle da estabilidade e atividade protéica pela
remodelacdo da superficie dos substratos, interagdes proteina-proteina e
localizagdo sub-celular (Pickart & Eddins, 2004).

Existem trés formas de modificacdo protéicas pela adicdo de Ub: 1 —

monoubiquitinagdo, que consiste na ligagdo de uma unica molécula de Ub a uma



proteina, 2 — multiubiquitinagdo, que ocorre quando moléculas unicas de Ub sao
ligadas a varios residuos de lisina da proteina alvo e 3 — poliubiquitinagdo, quando
cadeias formadas por varias unidades de Ub sado adicionadas ao substrato
protéico. As modificagcbes por monoubiquitinacdo e multiubiquitinacdo estao
principalmente associadas com o processo de internalizacdo de proteinas
localizadas na membrana plasmatica e endocitose (Hicke, 2001), enquanto que a
poliubiquitinagdo esta associada principalmente com degradagédo pelo
proteossomo. A poliubiquitinagdo de um substrato protéico ocorre pela conjugagéo
de uma cadeia formada por varias moléculas de Ub, as quais sao ligadas entre si
através da glicina C-terminal com uma lisina da Ub previamente adicionada.
Podem existir sete tipos de ligagbes entre moléculas de Ub, pois existem sete
residuos de lisina na Ub. Ligacdes que ocorrem na lisina*® (Ub**?) e lisina®® (Ub**)
servem principalmente para marcar as proteinas para degradagcdo pelo

proteossomo. Ligacdes na lisina® (Ub*®?

) estao relacionadas com reparo do DNA,
resposta inflamatéria, via endocitica e sintese de proteinas ribossomais (Pickart &
Eddins, 2004).

O sistema Ub-proteossomo é bastante complexo e sua atividade pode
ser dividida em duas etapas sucessivas e interdependentes: 1 — ligagcao covalente
de multiplas moléculas de Ub a proteina alvo e 2 — degradagao da proteina alvo
“ubiquitinada” pelo proteossomo. A ligagao de Ub as proteinas alvo é catalizada
pela acdo das enzimas ativadoras de Ub (E1), conjugadoras de Ub (E2) e
ligadoras de Ub (E3). Embora uma unica E1 atue neste processo, um grande
numero de enzimas E2 e E3 ja foram identificadas. A enzima ativadora de Ub (E1)
ativa o monémero de Ub num processo dependente de ATP, através de ligagao
covalente entre a glicina terminal da Ub com o grupo tiol de um residuo de cisteina
do sitio ativo da E1, causando uma modificagcao estrutural na Ub para que esta
possa reagir com as cadeias laterais de lisina do substrato protéico. Apds esta
reacao inicial, a molécula de Ub ativada é transferida por transacilagdo para um
grupo tiol da enzima E2, ou conjugadora de Ub (UBC). Os ésteres de tiol formados
entre E2 e Ub sdo os doadores de Ub para a formacéo da ligagao isopeptidica

entre a glicina terminal da Ub e um residuo de lisina ou o grupo NH, da cadeia



lateral do residuo de lisina do substrato (Figura 1A)(Shaeffer & Cohen, 1996;
Spataro et al., 1998). A atividade de E2 envolve a transferéncia da Ub ativada
diretamente ao substrato ou a enzima E3, que pode também ubiquitinar
diretamente substratos especificos (Figura 1B). A enzima E3 se liga ao substrato
protéico a ser degradado, identificando-o através do reconhecimento de uma
sequéncia especifica ou modificagdo estrutural (um sinal para ubiquitinagéo), que
pode ser fosforilacdo (especialmente na regulacdo do ciclo celular), glicosilagao,
acetilacao ou hidroxilagdo (Pickart & Eddins, 2004). A cadeia de poliubiquitina &
formada em multiplos ciclos desta reagcdo por adigdo sequencial de outras
moléculas de Ub (Shaeffer & Cohen, 1996; Spataro et al., 1998).

Apos a adicdo da cadeia de poli-ubiquitina, as proteinas sao
degradadas no proteossomo, que é um complexo enzimatico dependente de ATP,
de ~2000 kDa, também denominado proteossomo 26S, devido ao seu coeficiente
de sedimentacéo. E formado por trés subunidades que atuam como um complexo
multicatalitico, que degrada seletivamente proteinas ligadas a moléculas de Ub,
consistindo de uma parte cilindrica central denominada de 20S, composta por
quatro anéis com sete subunidades onde se encontram os sitios cataliticos. Na
extremidade final de cada porcdo 20S encontram-se duas estruturas externas
denominadas de cap 19S ou PA700 (proteasome activator of 700 kDa), que
contém ATPases e estdo envolvidas no processo de reconhecimento e
manutencdo da conformacéo da proteina, além de transloca-la para o interior do
proteossomo (Figura 1B)(Rubin & Finley, 1995; Orlowski & Wilk, 2003).
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Figura 1 — A — Ligacéao isopeptidica (—) entre a glicina terminal (glize) da molécula de Ub e o grupo
NH, da cadeia lateral do residuo de lisina (lis) do substrato protéico. B — Representagao
esquematica do mecanismo de degradagao protéica no sistema Ub-proteossomo. Este sistema
consiste da enzima ativadora de Ub (E1), da enzima conjugadora (E2) e da ligase de Ub (E3), que
reconhece o substrato a ser degradado. As proteinas marcadas sédo alvos para degradacdo no
proteossomo 26S. O proteossomo quebra seu substrato em pequenos peptideos. O complexo
multicatalitico é formado por um nucleo 20S e dois caps 19S (PA700) nas extremidades.

Fonte: modificado de www.uni-stuttgart.de/ibc/hilt/ubisysteme.gif



2.2 — Enzimas Desubiquitinantes (DUBs) ou isopeptidases

A ubiquitinagao de proteinas € um processo reversivel e a remogao de
moléculas de Ub desempenha um papel importante na regulagdo da atividade
proteossémica (Wilkinson, 1997; Chung & Baek, 1999). As enzimas
desubiquitinantes (deubiquitinating enzymes — DUBs), ou isopeptidases, sao
capazes de clivar a ligagcao isopeptidica que existe entre o substrato protéico e o
residuo de Ub. As DUBs apresentam diversas fungdes, podendo atuar dentro do
proteossomo, no processamento e reciclagem de moléculas de Ub (importante
para a producdo de Ub livre pela “desmontagem” dos polimeros de poli-Ub
liberados pela atividade proteossOmica) ou protegendo proteinas-alvo
insuficientemente ou erroneamente marcadas para destruicao (Shaeffer & Cohen,
1996; Lam et al., 1997, Chung & Baek, 1999, Wing, 2003). As DUBs também
funcionam de maneira pré-proteossémica, protegendo seus substratos da
degradacao e controlando desta forma sua disponibilidade para a célula (DeSalle
et al, 2001). A fungdo desempenhada pelas DUBs as caracteriza como
reguladores celulares, participando de varios processos bioldgicos importantes
como o crescimento e diferenciagdo celular, desenvolvimento, oncogénese,
doencas neuroldgicas, estrutura cromossémica e regulagao transcricional (Kim et
al. 2003).

As DUBs compreendem uma das maiores familias de proteinas
envolvidas no sistema ub-proteossomo. O grande numero de membros indica a
existéncia de uma diversidade e especificidade da atividade das DUBs, embora
relativamente pouco seja conhecido sobre os substratos fisioldgicos de cada um
dos membros (Nijman et al, 2005a). As DUBs séao divididas em cinco subfamilias,
quatro das quais pertencem a classe das cisteina proteases: UBPs/USPs
(ubiquitin-specific proteases), UCHs (ubiquitin-C-terminal hydrolases), MJD
(Machado-Joseph Domain) e OTU (Ovarian Tumor Related). O quinto grupo,
formado pelas DUBs que conttm o motivo JAMM (JAB1/MPN/Mov34
metalloenzyme) sdo metaloproteases (Zn®* containing metalloproteases).

Experimentos diretos ou estudos de bioinformatica identificaram aproximadamente
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90 DUBs, das quais acredita-se que 79 sejam funcionais, sendo que algumas
apresentam varias isoformas (Amerik & Hochstrasser, 2004; Nijman et al., 2005a).

A classe das USPs compreende o maior numero de DUBs codificadas
pelo genoma humano, aproximadamente 58 (Nijman et al., 2005a). O dominio
catalitico das USPs contém dois motivos curtos e bem conservados, chamados
Cys e His boxes, os quais contém os residuos criticos para a atividade catalitica.
No entanto, Nijman et al. (2005a) demonstraram que algumas USPs néo
apresentam este dominio catalitico e foram denominadas de USPV (ubiquitin-
specific protease variant), pois provavelmente utilizam outros residuos para
estabilizar o sitio ativo de histidina. Embora a maior parte das USPs apresente
homologia na seqléncia e estrutura dos sitios cataliticos, diferengcas notaveis séo
encontradas nas suas partes amino e carboxi terminal. Este fato, somado ao
grande numero de membros identificados da familia das USPs, sugere a
existéncia de especificidade na interacdo com seus substratos. No entanto,
poucas USPs com acgao pré-proteossémica e substrato definido sdo conhecidas.
Por exemplo, a ubiquitinagcdo e subsequente protedlise de p53 € mediada pela
enzima ligadora de Ub (E3) Mdm2, cujo efeito € contraposto pela DUB USP7 ou
HAUSP (herpesvirus-associated ubiquitin-specific protease), a qual retira Ub de
p53, estabilizando-a e promovendo uma redugéo na proliferagao celular (Li et al.
2002). CYLD modula a atividade do fator nuclear NF-kB através de um mecanismo
similar (Brummelkamp et al., 2003; Kovalenko et al., 2003). USP1 é capaz de
desubiquitinar a proteina FANCD2 (Fanconia anemia protein) (Nijman et al.,
2005b). USP2a se liga a enzima FAS, evitando sua destruicdo proteolitica e
consequentemente prolongando sua meia vida dentro de células humanas
derivadas de cancer de prostata (Graner et al., 2004).

A ubiquitinagdo de proteinas é uma modificacdo pds-traducional
utilizada pela célula para regular varios processos e vias celulares. Alteragdes no
processo de ubiquitinacido/desubiquitinacdo podem estar diretamente implicadas
na tumorigénese. A degradagdao aumentada de proteinas que funcionam como

supressores tumorais ou a diminuigdo da degradagéo de proteinas oncogénicas é
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a base da transformagédo tumoral em varios tipos de cancer (Ciechanover &
Schwartz, 2004; Mukhopadhyay & Reizman, 2007).

Seis DUBs ja foram relativamente bem estudadas e representam alvos
em potencial para a terapia anti-cancer. Cinco delas, USP7, USP2a, AMSH,
USP20 e USP33, sdo consideradas oncoproteinas, e inibidores destas DUBs
poderiam atuar como agentes terapéuticos. A sexta DUB bem caracterizada é
produto do gene CYLD (cylindromatosis gene) e funciona como um supressor
tumoral (Nicholson et al., 2007).

2.3 - USP2a e USP2b

De acordo com Gousseva & Baker (2003), a proteina USP2 foi
primeiramente descrita como uma proteina de 41-kDa em galinhas, sendo
posteriormente clonadas as sequéncias de camundongos e de humanos. Apos
identificarem o gene USP2 em camundongos, o qual da origem as proteinas
Usp2-45 e Usp2-69 (ou Ubp-45 e Ubp-69) através de splicing alternativo, estes
autores sugeriram que a proteina de 41-kDa anteriormente identificada
correspondia ao sitio catalitico comum destas enzimas, ndo sendo encontrada in
vivo. Em ratos, estas isopeptidases foram originalmente descritas como proteinas
especificas dos testiculos e foram denominadas Ubp-t1 e Ubp-t2 (Lin et al., 2000).
Com o objetivo de identificar DUBs expressas em prostata reguladas por
androgenos, Graner et al. (2004), utilizando a linhagem derivada de céancer de
prostata LNCaP, encontraram os genes homologos humanos localizados no
cromossomo 11g23.3 que foram entdo denominados de USP2a (homdlogo de
Ubp-69, Genebank # NM004205) e USP2b (homdlogo de Ubp-45, Genebank #
AF440755). Na extremidade 5’ do gene encontram-se os exons que dao origem as
porcdes especificas das proteinas USP2a ou USP2b, os quais sdo precedidos por
elementos responsivos a andrégenos (androgen-responsive elements — ARES) na
sua regidao promotora (Figura 2). A por¢cao 3’ do gene é compartilhada por USP2a
e USP2b, pois contém os dominios Cys e His boxes responsaveis por sua

atividade catalitica. No mesmo trabalho, Graner et al. demonstraram que a enzima
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FAS é um substrato especifico para a USP2a e que a expressdo de USP2a é
controlada por andrégenos no tecido prostatico de ratos, sendo este o primeiro

exemplo da literatura de uma DUB cuja expressao esta sob regulagdo hormonal.
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Figura 2 — Organizagdo do gene humano que codifica tanto USP2a como USP2b, através de
splicing alternativo no cromossomo 11 (11923). ARE = androgen responsive elements; os nUmeros
acima do esquema mostram os tamanhos de cada intron e os ndmeros abaixo o tamanho dos
exons. Os westerns-blots no canto inferior direito da figura foram feitos com proteinas de células
LNCaP e anticorpos contra o sitio catalitico comum de USP2a e b (1) ou especificos contra USP2a

(2).
Fonte: Graner et al., 2004.

Além dos trabalhos de Graner et al. (2004) e Priolo et al. (2006), que
estudaram USP2a em células derivadas de cancer de prostata, até o presente
momento, ndo ha estudos sobre a expressdo de USP2a e USP2b em tecidos
humanos normais. O gene homdlogo de USP2 em camundongos e os respectivos
produtos protéicos, Ubp-69 e Ubp-45, foram estudados por Gousseva & Baker
(2003). Estes autores descreveram a estrutura do gene, os sitios de splicing
alternativo, a distribuicdo tecidual dos RNAs mensageiros e seus respectivos
produtos protéicos, a localizagao sub-celular e o padrdo de expressao durante o
desenvolvimento embrionario. De acordo com os resultados deste estudo, Ubp-69
apresenta pelo menos trés variantes, devido a splicing alternativo de exons na
regidao 5, o que pode representar um mecanismo regulatério. Também foi
demonstrado que Ubp-69 pode interagir com Ubp-45 e que moléculas de Ubp-69
podem interagir entre si. A expressao de Ubp-69 e Ubp-45 foi descrita em varios

tecidos embrionarios e adultos de camundongo, através de northern-blotting,
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western-blotting e imunohistoquimica. Foram detectados RNAs mensageiros para
Ubp-45 em quase todos os tecidos estudados, com excecéo do baco e pulmao. Ja
os RNAs mensageiros de Ubp-69 foram detectados principalmente no coracéo,
cérebro, figado, musculo esquelético e testiculos. Maior quantidade de RNAs
mensageiros de Ubp-45 e Ubp-69 foram encontradas nos testiculos. Nos
experimentos de western-blotting realizados com extratos protéicos dos mesmos
tecidos, os autores observaram bandas para Ubp-69 em todos os tecidos
estudados, havendo uma discrepancia entre a quantidade de RNAs mensageiros
e dos respectivos produtos protéicos. Apesar de terem sido encontrados RNAs
mensageiros para Ubp-45 em quase todos os tecidos estudados, nao foi possivel
detectar Ubp-45 por western-blotting em nenhum tecido, sugerindo que ela seja
produzida em pequena quantidade.

Através de reagdes imunohistoquimicas em tecidos embrionarios e
adultos de camundongos, com anticorpos que reconhecem o sitio catalitico
comum de Ubp-45 e Ubp-69 ou especificos para Ubp-69, os mesmos autores
observaram padrao idéntico de marcagao e concluiram que a proteina detectada
nestas reagdes foi Ubp-69. Foi observada positividade em todos os estagios do
desenvolvimento embrionario e em varios tipos de tecidos diferenciados. Um
padrao interessante foi observado no tecido 6sseo em formagao de embrides com
16,5 dias, onde foi encontrada positividade apenas em células em proliferagao.
Forte marcacéo foi detectada nos musculos cardiaco e esquelético, testiculos e
também em células epiteliais da pele, principalmente na camada supra-basal. O
padrdao de marcagao foi citoplasmatico, com algumas células apresentando
positividade mais intensa na regiao perinuclear.

Ja foi descrito que os produtos do gene USP2 podem desempenhar
papéis importantes em diferentes processos biolégicos como, por exemplo, na
diferenciagao celular no testiculo de rato (Lin et al., 2000), diferenciacao de
osteoblastos durante a embriogénese (Gousseva & Baker, 2003) e regulacédo da
diferenciacao de células musculares de rato (Park et al., 2002). Park et al. (2002)
relataram uma regulagdo antagdnica entre as enzimas Ubp-69 e Ubp-45 durante a

diferenciacdo de ceélulas musculares embrionarias de rato, as quais estao
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envolvidas no controle da fusdo de membranas e no acumulo de proteinas
musculo-especificas. Segundo Gousseva & Baker (2003), os produtos do gene
USP2 néao definem o tipo de tecido a ser formado em células de embrides de
camundongo, mas podem estar envolvidos na saida do ciclo celular ou em
eventos precoces do inicio da diferenciacdo. A presenca de Ubp-69 tanto nas
células em divisao como nos tecidos totalmente diferenciados, sugere que ela
possa estar envolvida em eventos apoptoéticos, os quais sao parte essencial do
processo de diferenciagao dos tecidos.

Oishi et al. (2005) estudaram genes expressos no figado de
camundongos, cuja expressao varia de acordo com o ciclo circadiano. USP2 foi
um dos genes identificados dentro do grupo de genes que tem a expressao
regulada por fatores de transcricdo componentes do reldgio circadiano, como
CLOCK e BMAL1. Os mesmos autores demonstraram que USP2 n&o é um gene
regulado por glicocorticbides endoégenos, como ocorre com outros genes

circadianos expressos no figado.

2.4 — Os substratos de USP2a e seus papéis biolégicos em células tumorais

2.4.1 — Acido graxo sintase (FAS)

O primeiro substrato especifico de USP2a identificado foi a enzima
acido graxo sintase (FAS). A interagdo entre USP2a e FAS foi encontrada em
experimentos de espectrometria de massa e confirmada através de co-
imunoprecipitacdo, sendo estas proteinas co-localizadas no citoplasma das
células LNCaP (Graner et al., 2004). Foi também demonstrado pela primeira vez
neste trabalho que FAS sofre ubiquitinacdo e é um substrato para os
proteossomos. USP2a se liga especificamente a FAS evitando sua destruicéo
proteolitica e consequentemente prolongando sua meia vida dentro de células
humanas derivadas de cancer de préstata. O tratamento das células LNCaP com
dihidrotestosterona (DHT) aumentou a expressao de USP2a, evidenciando que,

assim como a expressao de FAS (Swinenn et al., 1997a), a produc¢ao de USP2a é
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regulada por androgenos (Graner et al., 2004). Foi também demonstrado por estes
autores que USP2a tem sua expressdo aumentada em adenocarcinomas de
prostata, o que acontece paralelamente ao acumulo de FAS.

Do ponto de vista estrutural, FAS é um homodimero formado por duas
cadeias polipeptideas longas, com massa molecular de ~250 kDa. Em cada
cadeia existem sete sitios cataliticos distintos e um sitio para a proteina
carregadora de acil (Wakil 1989; Brink et al., 2002). Estes estdo distribuidos a
partir da extremidade amino terminal em direcdo a carboxil terminal na seguinte
ordem: B-cetoacil sintetase, acetil-CoA e malonil-CoA transacilases, desidratase,
enoil redutase, B-cetoacil redutase, proteina carregadora de acil e tioesterase
(Wakil, 1989). FAS é responsavel pela sintese enddégena de acidos graxos
saturados de cadeia longa a partir dos substratos de carbono acetil-CoA e malonil-
CoA (Chirala et al., 2001; Kuhajda, 2000; Brink et al., 2002, Baron et al., 2004). Os
acidos graxos e seus derivados participam da composicdo das membranas
celulares (Chirala et al., 2003) e atuam como hormdnios e mensageiros
intracelulares, além de serem uma das principais formas de armazenamento de
energia no organismo (Kumar-Sinha et al., 2003). FAS é pouco expressa ou
mesmo nao expressa na maioria dos tecidos humanos normais, pois nestes a
maior parte dos acidos graxos utilizados pelas células é proveniente da dieta
(Weiss, 1986; Kuhajda, 2000; Baron et al., 2004). Entretanto, a sintese endoégena
de acidos graxos € importante para inumeros processos biolégicos, como
armazenamento de energia no figado e tecido adiposo e sintese dos lipidios que
compde o leite, na mama durante os periodos de lactagdo (Kuhajda, 2000; Brink et
al., 2002; Chirala et al., 2001).

A enzima FAS também é denominada antigeno oncogénico-519 (AO-
519), estando presente em quantidades elevadas em diversos tipos de neoplasias
malignas humanas e lesbes pré-neoplasicas (Milgraum et al., 1997; Alo et al.,
2000; Swinnen et al., 2002; Pizer et al., 1998a; Vlad et al., 1999; Piyathilake et al.,
2000; Visca et al., 1999; Nemoto et al., 2001; Kusakabe et al., 2002; Innocenzi et
al., 2003; Visca et al., 2003), dentre estas o carcinoma espinocelular (CEC) bucal
(Krontiras et al., 1999; Agostini et al., 2004; Silva et al., 2004). Em alguns destes
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tumores, a alta expressdo de FAS esta relacionada com pior prognostico para o
paciente (Alo et al., 2000; Vlad et al., 1999; Visca et al., 1999; Innocenzi et al.,
2003; Epstein et al., 1995; Gansler et al., 1997), provavelmente porque a alta
expressdo e atividade desta enzima geram vantagens seletivas para o
crescimento celular (Baron et al., 2004).

Sabe-se que a atividade de FAS esta ligada a progressdo do ciclo
celular das células tumorais, pois uma sintese adicional de acidos graxos €
necessaria para a biogénese das membranas das células em rapida divisdo
mitética (Hannun & Obeid, 2002). Segundo Swinnen et al. (2003), o aumento da
expressao e da atividade enzimatica de FAS sdo necessarios para a produgao de
fosfolipidios da membrana em células LNCaP. Diversos trabalhos mostram que
inibidores especificos de FAS bloqueiam a sintese de DNA e causam apoptose
em linhagens celulares derivadas de cancer de préstata, mama, coélon e
carcinomas espinocelulares de boca, além de provocarem diminuicido do tamanho
de tumores em modelos animais (Pizer et al., 1996a; Furuya et al., 1997; Pizer et
al., 1998b; Kuhajda et al., 2000; Li et al., 2001; De Schrijver et al., 2003; Agostini
et al., 2004). No entanto, a inibicdo de FAS in vivo pode causar efeitos colaterais
como anorexia e perda de peso (Clegg et al., 2002), além de apresentar um alto
potencial teratogénico (Chirala et al., 2003).

Em tumores sensiveis a hormoénios, estrogeno, progesterona e
androgenos desempenham um papel claro na regulagdo da FAS (Kuhajda, 2000).
Estd demonstrado que progesterona estimula a expressdo desta enzima em
linhagens celulares de cancer de mama (Lacasa et al., 2001), enquanto
androgenos e EGF aumentam a expressado e a atividade de FAS em linhagens
celulares derivadas de céancer de préstata (LNCaP) (Swinnen et al., 1997a;
Swinnen et al., 2000b; Myers et al., 2001; Heemers et al., 2001; Van De Sande et
al., 2002). Tanto a testosterona como o EGF sdo capazes de estimular a
expressao génica de FAS nestas células através das proteinas SREBPs (Sterol
Regulatory Element Binding Proteins) (Swinnen et al., 1997b; Swinnen et al.,
2000b; Heemers et al., 2001). Kumar-Sinha et al. (2003) observaram que FAS é

regulada por Erb-B2 em células derivadas da glandula mamaria e a seguir
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Menendez et al. (2004) mostraram, em linhagens celulares de cancer de mama e
de ovario, que a inibigdo (farmacoldgica ou via RNAI) de FAS suprime a expressao
de Erb-B2 e causa super-regulagcédo de PEA3, um repressor da transcrigao de Erb-
B2. Portanto, FAS parece ter uma participagdo ativa na patogénese do cancer,
pois regula proteinas oncogénicas relacionadas com transformagéo maligna. Além
do mais, Knowles et al. (2004) mostraram que, em linhagens celulares de cancer
de mama, tanto o bloqueio farmacolégico de FAS como o seu silenciamento
através de RNAI, diminuem a proliferagao celular, reduzem a fosforilagdo de pRbD,
aumentam os niveis de p27¥P'" e diminuem a quantidade de Skp2. Este trabalho
mostra claramente uma ligagao entre FAS e o controle da protedlise dependente
de Ub de proteinas que regulam o ciclo celular. A inibicdo de FAS em células de
cancer de mama e endométrio positivas para receptor de estrégeno (RE) foi capaz
de modular a expressédo deste receptor, bem como a transcricdo de genes dele
dependentes e de causar morte celular por apoptose (Lupu & Menendez, 2006).
Graner et al. em 2004 e Priolo et al. em 2006 demonstraram que a
inibicdo da expressao da enzima USP2a através de RNAi em células LNCaP (as
quais expressam altos niveis de FAS) favoreceu a degradagao do excesso de FAS
e provocou apoptose. Priolo et al. (2006) também mostraram que a inibicdo da
expressao de USP2a através de RNAIi resultou em apoptose em diversas
linhagens celulares derivadas de tumores malignos humanos, além daquelas
derivadas de cancer de préstata. De acordo com os mesmos autores, USP2a
apresentou comportamento oncogénico in vitro quando expressa em grandes
quantidades em células epiteliais de préstata ndo transformadas (AR-IiPErC),
prevenindo a apoptose induzida por agentes quimioterapicos. USP2a também
apresentou propriedades oncogénicas in vivo quando teve sua expressao
aumentada em fibroblastos de camundongos ndo transformados (NIH3T3). No
mesmo trabalho, Priolo et al. avaliaram através da técnica GSEA (gene set
enrichment analysis) a expressao de grupos de genes em tumores de prostata
com baixa e alta expressao de USP2a. Naqueles que expressavam altos niveis de
USP2a foi detectada uma alta expressdo de um grupo de genes relacionados ao

metabolismo de acidos graxos. Por outro lado, nos tumores com baixos niveis de
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USP2a, os grupos de genes com maior expressao foram associados com morte
celular e genes alvo de p53. De acordo com os autores, tais eventos contribuem
para conferir resisténcia a apoptose em células derivadas de cancer de préstata

que super-expressam USP2a.

2.4.2 — Murine double minute (Mdm2)

Muito recentemente foi descoberto um novo substrato para USP2a, a
proteina murine double minute (Mdm2), que funciona como uma E3-ligase
(ligadora de Ub) responsavel por sua prépria ubiquitinacdo e também pela
ubiquitinagdo de p53, as quais sao posteriormente degradados pelos
proteossomos. Stevenson et al. (2007) demonstraram que USP2a é capaz de
desubiquitinar diretamente Mdm2, protegendo-a da degradagédo. A expressao
forcada de USP2a em células derivadas de tumores humanos causou aumento
nos niveis de Mdm2 e promoveu a degradagao de p53. Além disso, a inibicdo da
expressao de USP2a através de RNAI resultou no aumento da expressao de p53
bem como dos seus genes alvo. Portanto, quando em excesso, USP2a regula a
via Mdm2/p53 contribuindo para a repressao da atividade de p53 in vivo.

Priolo et al. (2006) acreditam que o potencial oncogénico de USP2a
esta relacionado com sua atividade anti-apoptética. O perfil de expressédo génica
de tumores de prostata humanos confirmou que o papel antiapoptotico de USP2a
€ mediado por sua atividade enzimatica em FAS e Mdm2 (Figura 3). Tumores com
grandes quantidades de USP2a apresentaram expressao aumentada dos genes
relacionados ao metabolismo de acidos graxos, ja nos tumores com baixas
quantidades de USP2a os grupos de genes associados a morte celular e genes
alvo de p53 encontravam-se super-expressos. Este fato realca a importancia de
USP2a como alvo terapéutico objetivando a redugdao dos niveis de FAS e a

reativacao de p53 selvagem em células tumorais.
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Figura 3 — Esquema representativo da agdo enzimatica de USP2a sobre FAS e Mdm2 e a sua
consequente atividade anti-apoptotica.

2.5 — Endocitose, USP2a e clatrina

As modificagdes pods-traducionais que ocorrem nas proteinas através
de mono ou poliubiquitinagdo representam um mecanismo central na modulagéo
de uma ampla variedade de fungdes celulares, tais como estabilidade protéica,
transporte intracelular, interacdo entre proteinas e atividade transcricional. A
adicdo de cadeias de Ub as proteinas, ou seja, poliubiquitinagdo, como descrito
anteriormente, serve como sinal para a degradacdo protéica pelo proteossomo
(Pickart, 2000). Ja a adigdo de moléculas unicas de Ub, ou monoubiquitinagéo,
esta associada com funcdes celulares independentes do proteossomo, como
endocitose e degradacao protéica pelo lisossomo (Hicke, 2001).

Receptores de membrana com atividade de tirosino-quinase, quando

ativados pelo ligante, sdo rapidamente internalizados por endocitose e
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eventualmente transportados aos lisossomos, onde s&o degradados por
hidrolases acidas. A ativacao destes receptores desencadeia sinais que controlam
varios processos celulares, como mitose, sobrevivéncia, diferenciacdo e migragao,
0s quais devem ser rigorosamente controlados para evitar a formagéo de tumores.
As células atenuam os sinais desencadeados por alguns dos receptores ativados
através da internalizagdo por endocitose e subsequente degradagdo do complexo
ligante-receptor nos lisossomos, processo conhecido como “sub-regulacdo” dos
receptores (Sorkin, 1998; Haglund et al., 2003; Marmor & Yarden, 2004;
Johannessen et al., 2006). Quando EGF se liga ao EGFR e induz a formagéao de
dimeros, os residuos de tirosina fosforilados na parte C-terminal funcionam como
sitios de ancoragem para proteinas que contém dominios de ligagdo SH2 ou
fosfotirosina. A E3 ligase de Ub c-Cbl se associa a tirosina fosforilada 1045 do
EGFR através do seu dominio SH2 (Levkowitz et al., 1998). Os homodimeros de
EGFR ativados sdao entdo monoubiquitinados em diferentes residuos de lisina,
internalizados através de vesiculas revestidas pela proteina clatrina e
transportados aos endossomos precoces, de onde poderdao ser direcionados ao
lisossomo para degradagéo ou reciclados para a membrana celular (Sorkin, 1998).

A via endocitica é formada pelas vesiculas endociticas, pelos
endossomos precoces, endossomos tardios e lisossomos. A internalizacao dos
receptores ativados pelo ligante € iniciada por sua incorporagdo em invaginagoes
que se formam na membrana plasmatica, as quais sao revestidas na sua porg¢ao
externa por varias moléculas de clatrina. Estas invaginagbes contendo os
receptores se desprendem da membrana através da acdo de proteinas
adaptadoras e dao origem as vesiculas endociticas, as quais permanecem
revestidas por clatrina (Kirchhausen, 2000, Brodsky et al., 2001). A presenga da
proteina clatrina nestas vesiculas caracteriza o processo denominado de
endocitose mediada por clatrina. Clatrina € uma proteina composta por 6
subunidades (3 cadeias pesadas de ~190 kDa e 3 cadeias leves de ~25 kDa).
Esta proteina forma uma rede poliédrica composta por muitas moléculas (em
forma de uma bola de futebol ou barril hexagonal) que reveste a vesicula

endocitica a medida que ela se forma. Como pode ser observado na Figura 4, a
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molécula de clatrina possui a forma de um trisquélion, uma estrutura semelhante a
suastica, s6 que com trés pernas curvadas, ao invés de quatro, que estdo unidas
em um dominio central de trimerizacdo (Crowther et al., 1976; Kirchhausen &
Harrison, 1981; Ungewickell & Branton, 1981). Além da participagdo no processo
de endocitose, a proteina clatrina esta envolvida no transporte de proteinas e
lipideos do complexo de Golgi para os endossomos (Pley & Parham, 1993;
Robinson, 1994; Brodsky et al., 2001), na formagcdao de vesiculas sinapticas
(Hannah et al., 1999; Brodin et al., 2000) e na formagao do fuso mitético (Okamoto
et al., 2000; Royle et al., 2005).

Figura 4 — Representagdo esquematica da proteina clatrina.
Fonte: Modificado do website de imagens da Universidade do Colorado, E.U.A.

Na microscopia eletrbnica, os endossomos aparecem como vacuolos
contendo vesiculas intraluminais de 50 a 100 nm. O numero de vesiculas aumenta
durante a maturagéo dos endossomos precoces em endossomos tardios, também
chamados de endossomos multivesiculares ou corpos multivesiculares (Katzmann
et al., 2002). Para serem degradados pelos lisossomos, os receptores devem ser
direcionados para as vesiculas internas dos endossomos tardios, as quais

subseqientemente se fundem com lisossomos pré-existentes (Katzmann et al.,
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2002). A formagao dos corpos multivesiculares € dependente das proteinas
vacuolares de classe E (vacuolar protein sorting — Vps), incluindo Hrs (hepatocyte
growth factor regulated tyrosine kinase substrate) e STAM (signal transducing
adaptor molecule) as quais sao proteinas que possuem dominios de ligagao a Ub.
Estas duas proteinas formam um complexo estavel na membrana dos
endosssomos precoces (Komada & Kitamura, 2005). Nos endossomos precoces,
o direcionamento dos receptores ubiquitinados € iniciado pelo reconhecimento das
moléculas de Ub pelo complexo Hrs-STAM (Bishop et al., 2002). Outra proteina
que possui um dominio ligante de Ub, a Eps15 (epidermal growth factor pathway
Substrate 15), também esta envolvida no reconhecimento, pois se liga ao
complexo Hrs-STAM e esta co-localizada com proteinas ubiquitinadas (Loshi et al.,
1998; Bache et al., 2003), nos quais este complexo esta concentrado em regides
recobertas com uma dupla camada plana de clatrina, através da interacido direta
com a molécula de cadeia pesada da clatrina (Raiborg et al., 2001; Sachse et al.,
2002), onde tem a funcao de concentrar receptores ubiquitinados antes que sejam
incorporados as vesiculas luminais do endossomo (Urbé et al., 2003). Os
receptores ubiquitinados sao entdo transferidos para o complexo ESCRT-I
(endosomal sorting complex required for transport), um complexo formado por trés
proteinas Vps as quais sdo recrutadas ao endossomo pelo complexo Hrs-STAM
(Katzmann et al., 2002; Bache et al., 2003). Outros dois complexos de proteinas
Vps, ESCRT-Il e ESCRT-IIl sdo posteriormente recrutados a membrana
endossomal (Katzmann et al., 2002). Embora a funcdo molecular destes
complexos seja desconhecida, acredita-se que ESCRT-Il e ESCRT-IIl sao
requeridos para a formacao dos corpos multivesiculares e para concentragdo de
receptores ubiquitinados no lumen das vesiculas. Um resumo do processo de

internalizagdo do EGFR pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5 — Representacdo esquematica da internalizagdo dos homodimeros de EGFR. Os
receptores ativados pelo ligante sdo ubiquitinados pela ligase de Ub c-Cbl, internalizados através
de vesiculas revestidas pela proteina clatrina e transportados aos endossomos precoces, onde 0s
receptores ubiquitinados sdo reconhecidos pelo complexo Hrs-STAM, transferidos ao complexo
ESCRT-I e posteriormente direcionados aos lisossomos para degradagéo. Se as moléculas de Ub
forem removidas dos receptores nos endossomos precoces, estes sao reciclados a membrana
celular.

Fonte: Modificado de Carpenter, 2000.

Acredita-se que no processo de internalizagao do EGFR, a conjugacéao
de moléculas de Ub aos receptores esta implicada em dois momentos distintos.
Primeiramente, a ubiquitinacdo dos receptores tirosino-quinase serve como um
sinal para a endocitose, dirigindo a internalizagao a partir da membrana plasmatica
(Hicke, 2001), embora alguns estudos demonstrem que a ubiquitinacdo é um
evento dispensavel para endocitose (Duan et al., 2003). Em segundo lugar, a
ubiquitinagao € um sinal que deve estar presente nos receptores para que ocorra
a interacdo com os complexos ESCRTSs, os quais irdo determinar a selegao de

proteinas ubiquitinadas para a degradacédo e a produgao de vesiculas no interior
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do endossomos. Este processo leva a formacao dos corpos multivesiculares, os
quais irdo se fusionar aos lisossomos (Katzmann et al., 2002; Raiborg et al., 2003).
Proteinas internalizadas que ndo se encontram ubiquitinadas, como lipoproteinas
de baixa densidade e transferrina, ndo se ligam aos complexos e n&o sao
direcionadas aos lisossomos.

Trabalhos recentes demonstram a participacdo das enzimas
desubiquitinantes AMSH (associated molecule with the SH3 domain of STAM),
AMSH-like protein (AMSH-LP) e UBPY (Ub-specific protease Y — USP8) no
processo da endocitose mediada por clatrina (McCullough et al., 2004; Mizuno et
al., 2005; Nakamura et al., 2006). AMSH e UBPY sao DUBs que compartilham um
sitio comum de ligacdo ao dominio SH3 de STAM, no entanto pertencem a
diferentes familias de DUBs, JAMM/MPN e USPs respectivamente (Tanaka et al.,
1999; Kato et al., 2000). McCullogh et al. (2004) demonstraram que a DUB AMSH
esta presente nos endossomos precoces de células Hela, onde se encontra co-
localizada com a proteina EEA1 (early endosome antigen 1) e com os receptores
transferrina e EGFR internalizados. UBPY esta localizada nos endossomos em
regides positivas para Hrs (Mizuno et al., 2005). AMSH e AMSH-LP interagem
diretamente com a cadeia pesada de clatrina, e esta interagao é necessaria para a
localizagdo endossomal destas proteinas. Acredita-se que moléculas de clatrina
tém a funcdo de “ancorar” estas enzimas desubiquitinantes na membrana dos
endossomos precoces (McCullogh et al., 2006; Nakamura et al., 2006).

O papel das enzimas AMSH e UBPY na endocitose de receptores
transmembranicos como EGFR ainda é controverso (Alwan & van Leeuwen, 2007).
A inibicdo da expressao de AMSH e UBPY através de RNA de interferéncia
ocasionou efeitos distintos. A inibicado da enzima AMSH resultou no aumento da
degradacédo de EGFR, sugerindo que AMSH ¢é capaz de regular negativamente a
degradacao deste receptor através de desubiquitinagdo direta nos endossomos
precoces (McCullough et al., 2004), evitando sua incorporagdo nas vesiculas
luminais e a consequente degradagdo nos lisossomos. Embora a inibicdo de
UBPY também tenha levado ao aumento da degradacédo de EGFR no trabalho

realizado por Mizuno et al. (2005), experimentos realizados por Row et al. (2006),
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Bowers et al. (2006) e Alwan & van Leeuwen (2007) demonstraram o contrario, ou
seja, que a inibicdo de UBPY levou a uma diminuigdo da degradagao do receptor.
Ha evidéncias de que UBPY esta envolvida na manutengcdo e morfologia normal
do endossomo, parecendo regular os niveis de ubiquitinagcdo de proteinas
endossomais, pois a sua inibicdo causou alteracées na distribuicdo e no tamanho
dos endosssomos e também a acumulacido de Hrs e Ub em sua superficie
(Mizuno et al., 2006; Row et al., 2006).

Dados preliminares, resultados de experimentos de cromatografia de
afinidade e co-imunoprecipitagao in vitro realizados no laboratério do Dr. Massimo
Loda, do Dana-Farber Cancer Institute, demonstraram que a cadeia pesada de
clatrina € um provavel substrato de USP2a, sendo possivel que esta DUB também
participe do processo de endocitose mediada por clatrina. Além disso, os
resultados de Priolo et al. (2006), que avaliaram através da técnica GSEA (gene
set enrichment analysis) a expressao de grupos de genes em tumores de prostata
com baixa e alta expressao de USP2a, demonstram que tumores que expressam
altos niveis de USP2a também tém alta expressdo de genes associados com
EEA1 (early endosome antigen 1). EEA1 codifica uma proteina envolvida no
processo de endocitose, na reciclagem de EGFR para a membrana e na
translocagao nuclear de ErbB2. Outros grupos de genes relacionados a familia de
receptores tirosino-quinase e ou controladores da via endocitica, como ErbB3 e
Rab respcetivamente, estavam super-expressos nos tumores com altos niveis de
USP2a.
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3 — Proposicgao

3.1 — Objetivo original

Estudar o papel da interacédo especifica entre a DUB USP2a e FAS no
controle da proliferagao celular das linhagens celulares derivadas de CECs bucais
SCC4, -9, -15 e -25.

3.1.1 — Objetivos especificos:

1. Analisar a producao da proteina USP2a nas linhagens celulares SCC-4, -9,
-15 e -25;

2. Comparar a expressdo dos RNAs mensageiros das enzimas
desubiquitinantes USP2a e USP2b nas mesmas linhagens celulares;

3. Avaliar o efeito de EGF e de testosterona na expressao de USP2a nas
células SCC-9 e os efeitos no grau de ubiquitinagdo de FAS;

4. Estudar o efeito do bloqueio da expressdo de USP2a sobre FAS, apoptose
e proliferagao das células SCC-9;

5. Estudar o efeito da super-expressdo de USP2a sobre a proliferagao das
células SCC-9.

3.2 — Objetivo adicional

Investigar a interacdo entre a DUB USP2a e a cadeia pesada de

clatrina em células derivadas de cancer de préstata e de CECs bucais.
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4 — Materiais e Métodos

4.1 — Cultura de células

As linhagens celulares SCC-4 (CRL-1624), SCC-9 (CRL-1629), SCC-15
(CRL-1623) e SCC-25 (CRL-1628) provenientes de CECs bucais humanos e
adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, E.U.A.)
estdo estocadas no laboratorio de Patologia da FOP-UNICAMP. Para a realizagéao
do presente trabalho, elas foram cultivadas em frascos plasticos de 21,5, 25, 56,7,
80 ou 150 cm? (NUNC, Naperville, IL, E.U.A.) em meio de cultura DMEM/F-12
(Invitrogen, Carlsbad, CA, E.U.A.) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(FBS, Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 400 ng/ml de hidrocortisona (succinato
sédico de hidrocortisona — Eurofarma, Sao Paulo, SP, Brasil) e solugéo antibiotica
e antimicotica (Invitrogen) na diluicdo de 1:100 a 37 °C em atmosfera contendo 5%
de CO2 e 95% de umidade. O metabdlito ativo da testosterona dihidrotestosterona
(DHT — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A.) foi dissolvido em etanol e adicionado
ao meio de cultura em concentragdes entre 0,1 nM e 1 uM, sendo usado como
controle meio de cultura com quantidades equivalentes de etanol. EGF (Sigma-
Aldrich) foi dissolvido em H,O deionizada e utilizado em concentragbes entre
0,001 e 100 ng/ml.

A linhagem celular LNCaP (ATCC), derivada de carcinoma metastatico
de prostata, Hela, proveniente de carcinoma de colo uterino, e HelLa transfectada
com uma construgdo contendo o cDNA da enzima USP2a associado a etiqueta
FLAG (HeLa-USP2a-FLAG) ou com o plasmideo vazio (HeLapDEST), células AR-
iPrEC (immortalized AR-expressing prostate epithelial cells) infectadas com
construgdes contendo o cDNA da enzima USPZ2a associado a etiqueta HA (AR-
iPrEC-USP2a-HA e Ar-iPrEC-USP2a-HA-M) ou com o plasmideo vazio (AR-
iPrECpBABE), células NIH3T3 (immortalized murine fibroblasts) infectadas com
construgdes contendo o cDNA de USP2a associado a etiqueta FLAG (NIH3T3-
USP2a-FLAG) ou o plasmideo vazio (NIH3T3-pHE482) e células Phoenix (Hek

293P cells, ATCC), todas estocadas no laboratério do Dr. Massimo Loda no Dana-
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Farber Cancer Institute, Boston, E.U.A., foram utilizadas para o estudo da
interacao entre a enzima desubiquitinante USP2a e a cadeia pesada de clatrina.
Para a realizagao dos experimentos, elas foram cultivadas em frascos plasticos de
21,5, 56,7, 80 ou 150 cm? (NUNC) nos meios de cultura apropriados: RPMI 1640
desprovido de fenol red (Invitrogen) para as células LNCaP, DMEM (Invitrogen)
para as células HeLa e Phoenix, MEM-a (Invitrogen) para as células NIH3T3 e
PrEBM (Cambrex, East Rutherford, NJ, E.U.A.) para as células AR-IPrEC. Os
meios de cultura RPMI 1640 desprovido de fenol red, MEM-a e DMEM foram
suplementados com 10% de soro fetal bovino (Hyclone, Logan, UT, E.U.A.) e
solugdo antibidtica e antimicética (Invitrogen) na diluicdo de 1:100. O cultivo foi a

37 °C em atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de umidade.

4.2 — Transformacgao e purificagcao de plasmideos

Os plasmideos de expressao eucariotica utilizados neste trabalho estao
relacionados na tabela 1. O cDNA de USP2a do tipo selvagem (WT) ou mutante

(M) clonados nos vetores descritos abaixo tem aproximadamente 2 kb.

Tabela 1 — Relacao dos plasmideos de expressao eucaridtica.

Vetor Fabricante USP2a WT USP2a M Sitios de
restricao

pcDNA3.1 His C*** Invitrogen pcDNA 3.1 A- pcDNAS3.1 A-USP2a Nhe | /

USP2a* M* Hind IlI

(A276, Cys-Ala)
pBABE-puro Addgene pBABE-USP2a- pBABE-USP2a-HA- Bst X1/
(Morgenstern JP, HA* M* Hind IlI
Land H, 1990) (A276, Cys-Ala, A549,
His-Arg)
pDEST-His Addgene pDEST- pDEST-USP2aHis Sful / Bam
USP2aHisFLAG** FLAG-M** HI
pEGFP-C3 BD pEGFP-USP2a- Xhol /
Biosciences HA Smal
Clontech

* Construidos e doados pelo laboratério do Dr. Massimo Loda (Dana-Farber Cancer Institute,
Department of Medical Oncology, Harvard Medical School, Boston, MA, U.S.A.).

**Construidos e doados pelo Dr. Johann Zimmermann (Novartis Pharma, Suiga).

***Doado pela Dra. Heide Ford (Health Science Center, School of Medicine, University of Colorado,
Denver, E.U.A.).
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A transformacédo de 50 pl de bactérias E. coli competentes DH5-a
(Invitrogen) foi feita através de choque térmico (45 seg a 42 °C, 2 min no gelo),
seguida pela adicdo de 450 ul de meio SOC e incubagao por 1 h em shaker a
37 °C. Apds esse periodo foi feita a semeadura em placas de Petri contendo meio
LB-agar-ampicilina ou LB-agar-kanamicina e incubagdo em estufa a 37 °C por
cerca de 16 h. As colbnias isoladas foram expandidas em 2 ml de meio LB
contendo ampicilina ou kanamicina por cerca de 16 horas a 37 °C sob intensa
agitacdo. As bactérias foram entdo centrifugadas e utilizadas para extragdo de
DNA plasmidial, utilizando-se o Qiagen Plasmid Mini Kit (Qiagen, Alemanha) ou o
Qiagen Plasmid Maxi Kit (Qiagen), de acordo com as instrugdes do fabricante. A
concentracdo dos DNAs plasmidiais foi estimada em espectrofotdmetro, nos
comprimentos de onda de 260 e 280 nm, para se obter a concentragao e pureza
respectivamente. A seguir foram realizadas eletroforeses em géis de agarose a
0,8% -1,2%, os quais foram corados com brometo de etidio para visualizagéo da
integridade do DNA.

4.3 — Construgao pEGFP-USP2a-HA

Com o intuito de se obter uma sequéncia selvagem de USP2a contendo
uma etiqueta fluorescente em sua parte N-terminal, o inserto correspondente ao
cDNA da USP2a foi clonado no plasmideo de expressao eucariotica pEGFP-C3.
Dez microgramas do plasmideo pWZL-USP2a-HA (com cDNA de USP2a clonado
entre os sitios de restricdo Xhol e SnaBl, previamente construido no laboratério do
Dr. Massimo Loda), foram digeridos com 30 U das enzimas de restricdo Xhol e
SnaBl (New England Biolabs, Ipswich, MA) em tampao apropriado, por 1 hora a
37 °C. Cinco microgramas do plasmideo pEGFP-C3 foram digeridos com 30 U
das enzimas Xhol e Smal (New England Biolabs) em tampao especifico por 1 hora
a 37 °C e posteriormente submetidos a reacao de desfosforilagdo com 1 ul da
enzima SAP (Shrimp alcaline phosphatase) em tampao especifico por 1 hora a
37 °C. Os produtos das duas digestdes foram aplicados em gel de agarose a 1 %.

A sequéncia correspondente ao inserto de USP2a digerida do plasmideo pWZL e
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o plasmideo pEGFP-C3 digerido e linearizado foram purificados do gel com o
QIAquick gel extraction kit (Qiagen) e 2 ul de cada foram novamente aplicados em
gel de agarose a 1 % para verificagdo da integridade do DNA. Foi realizada entao
a reacao de ligagao do inserto ao vetor utilizando-se diferentes quantidades de
inserto (2 ou 5 ul para cada microlitro do vetor) e dois controles negativos, um
deles desprovido do inserto e o outro desprovido do inserto e da enzima ligase.
Bactérias E. coli competentes DH5-a (Invitrogen) foram ent&o transformadas com
os produtos das 4 reagdes de ligacdo e semeadas em placas de Petri (como
descrito no item 4.2.). Foi possivel observar um numero muito maior de colénias
para os grupos de bactérias transformadas com os produtos onde estavam
presentes inserto e vetor do que nos controles negativos. Dezoito colénias foram
isoladas e expandidas em 2 ml de meio LB contendo kanamicina por cerca de 16
horas a 37 °C sob intensa agitacdo. As bactérias foram entdo centrifugadas e
utiizadas para extracdo de DNA plasmidial com o Qiagen Plasmid Mini Kit
(Qiagen). Dez microlitos de cada uma das 18 amostras de DNA plasmidial foram
digeridos com 30 U das enzimas Xhol e Baml em tampao especifico por 1 hora a
37 °C. Os produtos foram aplicados em gel de agarose a 1,2 % para a
visualizagdo do tamanho do inserto e do vetor e integridade do DNA. Dezesseis
das 18 amostras apresentaram fragmentos de DNA compativeis com o tamanho
do inserto e do vetor. Duas amostras foram escolhidas e enviadas para
sequenciamento que foi realizado pelo Molecular Biology Core Facility (Dana-
Farber Cancer Institute) com a utilizagado de primers especificos para o plasmideo
(EGFPC1FOR e EGFPC1REV) ou para o inserto (5° ACCTCAGATAGCTACCGGA
3 e 5 GAAGAGTTTGCAAAACTAA 3’). O sequenciamento confirmou que a

sequéncia de USP2a selvagem foi corretamente clonada no plasmideo pEGFP-C3.

4.4 — Super-expressao de USP2a selvagem ou mutante em células SCC-9:

clones estaveis

4.4.1 - TransfecgoOes estaveis
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As células SCC-9 foram semeadas em placas de cultura de 56,7 cm?
(Nunc) em meio de cultura apropriado contendo 10 % de FBS e incubadas até a
confluéncia de 60-70 %. Neste momento, foram entdo transfectada com 2 ug/ml
dos vetores plasmidiais pcDNA3.1 A-USP2a, pcDNA3.1 A-USP2aM e pcDNAS3.1
His C anteriormente descritos com o reagente lipofectina (Invitrogen) na
concentracao de 5 ug/ml, de acordo com as instrugdes do fabricante. Apds 7 horas,
o meio de transfeccéo foi substituido por meio de cultura convencional acrescido
de 10 % de FBS por aproximadamente 48 horas. Apds esse periodo, procedeu-se
a tripsinizacao, centrifugagdo e a ressuspensao do pellet em meio contendo o
antibidtico Geneticina na concentragdo 400 pg/ml (G-418, Invitrogen). Foram
plaqueadas cerca de 240.000 células em cada placa de 56,7 cm? e completado o
volume até 7 ml com meio contendo Geneticina, o qual foi trocado a cada 48 horas
até que fossem visualizadas colbnias individualizadas. Os clones sobreviventes
foram selecionados, expandidos e congelados em nitrogénio liquido. As linhagens
transfectadas foram a seguir crescidas para a preparagao de extratos protéicos e
realizacado de reagdes de western-blotting com anticorpos especificos anti-USP2a,
assim como para extracdo de RNA e realizacdo de RT-PCR. Os transfectantes
que apresentaram a mais alta producao das proteinas estudadas foram utilizados

nos proximos experimentos.

4.4.2 — Infecgoes

Meio milhdo de células Phoenix foram semeadas em placas de cultura
de 21,5 cm? em 5 ml de DMEM contendo 10% de FBS. No dia seguinte, quando
estavam numa confluéncia de aproximadamente 40%, foram transfectadas com 2
ug dos plasmideos retrovirais pBABE-USP2a-HA, pBABE-USP2a-HA-M ou
pBABE, juntamente com vetores retrovirais Gagpol e helper vector (vsvg) (2 ug)
com 6 ul de Fugene (Roche, Indianapolis, IN, E.U.A.). A mistura dos DNAs
plasmidiais e Fugene foi feita em OptiMEM (Invitrogen), com volume final de 100
ul. Apdés 15 minutos de incubagcdo em temperatura ambiente, os complexos

DNA/Fugene foram adicionados as placas de cultura, nas quais o meio de cultura
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havia sido previamente substituido por 5 ml de meio DMEM 10% FBS fresco. Para
a verificacdo da eficiéncia da transfeccdo em microscoépio de fluorescéncia, uma
placa de cada grupo foi também transfectada com o plasmideo pEGFP-C3 (1 ug).
Dezesseis horas apo6s a transfec¢gado o meio de cultura foi trocado por DMEM 10%
FBS novo. Neste mesmo dia, 0,5 x 108 células SCC-9 foram semeadas em placas
de cultura de 21,5 cm? contendo 5 ml de DMEM/F-12 10% FBS para posterior
infecgdo. Apds cerca de 36 horas de transfeccao, as placas com células Phoenix
transfectadas com o plasmideo pEGFP-C3 foram observadas em microscopio de
contraste de fase com sistema de fluorescéncia para a avaliacdo da eficiéncia de
transfecgéo, a qual foi de aproximadamente 80%. Os sobrenadantes das células
Phoenix de duas placas pertencentes ao mesmo grupo foram entédo coletados em
um unico tubo de 50 ml (Nunc), e 5 ml de meio novo foram adicionados a estas
mesmas placas. Os sobrenadantes (aproximadamente 10 ml para cada grupo)
foram filtrados em filtros de 0,45 um (Nalgene, Rochester, NY, E.U.A.) em
seringas de 10ml e a seguir misturados 2,5 ug/ml de polybrene (Sigma-Aldrich).
Para infectar as células SCC-9, o meio de cultura foi removido e em seguida
adicionados 4,5 ml dos sobrenadantes das células Phoenix (isto foi feito em duas
placas de cada grupo: USP2a selvagem, mutante e plasmideo vazio). No dia
seguinte, foi realizada uma segunda infeccdo com o mesmo protocolo descrito
acima. Apos a segunda infecgao, as células SCC-9 foram mantidas em cultura por
mais 48 horas, tripsinizadas e entdo semeadas (10.000 a 200.000 células) em
placas de 56,7 cm?. Depois de aderidas as placas de cultura, foram adicionados 7
ml de meio contendo 2 ug/ml de puromicina (A.G. Scientific, San Diego, CA,
U.S.A.), o qual foi trocado a cada 48 horas até que houvesse a formacgédo de
colonias. Os clones sobreviventes foram expandidos, congelados em nitrogénio
liquido e a seguir utilizados para a preparacédo de extratos protéicos e realizagéo
de reacbes de western-blotting com anticorpos anti-HA ou anti-USP2a. Os
transfectantes que apresentaram producdo mais alta das proteinas em questao

foram selecionados para os proximos experimentos.

33



4.5 — Transfecgodes transitorias

Células LNCaP ou HelLa foram semeadas em placas de cultura de 150
cm? e quando em confluéncia de aproximadamente 90%, transfectadas
transitoriamente com 2 ug/ml dos plasmideos pDEST-USP2aHisFLAG, pDEST-
USP2aHisFLAGM ou pEGFP-C3 anteriormente descritos, com 4 ug/ml do
reagente lipofectamina 2000 (Invitrogen). A mistura DNA/lipofectamina foi feita em
OptiMEM (Invitrogen) e apds 15 minutos de incubagdo em temperatura ambiente
os complexos foram adicionados as placas de cultura contendo meio de cultura
préprio para cada tipo de célula, desprovido de solugao antibiética/antimicética e
FBS. Ap6s 4 horas de transfecgcdo, o meio de cultura foi substituido por meio
contendo 10% FBS e as células mantidas por mais doze horas em cultura, quando
foram entdo coletadas para extragdo protéica como descrito no item 4.7. As
células transfectadas com o plasmideo pEGFP-C3 foram observadas em
microscopio de fluorescéncia para a avaliacdo da eficiéncia de transfeccao, que
variou de 50-70%.

4.6 — RNA de interferéncia para USP2a

Duzentas mil células SCC-9 foram semeadas em placas de cultura de
21,5 cm? ou quinhentas mil semeadas em placas de 56,7 cm* em DMEM/F-12
suplementado com 10% de FBS e 400 ng/ml de hidrocortisona e sem solugao
antibiética/antimicotica. Vinte e quatro horas apdés o plagueamento, as células
foram transfectadas com 100 nM de anti-USP2a small interfering RNA (siRNA)
[(UGCUUGUGCCCGGUUCGAC)A(TT)] ou 100 nM da sequéncia controle
siControl nontargeting siRNA n° 2 (Dharmacon, Lafayette, CO, E.U.A.)com 5 pug
/ml de Oligofectamina (Invitrogen). As solugdes contendo as sequéncias de siRNA
e oligofectamina foram preparadas em OptiMEM conforme recomendacdes do
fabricante e depois de misturadas mantidas por 20 minutos a temperatura
ambiente. As células SCC-9 foram lavadas com PBS e entdo adicionado meio de

cultura DMEM/F-12 sem FBS e sem solucdo antibidtica/antimicética, sendo em
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seguida adicionados os complexos siRNA/oligofectamina. Apds 4 horas de
transfeccao, foi adicionada quantidade equivalente a metade do volume de meio
de cultura de cada placa de meio com 30% de FBS, para que a concentragao final
de FBS ficasse em 10%. Quarenta e oito e 72 horas apds a transfecgcdo as
células foram coletadas para a verificacdo da inibicdo da expressao de USP2a
através de RT-PCR quantitativo e western-blotting. As células também foram
coletadas nos periodos de 72, 96 e 120 horas apds a transfecgcao para a

verificagdo das taxas de morte celular.

4.7 — Preparagao dos extratos protéicos

Os pellets de células para a extracao protéica foram obtidos através da
raspagem dos frascos de cultura com scrapers ou cell lifters descartaveis (Corning
Costar, New York, NY, E.U.A.) quando as células estavam com confluéncia de
aproximadamente 70%. As proteinas foram extraidas em um tampéo de lise
contendo 10% de sacarose, 1% de Triton-X, 20 mM de Tris pH 8,0, 137 mM de
NaCl, 10% de dglicerol, 2 mM de EDTA e 1 mM de NaF. Os inibidores de
proteinase PMSF (1 mM), inibidor de tripsina (soybean trypsin inhibitor, 10 ug/ml),
aprotinina (1 ug/ml) e leupeptina (1 ug/ml) foram adicionados ao tampéao de lise
imediatamente antes do uso. Cem microlitros deste tampao foram colocados sobre
os pellets celulares, os quais foram dissociados por pipetagem e mantidos no gelo
por 30 minutos, sendo agitados a cada 10 minutos. Depois deste periodo foi
realizada centrifugacdo a 12.000 xg por 15 minutos a 4 °C e os sobrenadantes
coletados, sendo aliquotas de 1,25 ul de cada extrato separadas para
quantificacdo protéica. Todos os extratos protéicos foram imediatamente
congelados em gelo seco e transferidos para freezer -80 °C, no qual foram
mantidos até o momento do uso. A quantidade de proteina total dos extratos
protéicos foi determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando-se o

reagente de Bradford (Sigma-Aldrich) em espectrofotdmetro ajustado para 595 nm.

35



4.8 — Separacao eletroforética de proteinas e western-blotting

Quantidades equivalentes de proteinas de cada extrato celular foram
misturadas com um tampao de amostra redutor 4x concentrado (2% de SDS, 125
mM de Tris-HCI pH 8,0, 10% de glicerol, 0,001 % de azul de bromofenol, 2% de -
mercaptoetanol), fervidas por 5 minutos e separadas eletroforeticamente em géis
de poliacrilamida-SDS a 6%, 8%, 10% ou em géis com gradientes de
poliacrilamida de 4-12% (Invitrogen). Em seguida, as proteinas foram transferidas
para membranas de nitrocelulose (Invitrogen) em tamp&o contendo 1,2 mM de
Tris-HCI pH 8,0, 9,6 mM de glicina e 20% de metanol por um periodo de cinco
horas e trinta minutos a 50 V. Logo apds, todas as membranas foram coradas com
o corante Ponceau S (Sigma-Aldrich) para verificar a eficacia da transferéncia e
bloqueadas por 16 horas a 4 °C em uma solugdo contendo 5% leite em pd
desnatado dissolvido em tamp&o contendo 20 mM de Tris-HCI pH 7,6, 150 mM de
NaCl e 0,1 % de Tween 20 (TBST). As membranas foram a seguir incubadas por 2
horas a temperatura ambiente com os anticorpos primarios relacionados na

Tabela 2, os quais foram diluidos em TBST com 5% de leite em p6 desnatado.

Tabela 2 — Relagao dos anticorpos primarios utilizados nas reagdes de western-blotting.

Anticorpos Clone Fabricante Diluigao

FAS 23 BD Transduction 1:3000
Laboratories

Core policlonal Nao commercial* 1:100
USP2a N-terminal policlonal Abgent 1:200
USP2a C-terminal policlonal Abgent 1:400
HA HA.11 Covance 1:1000
FLAG monoclonal Sigma-Aldrich 1:1000
PARP-clivada policlonal Cell Signaling 1:1000
EGFR policlonal Cell Signaling 1:1000
ErbB2 policlonal DAKO 1:1000
p-27 G173-524 BD Transduction 1:1000
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Cadeia pesada de 23 BD Transduction 1:1000

clatrina Laboratories
EEA1 policlonal Abcam 1:1000
Rab-5 15 Abcam 1:500
GFP monoclonal Sigma-Aldrich 1:500
Receptor de andrégeno  policlonal Upstate Biotechnology 1,5 pg/ml
Ub policlonal Sigma-Aldrich 1:500
B-actina AC-15 Sigma-Aldrich 1:40000

* Anticorpo n&o comercial, doado pelo Dr. Simon Wing, McGill University, Toronto, Canada.

Apoés a incubagdo com o anticorpo primario, foram entdo realizadas
quatro lavagens de 15 minutos com TBST, seguidas de incubagdo com anticorpos
secundarios conjugados com peroxidase na diluicdo de 1:1000 (anti-lgG de
camundongo para as reacgdes contra FAS, HA, FLAG, p27, cadeia pesada de
clatrina, GFP e B-actina e anti-lgG de coelho para as reagdes contra USP2a, c-
PARP, EGFR, ErbB2, EEA1, RA e Ub) por 1 hora a temperatura ambiente. Depois
de mais quatro lavagens de 15 minutos com 0 mesmo tampao, as reagdes foram
reveladas através de quimioluminescéncia, utilizando-se o kit de detec¢do ECL —
Amersham ECL Western Blotting Analysis System (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Reino Unido) e expostas a filmes radiograficos X-Omat AR
(Eastman Kodak Co., Rochester, NY, E.U.A.).

4.9 - Purificagao de RNA e RT-PCR semi-quantitativo

RNA total foi purificado dos pellets celulares usando o reagente Trizol
(Invitrogen). Antes das reagbes de RT, todas as amostras de RNA total foram
tratadas com 1 U de DNAse | (Amplification Grade, Invitrogen) por 10 minutos a
temperatura ambiente para eliminar possiveis tracos de DNA gendmico
contaminante. Para a sintese de cDNA, 1ug de RNA total foi reversamente
transcrito em uma reagao com volume final de 21ul, contendo 0,5mM de cada
desoxinucleotideo trifosfato (ANTP), 40 U de inibidor de RNAse, 50 U da enzima
Superscrit Il RT (Invitrogen), 0,5ug de primers oligo-dT (Invitrogen) e tampé&o 1 X
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(contendo 1,5mM MQgCl,). As reag¢des foram realizadas a 42 °C por 50 minutos,
seguidas de incubagdo a 70°C por 15 minutos. Reagdes sem a enzima RT foram
usadas como controles negativos. Para garantir que a analise da amplificagdo nas
reacoes de PCR fosse feita na fase exponencial, varias rea¢des de PCR idénticas
foram preparadas e paralisadas apoés diferentes numeros de ciclos, a partir das
quais foi determinado o ciclo que melhor representa a fase exponencial da reacgéao.
Para a amplificacdo especifica dos cDNAs através de PCR, primers especificos
para USP2a (sense: GCCGCTACACACTGTGGGA; antisense:
AGCATCCTGCTGATTATAGC), GAPDH (sense: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC;

anti-sense: GAAGATGGTGATGGGATTTC), FAS (sense:
AACTCCTTGGCGGAAGAGA,; anti-sense: TAGGACCCCGTGGAATGTCA) e B-
actina (sense: CATCCTCACCCTGAAGTACC; antisense:

GGTGAGGATCTTCATGAGGT) foram delineados usando o programa Amplify 1.2
(Universidade de Wiscosin, Madison, WI, E.U.A.) e sequéncias dos respectivos
RNAs mensageiros provenientes do GenBank (NCBI - National Center for
Biotechnology  Information - NIH, E.U.A.- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os
transcritos USP2a e GAPDH foram amplificados em reacdes de 50ul contendo 2l
de cDNA, 1 U de Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen) e 0,2mM de cada
primer. As condi¢gdes do PCR foram: 94 °C por 5 minutos, 45 ciclos de 94°C por 45
segundos, 55°C por 45 segundos, 72 °C por 45 segundos e extenséo final a 72 °C
por 4 minutos. Os produtos foram separados em géis de agarose a 1,8% corados

com brometo de etideo.

4.10 — RT-PCR quantitativo

RNA total foi purificado dos pellets celulares das células SCC-9
transfectadas com anti-USP2a siRNA ou tratadas com diferentes concentracbes
de EGF usando o reagente Trizol (Invitrogen). Antes das reagbes de RT, todas as
amostras de RNA total foram tratadas com 1 U de DNAse | (Amplification Grade,
Invitrogen) por 10 minutos a temperatura ambiente, para eliminar possiveis tragos

de DNA gendmico contaminante. Para a sintese de cDNA, 1 ug de RNA total foi
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reversamente transcrito em uma reagdo com volume final de 21 ul, contendo 0,5
mM de cada desoxinucleotideo trifosfato (ANTP), 40 U de inibidor de RNAse, 200
U da enzima Superscrit Ill RT (Invitrogen), 0,5 ug de primers oligo-dT (Invitrogen)
e tampao 1 X (contendo 1,5 mM MgCl,). As reagdes foram realizadas a 50 °C por
50 minutos, seguidas de incubac&o a 85 °C por 5 minutos. Reagdes sem a enzima
RT foram usadas como controles negativos. O RT-PCR quantitativo foi feito no
equipamento ABI Prism 7300 PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, E.U.A.)
utilizando-se SYBR green master mix (Applied Biosystems). A quantidade de RNA
mensageiro para cada gene foi calculada através do método das curvas padrao (4
diluicdes logaritimicas em triplicata) e os dados foram analizados no programa
SDS 2.2 (Applied Biosystems). Os seguintes primers foram utilizados para
quantificar os niveis de RNA mensageiro de USP2a: sense 5'-
TGCTGAGACCCGACATCACT-3’; antisense 5-TGGGGTCTATCCGGTAGCTA-3'.
Os transcritos para USP2a e GAPDH foram amplificados em reagdes de 25 pl
contendo 1 ul de cada cDNA, 12,5 ul do SYBR green PCR master mix, 0,4 uM de
cada primer e 9,5 yl de H,O DNAse, RNAse free (Invitrogen). As condi¢cbes do
PCR foram: 1 ciclo de 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 20 segundos e
60 °C por 1 minuto e 1 ciclo de 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 1 minuto e 95
°C por 15 segundos. A quantidade relativa de USP2a foi normalizada pelos niveis
de GAPDH (forward 5-GCCTGTGAGTGAGTGCAGAA-3’, reverse 5'-
ATCTCTGTCGTCGTCCTCGT-3’ utilizando-se o método 2 2 (Livak &
Schimittgen, 2001).

4.11 - Proliferacao celular
Para comparar o potencial proliferativo dos transfectantes estaveis das
células SCC-9 com expressao forcada de USP2a selvagem ou mutante foram

realizadas curvas de proliferacdo e experimentos para avaliar o ciclo celular,

através da marcacgao por iodeto de propidio em citometria de fluxo.
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4.11.1 - Curvas de proliferagao

Para cada linhagem foi feito o plaqueamento de 5x10° células em 1 ml
de meio DMEM/F-12 contendo 10% de FBS em cada poco de placas para cultura
celular de 24 pocgos (Nunc). Apds 16 horas, os pogos foram lavados com PBS, o
meio trocado por DMEM/F-12 livre de FBS e as células incubadas por mais 48
horas. Para estimular o crescimento celular, ao término deste periodo foi
novamente colocado o meio DMEM/F-12 contendo 10% de FBS. Nos periodos de
24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas apos a adicdo do meio com FBS, as células de 3
pocos de cada placa foram lavadas com PBS e incubadas com 0,3ml de tripsina a
2%, ambos a 37 °C, até todas que estivessem completamente separadas do fundo
da placa. A tripsina foi inativada com 2 ml de meio DMEM/F-12 com 10% de FBS,
aliquotas de 100 pl diluidas em 10 ml de isoton (Coulter Balanced Eletrolytic
Solution, Beckman, E.U.A.) e contadas em contador automatico de particulas
(Coulter Counter Z-1, Beckman Coulter, Fullerton, CA, E.U.A.). Todas as
contagens foram feitas em triplicata e os experimentos repetidos trés vezes. Apos
obtencdo dos valores médios de cada periodo, foram construidas curvas de

proliferacao utilizando-se o programa Excel (Microsoft, E.U.A.).
4.11.2 — Avaliagao do ciclo celular em citometria de fluxo

A avaliacdo do ciclo celular dos clones das células SCC-9 foi feita
através da marcagao por iodeto de propidio em citbmetro de fluxo (FACScan,
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ E.U.A). De cada linhagem, 5x10° células
foram semeadas em meio DMEM/F-12 contendo 10% de FBS em placas de
cultura celular de 56,7 cm? (Nunc). Apds 16 horas, foi feita lavagem com PBS e
sincronizagdo do ciclo celular através de incubagcdo por 24 horas em meio
DMEM/F-12 desprovido de soro. Para estimular o crescimento celular, ao término
do periodo da sincronizacao foi novamente colocado o meio DMEM/F-12 contendo
10% de FBS. Depois de 24 horas, as células de cada placa foram tripsinizadas,

centrifugadas a 3500 rpm por 3 minutos, lavadas com PBS, novamente
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centrifugadas e fixadas por 16 horas a 4 °C em etanol a 70% gelado. Apds este
periodo, as amostras foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e os pellets
ressuspendidos em 500 ul de uma solugao contendo RNAse A a 0,2 mg/ml e 50
ug/ml de iodeto de propidio em PBS e incubados a temperatura ambiente sob
abrigo da luz por 1 hora. Em seguida, efetuou-se a leitura de todas as amostras no
citbmetro de fluxo (FACScan, Becton Dickinson, ElImhurst, IL, U.S.A.), com auxilio
do programa CellQuest (Becton Dickinson). Dez mil eventos foram analisados

para cada amostra.

4.12 — Determinagao das taxas de morte celular

A analise da porcentagem de células em sub-G1 (Riccardi & Nicoletti,
2006) em citdbmetro de fluxo foi utilizada para se estimar a quantidade de células
em morte celular (os procedimentos sdo os mesmos descritos em 4.11.2). Extratos
protéicos foram obtidos como descrito no item 4.7 e separagao eletroforética e
reacdes de western-blotting para PARP clivada (c-PARP — (poly ADP-ribose)
polymerase) foram realizadas conforme descrito no item 4.8. PARP é uma
proteina de 116 kDa envolvida no reparo do DNA e formacdo da cromatina.
Durante a apoptose esta proteina € clivada pela caspase 3, e possivelmente por
outras caspases, em um fragmente de 89 kDa, o qual pode ser identificado com a

utilizacdo de anticorpo especifico.

4.13 — Ensaio de degradagao proteossémica in vitro

As células SCC-9 foram cultivadas como descrito no item 4.1 e
dependendo do experimento, tratadas ou ndo com 100 pg/ml ou 100 ng/ml de
EGF, coletadas apds 24 ou 36 horas e usadas para preparagdao dos extratos
protéicos com o mesmo tampao de lise descrito em 4.7. Entre 60 a 200 ng de
proteina total foram utilizados para os ensaios de degradacgdo proteossémica
(Waltregny et al., 2001), dependendo do experimento. Reag¢des de 60,4 ul foram

montadas para cada amostra, contendo 6 ul do tampao de degradagao (500mM
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Tris HCI pH 8,0, 50 mM MgCl,, 10 mM DTT, 1 mM PMSF, 10 ug/ml aprotinina, 10
ug/ml leupeptina), 30 ul do tampé&o de incubagao (20 mM fosfocreatina — Sigma-
Aldrich, 120 ug/ml de creatina fosfoquinase —Sigma-Aldrich, 10 uM de Ub -
Sigma-Aldrich e 4 mM de ATP - Invitrogen). O restante do volume (24,4 pnl) foi
completado com o extrato protéico e a normalizagdo de volume entre as amostras
foi realizada pela adicdo de tampéao de lise acrescido dos inibidores de protease
utilizados para o preparo dos extratos protéicos. Reagdes controle contendo o
inibidor do proteossomo MG-132 (500 uM ou 250 uM) ou o veiculo DMSO foram
preparadas. Quatorze microlitros do volume final da reagdo de cada amostra
foram transferidos para 4 tubos independentes, que foram mantidos a 37°C por 0,
20, 30 ou 45 horas. A reacéao foi paralisada pela adi¢ao de 3,5 ul de tampao de
amostra 4x contendo 20% DTT e as amostras fervidas e aplicadas em géis de
poliacrilamida-SDS a 6%. Posteriormente, foram realizadas reagdes de western-

blotting utilizando-se anticorpos contra FAS , Ub ou B-actina.

4.14 — Co-imunoprecipitagao in vivo de USP2a e clatrina

Células LNCaP foram transfectadas transitoriamente com os
plasmideos pDEST-USP2aHisFLAG, pDEST-USP2aHisFLAGM, pEGFP-USP2a-
HA ou pEGFP-C3 por 12 horas, de acordo com o protocolo descrito no item 4.5.
Apos este periodo elas foram lavadas e incubadas por 1 hora e trinta minutos em
meio RPMI livre de metionina e cisteina (Invitrogen). A seguir, novo meio RPMI
livre de metionina e cisteina agora contendo 25 uCi/ml de metionina 35S (Perkin
Elmer Life Science, Boston, MA, E.U.A.) e 20 uM de MG-132 foi adicionado sobre
as células, que foram incubadas por mais 4 horas. As células foram coletadas em
PBS gelado e os extratos protéicos preparados em tampéao de lise contendo 25
mM Tris-HCI pH7,5, 100 mM NacCl, 0,5% NP40, 50 mM NaF, 10 mM N-
etilmaleimida (NEM) e 100 uM MG-132 suplementados com um coquetel de
inibidores de protease (Roche) e fosfatases (Phosphatase Inhibitor Cocktail 2,
Sigma-Aldrich). Os pellets celulares foram dissociados por pipetagem e mantidos

no gelo por 30 minutos, sendo agitados a cada 10 minutos. Depois deste periodo
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foi realizada centrifugacdo a 12.000 xg por 15 minutos a 4°C e os sobrenadantes
coletados, sendo amostras de 1,25 ul de cada extrato separadas para
quantificacdo protéica. A quantidade de proteina total dos extratos protéicos foi
determinada pelo método de Bradford e quinhentos microgramas ou 1 mg de cada
extrato foram imunoprecipitados por 2 horas a 4 °C com 4-8 ug de anticorpos anti-
cadeia pesada de clatrina (clone X22, BD Transduction Laboratories), anti-USP2a-
N-terminal (Abgent), anti-FAS (BD transduction laboratories), anti-HA clone HA.11
(Covance), anti-GFP (Sigma-Aldrich) e incubados com 30 pl proteina A/G agarose
(Santa Cruz Biotechnology) por 1 hora a 4 °C. Quando construgdes contendo a
etiqueta Flag foram utilizadas nas transfecgdes, as imunuprecipitacdes foram
realizadas com anti-FLAG M2 affinity gel (Sigma-Aldrich) por 1 hora a 4 °C. Apés 3
lavagens dos beads de proteina A/G agarose ou anti-FLAG M2 affinity gel com
tampao de lavagem contendo 25 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl e inibidores
de fosfatase e uma lavagem com 10 mM Tris pH 7,5, as proteinas foram eluidas e
separadas em gel gradiente de poliacrilamida 4-12% (Invitrogen). Estes foram
secos e expostos a filmes radiograficos (Eastman Kodak) por 24 — 72 horas a —
80 °C.

4.15 — Reagoes de imunofluorescéncia

Foram realizadas reacbes de dupla marcacdo através de
imunofluorescéncia com os anticorpos anti-HA (HA.11, Covance) e anti-cadeia
pesada de clatrina (Rabbit polyclonal, Abcam). Para isto, laminas para cultura
celular com oito pogos (Lab Tek, Nunc) receberam 2x10* células SCC9-USP2a-HA
ou AR-IPrEC-USP2a-HA suspensas em 0,4 ml de meio apropriado com 10% de
soro fetal bovino em cada pocgo. Apds 24 horas do plaqueamento, as células foram
fixadas em paraformaldeido a 4% a temperatura ambiente por 15 minutos. As
laminas foram entao lavadas trés vezes com PBS (5 minutos cada), as células
permeabilizadas com 0,5% Triton em PBS por 15 minutos, lavadas novamente
com PBS (5 minutos) e bloqueadas com a solugao Protein block (Dako) por 10

minutos. A incubagdo com o anticorpo primario foi entdo realizada, primeiramente
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com anti-HA (1:100) diluido em PBS por 2 horas a temperatura ambiente, seguida
da incubagao com o anticorpo secundario mouse link (1:200) diluido em PBS por 1
hora a temperatura ambiente. A seguir, apés lavagem em PBS, foi realizada a
incubagdo com FITC (1:25) diluido em PBS por 1 hora a temperatura ambiente.
Apds nova lavagem, foi realizado outro bloqueio com a solugdo protein block
(Dako) por 10 minutos e seguiu-se a incubagdo com o anticorpo primario anti-
clatrina (1:100) diluido em PBS por 2 horas a temperatura ambiente, seguida de
lavagem e incubagdo com o anticorpo secundario rabbit link (1:200) diluido em
PBS por 1 hora a temperatura ambiente e incubagdo com Texas Red (1:200)
diluido em PBS por 15 minutos. Foram também realizadas reagdes de
imunofluorescéncia para a avaliacao da distribuicao intracelular de USP2a-HA nas
células SCC-9 que expressavam de forma estavel USP2a associada a etiqueta HA.
O protocolo utilizado foi 0 mesmo descrito anteriormente para as marcagoes
duplas de HA e clatrina, sendo FITC utilizado como corante fluorescente. Depois
de novamente lavadas com PBS, as células foram contra-coradas com Hoechst
(10 uM) (Invitrogen) por 5 minutos e montadas em meio de montagem
(VECTASHIELD® Mounting Medium, Vector Laboratories, Burlingame, CA, E.U.A.).
As laminas foram observadas no microscopio Axioplan 2-Apotome epifluorescence
(Carl Zeiss, Alemanha) com lente objetiva Plan-Apochromat com aumento de 63X
sob imerséao e fotografadas utilizando-se o software Axiovision 4.4.

Para a avaliagao da distribuicao intracelular de EGFP-USP2a-HA nas
células LNCaP na presenga ou auséncia de EGF, estas foram diretamente
plaqueadas (2x10°) em laminulas de vidro colocadas em placas de cultura de 21,5
cm? e apds 24 horas, transfectadas transitoriamente com a construgdo pEGFP-
USP2a-HA por 12 horas. Quando necessario, foi realizado o tratamento das
células com 100 ng/ml de EGF por 10 minutos. Antes da fixagdo com
paraformaldeido a 4%, as placas foram colocadas no gelo e as membranas
celulares foram marcadas com a toxina B da codlera (CLTxB Alexa Fluor 594
cholera toxin subunit B conjugate, Invitrogen) na diluicdo de 1:10.000 (em meio
de cultura RPMI 1640) por 5 minutos ao abrigo da luz. Os nucleos foram contra-

corados com Hoechst e as laminas observadas como descrito anteriormente.
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4.16 - Forma de Analise dos Resultados

Os resultados obtidos nos ensaios de western-blotting e RT-PCR foram
quantificados por analise densitométrica, que foi realizada com o auxilio de um
densitdbmetro modelo GS-700 (Bio Rad, E.U.A.) e do programa Molecular Analyst
(Bio Rad). Apds obtencéo dos valores médios de cada periodo de contagem das
curvas de proliferagao, foram construidos graficos utilizando-se o programa Excel
(Microsoft, E.U.A.).
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5 — Resultados

5.1 — Células

As linhagens SCC-4 e -15 se mostraram semelhantes no aspecto
morfolégico, ambas com células grandes, arredondadas e com nucléolos
evidentes, células multinucleadas e crescimento formando redes (Figuras 6A e
6C). O tempo de incubagdo com tripsina necessario para soltar as células dos
frascos ou placas de cultura foi de 6 minutos para a SCC-15 e 7 minutos para a
SCC-4. Uma particularidade observada na linhagem SCC-15 foi o fato das células
formarem agregados de dificil separagdo, os quais eram dissociados
mecanicamente através de pipetagem, antes das quantificagdes no contador
automatico de células.

A linhagem SCC-9 é composta por células também arredondadas, porém
menores do que as células SCC-4 e -15. Os nucleos sdo grandes com nucléolos
bastante evidentes e, ao contrario das linhagens SCC-4 e -15, apresenta poucas
células multinucleadas. Esta linhagem também apresentou um padrdo de
crescimento em rede (Figura 6B), sendo necessario um tempo mais longo de
tripsinizagao (8 minutos) para solta-las dos frascos de cultura.

Células pequenas, com citoplasma escasso, nucleo grande e nucléolos
evidentes, com aspecto variando de arredondado a fusiforme (Figura 6 D)
caracterizam a linhagem SCC-25. O padrdo de crescimento desta linhagem foi
diferente, sendo observada a formagdo de pequenos grumos. Esta linhagem
necessitou 0 menor tempo de ftripsinizacdo (cerca de 5 minutos) e, quando
observadas ainda em suspensao ao microscopio de contraste de fase, sempre se

apresentaram mais soltas e dispersas do que as outras trés linhagens estudadas.
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Figura 6— Aspecto morfolégico das linhagens celulares SCC-4 (A), -9 (B), -15 (C) e -25 (D) em
culturas subconfluentes, observadas em microscopia de contraste de fase. Em A observa-se a
presenca de nucléolos evidentes (detalhe em maior aumento), em B a formagdo de redes de
células caracteristica da linhagem SCC-9, em C a presenga de célula grande (I>) e células
multinucleadas (@) e em D células fusiformes presentes na linhagem -25 () com seu tipico
crescimento em grumos (*). (Aumento original: 100x).
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5.2 — Expressao de USP2a e USP2b pelas células SCC

A produgao de USP2a e USP2b pelas linhagens celulares SCC-4, -9, -
15 e -25 foi avaliada através de experimentos de RT-PCR semi-quantitativo e de
western-blotting. A Figura 7A mostra gel desnaturante de formaldeido-agarose a
1,2% corado com brometo de etideo, no qual foram aplicadas amostras de RNA
total das células SCC, demonstrando a integridade das mesmas. Na Figura 7B
observamos gel de agarose a 1,8% corado com brometo de etideo, no qual 16yl
de cada produto de RT-PCR foram aplicados. Neste experimento, constatou-se
que as linhagens SCC-4 e -15 foram as que apresentaram a maior expressao de
RNAs mensageiros para USP2a. Quantidades menores destes mensageiros foram
detectadas nas linhagens SCC-9 e -25. Ja para USP2b, as linhagens que
apresentaram as maiores quantidades de RNAs mensageiros foram a SCC-9 e -
25, sendo observadas menores quantidades nas SCC-4 e -15. Estes achados

foram confirmados por outros dois experimentos semelhantes.
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Figura 7 — A — Gel de formaldeido-agarose a 1,2% onde foi aplicado 1ug de RNA de cada amostra,
constatando a integridade das mesmas pela presencga das bandas de RNA ribossdmico 28S e 18S.
B — Gel de agarose a 1,8% onde foram aplicados 16ul de produtos de RT-PCR realizado com 1ug
das amostras de RNA demonstradas em A. Observa-se que as linhagens que apresentaram as
maiores quantidades de RNAs mensageiros para USP2a foram a SCC-4 e -15, sendo observadas
menores quantidades na SCC-9 e -25. Em relagdo a expressdo de USP2b, foram encontradas
maiores quantidades de RNAs mensageiros nas linhagens SCC-9 e -25 e menores quantidades
nas linhagens SCC-4 e -15. A amplificagdo do gene referéncia GAPDH foi utilizada como controle
interno das reagoes.



No primeiro experimento de western-blotting para detecgdo das
proteinas USP2a e USP2b, foi utilizado o anticorpo anti-core, produzido e doado
pelo Dr. Simon Wing (McGill University, Toronto, Canada), que reconhece o sitio
catalitico comum destas duas isopeptidases. A Figura 8A mostra que todas as
linhagens celulares produzem quantidades semelhantes da enzima USP2a. No
painel inferior desta mesma figura observamos que a quantidade de proteinas
presente em cada canaleta do gel foi equivalente, através da reagdo com
anticorpos contra a proteina de citoesqueleto (B-actina. Na Figura 8B podemos
observar a analise densitométrica das bandas correspondentes a USP2a. Como
os anticorpos utilizados neste experimento reconhecem o sitio catalitico comum a
USP2a e USP2b, na reacdo de western-blotting mostrada na Figura 8A podem ser
observadas bandas protéicas de menor massa molecular (~ 45kDa) que

correspondem a USP2b.
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Figura 8A — Western-blotting utilizando proteinas extraidas das células SCC e anticorpos anti-core
(capaz de reconhecer USP2a e USP2b) ou anti-B-actina. Quantidades semelhantes das proteinas
USP2a e USP2b foram detectadas em todas as linhagens. Observa-se maior quantidade de
USP2a do que de USP2b em todos os extratos protéicos.
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Figura 8B — Representacdo grafica da produgdo da enzima USP2a pelas linhagens celulares
SCC+4, -9, -15 e -25, feita a partir da analise densitométrica das bandas do experimento mostrado
na Figura 8A, normalizadas por p-actina.

A quantidade de USP2a nos extratos protéicos de células SCC foi
também verificada com anticorpos comerciais (Abgent, E.U.A.). Um dos anticorpos
reconhece a sua parte N-terminal, especifica para USP2a, e o outro a C-terminal,
regido de sitio catalitico comum para USP2a e USP2b. Na Figura 9A observa-se o
resultado obtido com anticorpos contra a parte C-terminal de USP2a, mostrando
quantidades semelhantes da enzima nas quatro linhagens, sendo a banda
ligeiramente mais intensa na linhagem SCC-9. Na Figura 9C pode-se observar o
resultado do western-blotting com anticorpos dirigidos contra a por¢édo N-terminal,
revelando maiores quantidades nas células SCC-9 e -25, seguidas por SCC-4 e -
15. Nos painéis inferiores das Figuras 9A e 9C verificamos que a quantidade de
proteinas presente em cada canaleta dos géis foi equivalente, através da reacéo
com anticorpos contra B-actina. Na Figura 9B podemos observar a andlise
densitométrica das bandas correspondentes a USP2a apresentadas na Figura 9A

e na Figura 9D a analise densitométrica das bandas da Figura 9C.
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Figura 9A — Western-blotting realizado com proteinas extraidas das células SCC e anticorpos que
reconhecem a parte C-terminal de USP2a ou anti-pB-actina. Quantidades semelhantes da enzima
USP2a foram encontradas em todas as linhagens.
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Figura 9B — Representacdo grafica da produgdo da enzima USP2a pelas linhagens celulares
SCC+4, -9, -15 e -25, feita a partir da analise densitométrica das bandas do experimento mostrado

na Figura 9A, normalizadas por B-actina.
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Figura 9C — Western-blotting realizado com proteinas extraidas das células SCC e anticorpos que
reconhecem a parte N-terminal de USP2a ou anti-B-actina. Bandas mais intensas de USP2a foram
detectadas nas linhagens SCC-9 e -25, seguidas das linhagens SCC-4 e -15.
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Figura 9D — Representacdo grafica da produgcdo da enzima USP2a pelas linhagens celulares
SCC-4, -9, -15 e -25, feita a partir da analise densitométrica das bandas do experimento mostrado
na Figura 9C, ap6s normalizagao por B-actina.
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5.3 — Distribuicao intracelular de USP2a-HA nas células SCC-9

Como néo foi possivel a realizacdo de reagdes de imunocitoquimica
com anticorpos anti-USP2a nas células SCC, pois estes nao funcionam neste tipo
de experimento, foram realizadas reacdes de imunofluorescéncia em clone da
linhagem SCC-9 que expressava de forma estavel USP2a selvagem associada a
etiqueta HA (SCC-9-USP2a-HA), com o objetivo de verificar a distribuigdo
intracelular desta proteina. Houve positividade na maioria das células, as quais
exibiram marcacgéao citoplasmatica que variou de fraca a intensa, sendo algumas
vezes mais forte na regido perinuclear (Figura 10A). A Figura 10B mostra a contra-

coloragéo nuclear com Hoechst e na Figura 10C pode-se observar a sobreposigao

das imagens apresentadas em A e B.

Figura 10 — Expressao de USP2a-HA em células SCC-9. A — Observa-se um padrao de marcagéo
citoplasmatico com intensidade maior na regido perinuclear em algumas células. B — Imagem dos
nucleos celulares contra-corados com Hoechst. C — Sobreposi¢cdo das imagens A e B (aumento
original: 630x).
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5.4 — Expressao génica de FAS nas células SCC

A expressao génica de FAS nas células SCC foi avaliada através de
experimentos de RT-PCR semi-quantitativo. Apds extracdo de RNA total das
células SCC a partir de duas amostras independentes para cada linhagem (Figura
11A), estes foram reversamente transcritos e utilizados em reagdes de PCR com

primers especificos para FAS. A Figura 11B mostra um gel de agarose a 1,8%
corado com brometo de etideo, no qual dezesseis microlitros de cada produto de

PCR foram aplicados. Observa-se que as linhagens SCC-4 e -9 foram as que
apresentaram as maiores quantidades de RNAs mensageiros para a enzima FAS,

sendo detectadas quantidades menores nas linhagens -15 e -25.
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Figura 11 — A — Gel desnaturante de formaldeido-agarose a 1,2% mostrando a integridade do
RNA total utilizado no experimento de RT-PCR demonstrado em B. B — Reagdo de RT-PCR
semi-quantitativo para verificar a expressdo de RNAs mensageiros para FAS nas linhagens
SCC+4, -9, -15 e -25 em duas amostras independentes para cada linhagem (1 e 2). Dezesseis
microlitros de cada produto de PCR foram separados eletroforeticamente em gel de agarose a
1,8% corado com brometo de etideo. Observa-se maior expressédo de FAS nas linhagens SCC-4

e -9, em comparagao com as linhagens -15 e -25.

5.5 — Producao de FAS, ErbB2 e p-27 pelas células SCC

A Figura 12 mostra um experimento de western-blotting para a

deteccao das proteinas FAS, ErbB2 e p-27 nas células SCC. Neste ensaio, foram
usados aproximadamente cinquenta microgramas de proteina total de cada
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amostra, os quais foram separados em géis de poliacrilamida-SDS a 6 ou 8%.
Maiores quantidades da enzima FAS foram detectadas nas linhagens SCC-9 e -25.
A linhagem SCC-9 foi a que apresentou maior quantidade de ErbB2, sendo que as
células SCC-4, -15 e -25 apresentaram bandas menos intensas para este receptor
de superficie. Nas reagdes para p-27 foram detectadas bandas com intensidades
semelhantes nas linhagens SCC-4, -15 e -25 e uma banda bem menos intensa no
extrato das células SCC-9. O anticorpo anti-B-actina foi utilizado para comprovar a

presenca de quantidades semelhantes de proteina em cada canaleta.
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Figura 12 — Reagbes de western-blotting para detecgdo de FAS, ErbB2, p-27 e B-actina nas
linhagens SCC-4, -9, -15 e -25. Maiores quantidades da enzima FAS foram detectadas nas
linhagens SCC-9 e -25. Nas reagbes para ErbB2, nota-se a presenga de banda com maior
intensidade na linhagem SCC-9, seguida pela -15, sendo menores quantidades encontradas nas
linhagens SCC-4 e -25. Nas reagbes para p-27, observam-se menores quantidades da proteina na
linhagem SCC-9, ao passo que as outras trés linhagens apresentaram bandas mais intensas e
semelhantes entre si.
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5.6 — Estudo da proliferacao e morte celular na linhagem SCC-9 transfectada
com USP2a selvagem ou USP2a mutante (A276, Cys-Ala)

As células SCC-9 foram escolhidas para a realizacdo dos experimentos
de super-expressao ou inibicdo de USP2a, pois sdo as que mais produzem FAS e
ErbB2. Estas foram transfectadas com as constru¢des contendo o gene de USP2a
selvagem (pcDNA3.1 A-USP2a) ou mutado (pcDNA3.1 A-USP2aM, A276, Cys-
Ala) e com o vetor pcDNA3.1 como controle. Apdos a selecdo dos clones,
experimentos de western-blotting e RT-PCR foram realizados para a verificagao
dos niveis de expressdao de USP2a. Estes ensaios foram realizados pela poés-
doutoranda Ana Lucia Carrinho Ayroza Rangel. A Figura 13A mostra a produgao
forcada de USP2a, em comparacdo com as células transfectadas apenas com o
vetor controle e com a célula parental. Neste experimento, foram utilizados tanto
anticorpos que reconhecem a por¢ao N-terminal como a extremidade C-terminal
da enzima. Nas Figuras 13B e 13C podemos visualizar o resultado da analise

densitométrica do western-blotting da Figura 13A.
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Figura 13A — Reacgdes de western-blotting com anticorpos anti-USP2a que reconhecem as
porgdes C- ou N-terminal da proteina, realizado com extratos protéicos obtidos a partir dos clones
selecionados da linhagem SCC-9, transfectada com pcDNA3.1 A-USP2a (WT) ou pcDNA3.1 A-
USP2aM (M) e pcDNA 3.1 His C (pcDNA) como controle. Trinta microgramas de proteina foram
aplicados em cada canaleta do gel. Foi evidenciada maior produgdo de USP2a nos clones WT e M
do que na linhagem transfectada com o vetor controle, bem como na linhagem nao transfectada.
Anticorpos contra B-actina foram usados como controle da quantidade de proteina por canaleta do
gel.
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Figura 13B — Representagédo grafica da produgédo relativa da enzima USP2a (anticorpos que
reconhecem a porgédo C-terminal) nos clones da linhagem SCC-9 obtidos da transfecgao com as
construgbes USP2aWT, USP2aM e pcDNA (controle) e na linhagem parental, feita a partir da
analise densitométrica das bandas do experimento mostrado na Figura 13A, normalizadas por j-
actina.
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Figura 13C — Representagdo grafica da produgao relativa da enzima USP2a (anticorpos que
reconhecem a porgédo N-terminal) entre os clones da linhagem SCC-9 obtidos da transfecgdo com
as construgées USP2aWT, USP2aM e pcDNA (controle) e a linhagem parental, feita a partir da
analise densitométrica das bandas do experimento mostrado na Figura 13A, normalizadas por j-
actina.

As quantidades de RNAs mensageiros de USP2a dos clones SCC-9
selecionados foram avaliadas através de RT-PCR semi-quantitativo com primers
especificos para USP2a (que amplificam tanto os mensageiros normais quanto
os mutados). E possivel observar que houve concordancia entre as quantidades
de proteina USP2a e as de seus RNAs mensageiros, que foram maiores nos
clones SCC-9WT e SCC-9M (Figura 14).
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Figura 14 — A — Gel de formaldeido-agarose a 1,2% onde foi aplicado 1ug de RNA de cada
amostra, demonstrando a integridade das mesmas pela presenga das bandas de RNA ribossémico
28S e 18S. B — Gel de agarose a 1,8% onde foram aplicados 15ul de produtos de RT-PCR semi-
quantitativo realizado com 1ug das amostras de RNA demonstradas em A. Observa-se grande
aumento na quantidade dos RNAs mensageiros para USP2a nos clones SCC-9WT e M, em
comparagao com a linhagem transfectada com o vetor controle. A amplificagdo do gene referéncia
GAPDH foi utilizada como controle interno das rea¢des. SCCOWT: clone obtido da transfecgédo com
pcDNA3.1 A-USP2a; SCC9M: clone obtido da transfeccdo com pcDNA3.1 A-USP2aM; SCC9
pcDNA: clone obtido da transfecgao com pcDNA3.1 His C.

Ao trabalhar com os transfectantes estaveis, reparamos que os clones
SCC-9 USP2aWT e SCC-9 USP2aM proliferavam mais rapidamente que a
linhagem SCC-9 pcDNA e a linhagem normal ndo-transfectada (SCC-9N). Isto foi
confirmado por cinco curvas de proliferagao, nas quais as células foram cultivadas
em placas de 24 pocgos, tripsinizadas e contadas em contador automatico em
intervalos de 24 horas, num periodo total de 144 horas. Em todos os experimentos,
as linhagens SCC-9 USP2aM e SCC-9 USP2aWT apresentaram potencial
proliferativo similar, embora a SCC-9 USP2aM tenha mostrado um crescimento
levemente maior em praticamente todos os periodos, em relagdo a segunda
linhagem. As células SCC-9 pcDNA e SCC-9N se comportaram de maneira
semelhante, ndo havendo diferencas entre elas nos intervalos de tempo

analisados, como mostra a Figura 15 (resultado da terceira curva de proliferagéo).
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Figura 15 —Resultado da terceira curva de proliferagdo, mostrando que as linhagens SCC-9
USP2aM e SCC-9 USP2aWT apresentaram potencial proliferativo similar, sendo observado um
numero de células discretamente maior na SCC-9 USP2aM em praticamente todos os periodos. As
células SCC-9 pcDNA e SCC-9N se comportaram de maneira semelhante, proliferando menos que
as linhagens SCC-9 USP2aM e SCC-9 USP2aWT.

Foi avaliada também a taxa de apoptose nos transfectantes estaveis
SCC-9, em citbmetro de fluxo, por meio da técnica da Anexina V/lodeto de
Propidio, no entanto, n&do foram observadas diferencas significativas. Foram
também realizadas reagbes de western-blotting com anticorpos anti-FAS nestes
mesmos clones da SCC-9. Estas revelaram uma maior quantidade de FAS tanto
no clone que super-expressa USP2a selvagem quanto naquele que produz USP2a

mutante (Figura 16).
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Figura 16 — Reagdo de western-blotting com anticorpos anti-FAS. E possivel observar uma maior
quantidade de FAS nos clones da SCC-9 que expressam USP2a selvagem e mutante, em
comparagao com as células transfectadas com o plasmideo vazio. Reagbes contra B-actina foram

usadas como controle da quantidade de proteina em cada canaleta.

5.7 — Efeito da expressao forcada de USP2a através de vetores virais sobre

proliferagao da linhagem SCC-9

As células SCC-9 foram infectadas com o vetor retroviral pBABE
contendo o gene de USP2a selvagem (pBABE-USP2a-HA) ou mutante (pBABE-
USP2a-HA-M, A276, Cys-Ala e A549, His-Arg) ou ainda apenas com o vetor
controle (pBABE). A construgdo mutante utilizada neste experimento apresenta
duas mutag¢des dentro da regido que codifica o sitio catalitico. Apos a infecgao,
foram realizados experimentos de western-blotting para a verificagdo dos niveis de
expressao de USP2a e de USP2a-HA, tanto no pool de células infectadas como
nos clones selecionados para cada grupo. As Figuras 17A e 17B representam
reagcdes de western-blotting realizadas com as amostras dos pools de células
infectadas tipo selvagem (WT), mutante (M) e controle. A Figura 17A mostra um
western-blotting com anticorpos contra a parte N-terminal de USP2, no qual
quantidades semelhantes da enzima foram detectadas nas trés canaletas. Na
Figura 17B observa-se a expressdo de USP2a-HA, que foi maior nas células com

o0 gene mutante do que naqueles que receberam o gene selvagem, sendo a
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reacao negativa no controle. Alguns dos clones selecionados (6 para WT e 5 para
M) foram testados para a expressao de USP2a através de western-blotting com
anticorpos que reconhecem a parte N-terminal da enzima. Nao foi possivel

verificar diferenga significativa na produgdo desta enzima entre os clones
Entretanto, quando os niveis de USP2a-HA foram

(resultado ndo mostrado).
verificados com anticorpos anti-HA, foi possivel observar diferencas na produgao

de USP2a-HA entre os clones (Figura 18).

9USP26WT

T
< &
O W
Q, 5
o o

—-—

1 ! 1 1
o @ o

O (’EJ) O O 8
%] ] %] 2] 7]

E
y 33
g 55
by B

SCe-

B S == [JSP%a W s ISPZ2a-HA

_ = o, B-actina

B

S e——— (-actina

A

Figura 17 — A — Western-blotting com anticorpos anti-USP2a que reconhecem a parte N-terminal
da enzima, realizado em extratos protéicos obtidos a partir dos pools celulares selecionados da
linhagem SCC-9 infectada com pBABE-USP2a-HA-WT ou pBABE-USP2a-HA-M e pBABE. Note
que quantidades muito semelhantes da enzima sdo observadas em todas as amostras. B —

Deteccdo de USP2a-HA nos mesmos extratos protéicos. Pode-se observar uma maior quantidade
da proteina no pool de células infectadas com o vetor contendo USP2a mutada em comparagéo

com o grupo infectado com o vetor selvagem. USP2a-HA nao foi detectada no grupo infectado
apenas com o vetor vazio. Em A e B, trinta microgramas de proteina foram aplicados em cada
canaleta do gel. Anticorpos contra B-actina foram usados como controle da quantidade de proteina

por canaleta.
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Figura 18 — Detecgédo de USP2a-HA em clones de SCC-9 infectados com o vetor retroviral pBABE
contendo a forma selvagem (WT) ou mutante (M) de USP2a. Foram realizadas reacbes de
western-blotting com anticorpos anti-HA, com trinta microgramas de proteina em cada canaleta dos
geis. Anticorpos contra B-actina foram usados como controle da quantidade de proteina por
canaleta. Observa-se que a expressdo de USP2a-HA variou entre os clones testados. A amostra
do clone pBABE-4, presente em ambos os painéis, foi usada como controle negativo da reagéo,
representando as células SCC-9 infectadas apenas com o plasmideo vazio e que, portanto, ndo
expressam USP2a-HA.

Durante o cultivo celular, foi possivel observar uma maior proliferagao
de alguns clones infectados com o vetor contendo USP2a (WT) em comparagao
com ceélulas infectadas apenas com o vetor vazio e com a linhagem normal nao-
transfectada (SCC-9N). Além disso, notamos que alguns clones infectados com o
vetor contendo USP2a (M) proliferaram menos do que a linhagem SCC-9
infectada apenas com o vetor vazio e que a linhagem normal nao-transfectada
(SCC-9N).

A curva representada na Figura 19 foi realizada para comparar o
crescimento destes clones e evidencia um potencial proliferativo similar nos clones
SCC-9WT e SCC-9pBABE, embora o primeiro tenha mostrado o numero de
células maior em alguns periodos. O clone SCC-9M proliferou menos a partir do
periodo de 72 horas, quando comparado aos clones WT e controle. Estes
resultados demonstraram que a linhagem SCC-9WT possui potencial proliferativo
semelhante ao da linhagem infectada apenas com o vetor vazio e que a linhagem
SCC-9M proliferou mais lentamente do que SCC-9WT ou SCC-9pBABE.
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Figura 19 — Curva de proliferagdo comparando os clones SCC-9 USP2aWT, SCC-9 USP2aM e
SCC-9 pBABE, mostrando que o clone SCC-9M proliferou menos a partir do periodo de 72 horas,
quando comparado aos clones WT e controle (pBABE).

Foi também realizada analise do ciclo celular dos clones das células
SCC-9 infectadas com o vetor retroviral pPBABE contendo USP2a selvagem ou
mutante ou o vetor vazio. Como ilustrado na Figura 20, uma menor porcentagem
de células nas fases S e G2/M ocorreu apds a infecgdo com a versdo mutante de
USP2a, em comparagédo com as células infectadas com USP2a selvagem ou com

o plasmideo vazio.
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Figura 20 — Este grafico mostra a distribuigdo das células SCC-9 infectadas nas fases do ciclo
celular, apds sincronizagdo em meio livre de soro e posterior crescimento em meio 10% FBS por
24 horas. E possivel observar uma menor porcentagem de células expressando USP2a mutante
em S e G2/M, em comparagédo com os dois outros grupos.

5.8 — Efeito da inibicao da expressao de USP2a sobre morte celular e

proliferagdao na linhagem SCC-9

Com o intuito de verificar o efeito da inibicdo da expressdo de USP2a
sobre a apoptose e proliferagdo nas células SCC-9, foram realizados
experimentos de RNAIi. As células foram transfectadas com uma sequéncia de
RNAI especifica para o gene que codifica USP2a ou com a sequéncia controle,
que nao possui alvo especifico, nao interferindo na expressao génica da célula.
Células tratadas apenas com oligofectamina, também foram utilizadas como
controle (mock). Para a obtengado da eficiéncia maxima na inibigdo da expressao
de USP2a, primeiramente foram padronizadas as concentracbes de
oligofectamina, dos oligonucleotideos e também o tempo de transfeccdo. Os
maiores niveis de inibicdo dos RNAs mensageiros de USP2a foram alcangados
com 100 nM de oligonucleotideos, 48 horas apos o inicio da transfec¢do. A Figura

21 representa um dos resultados de PCR quantitativo realizado para a verificagao
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dos niveis de RNAmM de USP2a nas células SCC-9 apéds transfecgdao com RNAI
por 48 horas, mostrando inibicado de aproximadamente 60%. Os niveis protéicos
de USP2a foram checados através de western-blotting apds 48 e 72 horas de
transfecgdo. Na Figura 22 pode ser observado o resultado de um experimento
representativo de western-blotting, no qual foi detectada uma discreta redugéo na
producao de USP2a no grupo tratado com o RNAi apés 72 horas. Houve também
uma discreta inibicdo na produgdo de FAS nas células SCC-9 tratadas com o
RNAIi para USP2a, o que foi observado tanto no periodo de 48 quanto no de 72
horas (Figura 22). Durante a transfecgao observamos que as células tratadas com
RNAI para USP2a ficaram mais alongadas em relagao ao controle (Figura 23). Foi
também possivel observar um grande numero de células mortas no meio de
cultura, como pode ser visto na Figura 23C.

As taxas de morte celular das células SCC-9 tratadas com RNAI para
USP2a foram avaliadas 48 e 72 horas apos a transfecgdo através de western-
blotting anti-PARP clivada (c-PARP) e 72, 96 e 120 horas apos a transfeccao
através da marcagao das células com iodeto de propidio e avaliacdo da
porcentagem de células na fase sub-G1, em citbmetro de fluxo. Como mostra a
Figura 22, foi possivel observar bandas para c-PARP nas células tratadas com
RNAI para USP2a tanto 48 quanto 72 horas apdés o inicio da transfeccao, as quais
nao foram observadas nos grupos controle. A analise da porcentagem de células
em sub-G1 revelou discreta indugao de morte celular nas células SCC-9 tratadas
com RNAI para USP2a, pois 120 horas apoés a transfec¢ao apenas 6% das células

encontravam-se em sub-G1 (Figura 24).
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Figura 21 — Resultado de reacdo de PCR quantitativo realizado para a verificacdo dos niveis de
RNAs mensageiros para USP2a nas células SCC-9 apés transfecgcdo com RNAIi especifico para
USP2a por um periodo de 48 horas. A quantidade relativa dos transcritos de USP2a foi
normalizada pelos niveis do gene referéncia GAPDH.
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Figura 22 — Reagbes de western-blotting para detec¢do de FAS, USP2a, PARP clivada (C-PARP)
e [B-actina nas células SCC-9 transfectadas com oligofectamina (mock), sequéncia controle de
RNAI (C) ou RNAI especifico para USP2a (RNAI). Para a deteccdo de USP2a, foram utilizados os
anticorpos que reconhecem a parte N-terminal da enzima. Observa-se uma discreta redugéo nas
quantidades da proteina FAS no grupo tratado com RNAi para USP2a, tanto em 48 como em 72
horas de transfeccdo. Uma diminuigdo dos niveis de USP2a foi observada 72 horas apés o inicio
da transfec¢do. Bandas para C-PARP foram detectadas nas células tratadas com RNAi para
USP2a apos 48 e 72horas. Anticorpos contra -actina foram usados como controle da quantidade
de proteina por canaleta dos géis.
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Figura 23 — Aspecto morfolégico das células SCC-9 transfectadas com 5 ug/ml de oligofectamina
(mock) (A), sequéncia de RNAI controle (B) ou sequéncia de RNAI especifica para USP2a (C), por
um periodo de 72 horas. A e B — Observam-se células com aspecto morfolégico normal em cultura
semi-confluente. C — As células transfectadas com a seqiiéncia de RNAI especifica para USP2a

apresentam-se mais alongadas e em menor quantidade do que nos controles apresentados em A
e B (Aumento original: 100x).
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Figura 24 — Porcentagem de células SCC-9 em apoptose (sub-G1) apds tratamento com RNAi
para USP2a por 72, 96 e 120 horas. O grupo controle, transfectado com seqiiéncia inespecifica de
RNAI por 120 horas, ndo apresentou células em apoptose. A inibicdo da expressao de USP2a nas
células SCC-9 causou leve indugdo de apoptose, pois menos de 10% das células estavam em
apoptose apos 120 horas de transfecgéo.
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5.9 — Efeito da DHT sobre a expressao de USP2a nas células SCC-9

Sabe-se que a expressdo de USP2a é regulada por androgenos em
células de cancer de prostata. Entretanto, ndo existem estudos na literatura sobre
a regulagao da expressao desta enzima em células derivadas de CECs bucais, o
que nos levou a realizar o tratamento das células SCC-9 com diferentes
concentracdes de DHT para verificar esta possibilidade. Como demonstrado na
Figura 25, apés tratamento com DHT, extracdo de RNA e realizagdo de RT-PCR
quantitativo com primers especificos para USP2a, nao foi possivel observar

diferencas significativas na expressdao dos RNAs mensageiros de USP2a nas

células SCC-9.
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
0 - :
1 10 100 1000

Controle 0,1

Expressao relativa de RNAs
mensageiros de USP2a (%)

Concentragido de DHT em nM

Figura 25 — Representacao grafica dos resultados de RT-PCR quantitativo para verificar os niveis
de RNAs mensageiros para USP2a apos tratamento das células SCC-9 com diferentes
concentracbes de DHT. Nao houve diferengas significativas na expressdao de USP2a em
comparagao com o grupo controle (tratado com etanol).
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5.10 — Efeito do EGF sobre a expressao de USP2a nas células SCC-9

A expressdao de FAS é estimulada por EGF em células LNCaP
(Swinnen et al., 1997b; Swinnen et al., 2000b; Myers et al., 2001; Heemers et al.,
2001; Van De Sande et al., 2002). Como nés demonstramos em trabalho prévio
(Agostini et al., 2004) que isto também acontece nas células SCC, decidimos
verificar aqui o efeito do EGF sobre a expressdo de USP2a nas células SCC-9
tratadas com diferentes concentracdes deste fator. Estas foram semeadas em
placas de 56,7 ou 150 cm? dependendo do experimento, e quando em
confluéncia de 60-70% carenciadas por 24 horas, tratadas com EGF e coletadas
24 ou 36 horas depois. Os niveis de RNAs mensageiros de USP2a foram
verificados através de RT-PCR quantitativo ou semi-quantitativo com primers
especificos para USP2a. A Figura 26A mostra imagem de gel de formaldeido-
agarose a 1,2% onde foram aplicadas as amostras de RNA extraidas e a Figura
26B representa graficamente o resultado de dois experimentos de RT-PCR
quantitativo independentes. E nitida a reducdo de aproximadamente 50% na
expressao de USP2a nas células tratadas com 1 ng/ml de EGF, assim como de
aproximadamente 80% nas tratadas com 10, 50 e 100 ng/ml deste fator, em
comparagdo com o controle. A significativa redugdo da expressdo dos RNAs
mensageiros de USP2a apds o tratamento com 100 ng/ml de EGF também pode

ser vista na Figura 27, num experimento de RT-PCR semi-quantitativo.
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Figura 26 — A — Gel de formaldeido-agarose a 1,2% onde foi aplicado 1ug de RNA de cada
amostra, constatando a integridade das mesmas pela presenc¢a das bandas de RNA ribossdmico
28S e 18S. B — Grafico que representa os resultados de dois experimentos de RT-PCR quantitativo
onde foram verificados os niveis de RNAs mensageiros para USP2a apds tratamento das células
SCC-9 com diferentes concentracbes de EGF. Nota-se uma reducédo de aproximadamente 50% na
expressdo dos RNAs mensageiros de USP2a nas células tratadas com 1ng/ml de EGF e de
aproximadamente 80% nas células tratadas com 10, 50 e 100ng/ml deste fator de crescimento.
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GAPDH

Figura 27 — Gel de agarose a 1,8% onde foram aplicados 16ul dos produtos de RT-PCR semi-
quantitativo realizado com 1ug de RNA. Observa-se grande redug¢édo na expressao de USP2a nas
células tratadas com 100ng/ml de EGF em comparagao com o controle. A amplificagdo do gene
referéncia GAPDH foi utilizada como controle interno das reagdes.

Apods a obtengao dos resultados da expressao dos RNAs mensageiros
de USP2a frente ao tratamento com EGF, as concentragdes de 1 pg/ml, 10 pg/ml,
100 pg/ml, 1 ng/ml e 100 ng/ml foram escolhidas para a avaliagdo dos niveis
protéicos de USP2a, FAS e EGFR das células tratadas. As células foram tratadas
como descrito anteriormente e coletadas 24 horas apoés o tratamento com EGF.
No experimento mostrado na Figura 28, os niveis de USP2a foram detectados
através dos anticorpos que reconhecem a parte C-terminal da enzima, bem como
anticorpos que reconhecem a parte N-terminal. Houve um discreto aumento na
producdo de USP2a nos grupos tratados com 10 pg/ml, 100 pg/ml e 1 ng/ml de
EGF em comparagao com o grupo controle, sendo observada uma ligeira redugao
dos niveis de USP2a no grupo tratado com 100 ng/ml do fator de crescimento.
Pode-se observar também que houve um aumento na produgdo de FAS nas
células tratadas com EGF, o qual foi dose dependente. Os niveis de EGFR se
mantiveram semelhantes nas células tratadas com 1 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml e
1 ng/ml de EGF, ocorrendo uma drastica redugéo no grupo tratado com 100 ng/ml.
A Figura 29 representa a analise densitométrica das bandas representadas na

Figura 28, normalizadas por B-actina.
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Figura 28 — Reacgbes de western-blotting para detecgdo de FAS, EGFR, USP2a e B-actina nas
células SCC-9 tratadas com diferentes concentracées de EGF. Anticorpos que reconhecem a parte
C-terminal e N-terminal de USP2a foram utilizados. Houve um aumento dose-dependente na
producédo de FAS. Os niveis de EGFR se mantiveram estaveis nos grupos tratados com 1 pg/ml,
10 pg/ml, 100 pg/ml e 1 ng/ml em comparagdo com o grupo controle, havendo uma drastica
reducdo nas células tratadas com 100 ng/ml de EGF. E possivel observar um discreto aumento na
produgdo de USP2a nas células tratadas com 1 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml e 1 ng/ml de EGF,
assim como uma ligeira redugéo das tratadas com 100 ng/ml, o que foi verificado com os dois
anticorpos utilizados. Anticorpos contra B-actina foram usados como controle da quantidade de

proteina por canaleta do gel.
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Figura 29 — Representagdo gréafica da produgcédo de FAS, EGFR e USP2a pelas células SCC-9
tratadas com diferentes concentragdes de EGF, feita a partir da analise densitométrica das bandas
do experimento mostrado na Figura 28, normalizadas pelos valores de B-actina. (DO: densidade
optica).

Foram também realizados experimentos nos quais as células foram
tratadas com 100 pg/ml ou 100 ng/ml de EGF (que estimulam ou inibem a
expressao de USP2a) por um periodo de 36 horas. Estes foram realizados com o
intuito de manter as células mais tempo em tratamento, para melhor avaliar seu
efeito sobre a quantidade das proteinas estudadas (no experimento anterior as
células foram coletadas apds o mesmo periodo de tempo utilizado para estudo
dos RNAs mensageiros). No experimento mostrado na Figura 30 pode-se
observar novamente que houve um discreto aumento na producdo de USP2a no

grupo tratado com 100 pg/ml de EGF e uma ligeira reducéo dos niveis de USP2a
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nas células tratadas com 100 ng/ml deste fator. Pode-se observar que houve um
aumento na quantidade de EGFR nas células tratadas com 100 pg/ml de EGF e
uma drastica redugdo com 100 ng/ml. Quantidades semelhantes de ErbB2 foram
observadas no grupo controle e no grupo tratado com 100 pg/ml de EGF, ao
passo que nas células tratadas com 100 ng/ml houve reducéo significativa nos

niveis deste receptor.
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Figura 30 — A — Reagdes de western-blotting para detecgdo de USP2a, EGFR, ErbB2 e B-actina
nas células SCC-9 tratadas com 100 pg/ml ou 100 ng/ml de EGF. Houve um discreto aumento dos
niveis de EGFR no grupo tratado com 100 pg/ml, em comparagdo com o grupo controle, e uma
drastica reducao nas células tratadas com 100 ng/ml de EGF. Os niveis de ErbB2 mantiveram-se
semelhantes no grupo controle e no grupo tratado com 100 pg/ml de EGF, enquanto que nas
células tratadas com 100 ng/ml houve uma redugéo significativa da quantidade deste receptor. E
possivel observar um discreto aumento na produgéo de USP2a nas células tratadas com 100 pg/mi
de EGF e uma ligeira redugao dos niveis de USP2a nas células tratadas com 100 ng/ml, o que foi
demonstrado tanto quando foram utilizados anticorpos dirigidos a parte C-terminal da enzima
quanto com os dirigidos contra a parte N-terminal. Anticorpos contra B-actina foram usados como
controle da quantidade de proteina por canaleta do gel. B — Analise densitométrica das bandas
correspondentes a USP2a, normalizadas por 3-actina.
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Finalmente, para verificar o efeito do tratamento com EGF nas células
SCC-9 sobre o grau de ubiquitinacao da enzima FAS, foram realizados ensaios de
degradacgéao proteossdmica in vitro com extratos protéicos de células tratadas com
100 pg ou 100 ng/ml de EGF (concentragdes que provocam grandes diferencas na
expressao dos RNAs mensageiros de USP2a). Este ensaio fornece as condi¢oes
experimentais que favorecem a ubiquitinacdo e degradacdo proteossémica ao
mesmo tempo que inibem protedlise através de outros sistemas enzimaticos
celulares. Na Figura 31A observamos o resultado de um destes ensaios, onde é
possivel notar a presenca de formas ubiquitinadas de FAS (FAS —-Ub), o que foi
confirmado por reacdes de western-blotting com anticorpos anti-Ub (Figura 31B).
Houve maior quantidade de formas ubiquitinadas de FAS nas células tratadas com
100 ng/ml de EGF (que apresentam quantidades reduzidas de USP2a). Neste
grupo foi também possivel observar degradacao de FAS nos periodos de 30 e 45
horas de incubagao, o que nao foi observado nos grupos controle ou tratado com
100 pg/ml de EGF. Aléem do mais, menor quantidade de formas ubiquitinadas de
FAS foram vistas no grupo tratado com 100 pg/ml de EGF, em comparagao com o
controle, sugerindo maior atividade de USP2a neste extrato. Este resultado é
representativo de trés experimentos independentes, sendo que os resultados dos

ensaios realizados com células tratadas por 24 ou 36 horas foram semelhantes.
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Figura 31 — A - Ensaio de degradacdo proteossOmica in vitro no qual foram utilizados extratos
protéicos das células SCC-9 tratadas com 100 pg/ml ou 100 ng/ml de EGF, assim como células
controle ndo tratadas. As amostras foram incubadas a 37°C por 20, 30 ou 45 horas, os produtos
aplicados em géis de poliacrilamida-SDS a 6%. Além da banda que representa FAS (~ 250kDa), é
possivel observar bandas em posi¢cao mais alta, as quais representam formas ubiquitinadas de
FAS (FAS-Ub). O grupo tratado com 100 ng/ml de EGF apresentou uma maior quantidade de
formas ubiquitinadas de FAS. Também no mesmo grupo, foi possivel observar que houve
degradacgéo de FAS nos periodos de 30 e 45 horas, o que néo foi verificado nos grupos controle e
no tratado com 100 pg/ml de EGF. Anticorpos contra B-actina foram usados como controle da
quantidade de proteina por canaleta do gel. B — Reac&o de western-blotting com anticorpos anti-
Ub em membrana contendo as amostras do grupo controle, a qual passou por um processo de
stripping apds a reacao de western-blotting para FAS.

77



5.11 — Construgcao EGFP-USP2a-HA

Com o intuito de se obter uma construgdo com a forma selvagem de
USP2a associada a uma etiqueta fluorescente, para estudos de localizacéo
intracelular desta enzima, o gene que codifica USP2a associado a etiqueta HA foi
clonado no plasmideo pEGFP-C3. Como resultado, foi obtida uma construgao na
qual o gene de USP2a apresenta a etiqueta fluorescente EGFP na sua parte N-
terminal e a etiqueta HA na sua parte C-terminal. Na Figura 32 observamos o DNA
plasmidial purificado de 18 colénias bacterianas transformadas com a construcao,
que foram digeridos com as enzimas de restricdo Xhol e Baml. As amostras
correspondentes as canaletas 2 e 16 foram sequenciadas, o que confirmou a
presenga do inserto correto. A Figura 33 mostra células LNCaP em cultura,
transfectadas de maneira transitéria por 12 horas com a construcdo pEGFP-
USP2a-HA. E possivel observar nas Figuras 33B e 33C a expressdo da proteina
EGFP-USP2a-HA pelas células transfectadas. Esta proteina foi também detectada
através de western-blotting com anticorpos anti-HA ou anti-GFP (Figura 34). As
bandas reconhecidas por ambos os anticorpos apresentam a mesma massa
molecular (~90kDa), que corresponde a soma das massas moleculares de USP2a
com HA e EGFP. Os anticorpos anti-HA revelaram bandas com massa molecular
menor, provavelmente correspondentes as formas de USP2a clivadas (Figura 34),

onde a parte C-terminal da proteina foi reconhecida.
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Figura 32 — Gel de agarose a 1,2% onde foram aplicadas amostras de DNA plasmidial purificadas
de 18 colbnias bacterianas, as quais foram digeridas com as enzimas de restricdo Xhol e Baml.
Observa-se que a maioria das amostras apresenta os fragmentos correspondentes ao vetor
pEGFP-C3 (~ 4000pb) e a dois fragmentos de USP2a (~ 1700pb e ~ 500pb) digeridos.
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Figura 33 — A — Células LNCaP transfectadas de forma transitéria com a construgdo pEGFP-
USP2a-HA. B — Imagem da proteina EGFP associada a parte N-terminal da enzima USP2a
expressa pelas células LNCaP. C — Sobreposigédo das imagens A e B (Aumento original: 200x)
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Figura 34 — Reacdo de western-blotting para deteccdo de EGFP-USP2a-HA em células LNCaP
transfectadas por 12 horas com a construcdo pEGFP-USP2a-HA ou com o plasmideo vazio
(PEGFP-C3). Observa-se que as bandas detectadas com os anticorpos anti-HA e anti-GFP
apresentam massa molecular semelhante (~90kDa), correspondente ao peso molecular de USP2a
acrescido das etiquetas EGFP e HA. As mesmas bandas ndo foram detectadas nas células
transfectadas com o plasmideo vazio. E possivel observar bandas de peso molecular menor na
canaleta incubada com anti-HA, que provavelmente correspondem a USP2a clivada, contendo

apenas a parte C-terminal.
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5.12 — Co-imunoprecipitacao de USP2a e clatrina in vivo

Experimentos prévios de cromatografia de afinidade e co-
imunoprecipitagado in vitro, realizados no laboratério do Dr. Massimo Loda, no
Dana-Farber Cancer Institute, sugerem que a proteina clatrina se ligue a USP2a.
Na tentativa de co-imunoprecipitar in vivo USP2a e clatrina enddgenas, foram
realizadas reagdes de imunoprecipitacdo com extrato protéico de células LNCaP,
as quais foram mantidas em meio de cultura livre de metionina e posteriormente
marcadas com 25 pCi/ml de metionina **S por quatro horas em meio de cultura
contendo 20 yM de MG-132 ou quantidade equivalente de DMSO, para que fosse
realizado o bloqueio do proteossomo. Imunoprecipitagdo de FAS foi utilizada como
controle positivo, pois ja estava padronizada e funcionando de maneira adequada.
Como pode ser observado na Figura 35, que representa um dos experimentos
realizados, o anticorpo anti-USP2a N-terminal n&do funciona em reacdes de
imunoprecipitagcdo. Entretanto, a proteina clatrina foi imunoprecipitada (banda com
~ 190 kDa), mas ndo houve co-imunoprecipitacdo de USP2a ou mesmo de outra

proteina.
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Figura 35 — Reagbes de imunoprecipitacdo realizadas com extratos de células LNCaP (500 ug de
proteina) marcadas com 25 uCi/ml de metionina ®s e anticorpos anti-FAS, anti-USP2a-N-terminal
e anti-clatrina. A incubagao dos extratos com IgG de camundongo e de coelho foi utilizada como
controle negativo das reagbes. As proteinas imunoprecipitadas foram eluidas e aplicadas em gel
gradiente de poliacrilamida-SDS (4-12%), que foi seco e exposto a filme radiografico por 48 horas.
O anticorpo anti-USP2a néo foi capaz de imunoprecipitar esta enzima. Observa-se a presenca de
banda na altura de 250 kDa, que corresponde a FAS em reacgéo utilizada como controle positivo do
experimento. A proteina clatrina foi imunoprecipitada (banda na altura de 190 kDa), no entanto,

nao houve co-imunoprecipitagcdo de USP2a ou de outra proteina.
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Como nao foi possivel a co-imunoprecipitacdo de USP2a e clatrina
endégenas, foi realizada a transfecgao das células LNCaP com a construgao
pDEST-USP2a-FLAG (contendo tanto a forma selvagem como a mutante de
USP2a) ou com o plasmideo vazio. Extratos protéicos destas células foram
incubados com anti-FLAG M2 affinity gel e as proteinas imunoprecipitadas
aplicadas em gel gradiente de poliacrilamida-SDS, que foi seco e exposto a filmes
radiograficos. A Figura 36 representa o resultado de um dos experimentos
realizados onde pode-se observar que a proteina USP2a-FLAG foi
imunoprecipitada, tanto na forma selvagem como mutada. E possivel identificar
uma banda na altura de 190 kDa, tanto no extrato das células transfectadas com
USP2a selvagem como mutante, no entanto, uma banda na mesma altura na
canaleta com o extrato protéico das células transfectadas com o plasmideo vazio
também esta presente. Nao foi possivel, portanto, co-imunoprecipitar in vivo
USP2a e clatrina. Além dos resultados mostrados aqui, foram realizadas varias
outras tentativas de co-imunoprecipitacdo, também em outras células como AR-
iPrEC e SCC-9 que expressam estavelmente USP2a-HA, utilizando anticorpos
anti-HA, bem como através de transfeccdes transitérias em células LNCaP com a
construcao pEGFP-USP2a-HA e imunoprecipitagcdo com anticorpos anti-HA e anti-

GFP, porém, nenhum resultado positivo foi obtido.
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Figura 36 — Reacgbes de imunoprecipitagao realizadas com extratos de células LNCaP (500 ug de
proteina) transfectadas com as construgbes contendo as formas selvagem e mutada de USP2a
associadas a etiqueta FLAG ou com o plasmideo vazio. Apés transfecgao transitéria por 12 horas,
as células foram marcadas com 25uCi/ml de metionina **S. Os extratos foram incubados com anti-
FLAG M2 affinity gel. Uma reacdo onde nao foi adicionado extrato protéico foi utilizada como
controle negativo. As proteinas imunoprecipitadas foram eluidas e aplicadas em gel gradiente de
poliacrilamida-SDS (4-12%), que foi seco e exposto a filme radiografico por 48 horas. Observa-se
que as formas selvagem e mutada de USP2a associadas a etiqueta FLAG foram
imunoprecipitadas (bandas na altura de 69kDa), no entanto ndo houve co-imunoprecipitagdo da
proteina clatrina. E possivel observar bandas na altura do peso molecular de 190kDa (peso
molecular da clatrina), mas a mesma banda esta presente no controle negativo.
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5.13 - Co-localizagdo das proteinas USP2a e clatrina através de

imunofluorescéncia

Na tentativa de co-localizar USP2a e clatrina, foram realizadas duplas
marcagoes com reacdes de imunofluorescéncia usando os anticorpos anti-HA e
anti-clatrina. Na Figura 37 pode ser observado o resultado da imunofluorescéncia
realizada nas células AR-IPrEC-USP2a-HA. Um padrdao de marcagao
citoplasmatico, com alguns granulos de intensa positividade foi observado para
USP2a-HA (Figura 37A). A Figura 37B representa a marcagao da proteina clatrina,
que também apresenta um padrao de marcagao citoplasmatico em granulos.
Quando as imagens foram sobrepostas (Figura 37D), foi possivel observar a
presenga de pontos amarelos sugerindo a co-localizagdo de USP2a e clatrina. A
Figura 38 representa a mesma reagcdo de imunofluorescéncia descrita
anteriormente para as células AR-iIPrEC-USP2a-HA, agora realizada em células
SCC-9-USP2a-HA. O mesmo padrdo de marcagéao foi observado (Figuras 38A e
B), com uma marcagéao intensa para USP2a-HA na regido perinuclear de algumas
células. Também houve co-localizagdo de USP2a e clatrina (Figura 38D). A Figura
39 mostra o resultado de reagao de imunofluorescéncia na qual as células SCC-9-
USP2a-HA foram tratadas com 100ng/ml de EGF por 10 minutos, para estimular o
processo de endocitose mediado por clatrina. Apés o tratamento com EGF, é
possivel observar uma distribuicdo mais homogénea de USP2a-HA no citoplasma
da célula (Figura 39A), ndo havendo forte intensidade da marcagcado na regiao
perinuclear como observado na Figura 38A. Observam-se granulos mais evidentes
na marcagao para clatrina em comparagéo com a Figura 38B. Quando as imagens
das reacgdes feitas para USP2a-HA e clatrina foram sobrepostas, foi possivel
observar novamente a co-localizagdo das mesmas, evidenciada pelos pontos

amarelos (Figura 39D).
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Figura 37 — Reacdes de imunofluorescéncia dupla realizadas nas células AR-IPrEC-USP2a-HA.
Em A observa-se a marcagao citoplasmatica da proteina USP2a-HA com anticorpos anti-HA e
anticorpos secundarios conjugados com FITC. O mesmo padrdo de marcacao foi observado para a
proteina clatrina (B), onde foram utilizados anticorpos anti-clatrina e anticorpos secundarios
conjugados com Texas Red. Em C podem ser vistos os nucleos contra-corados com Hoechst. Em
D, na sobreposicdo das imagens A e B, podem ser observados pontos amarelados que
demonstram a co-localizagao de USP2a e clatrina. (Aumento original: 630x).
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Figura 38 — Reagdes de imunofluorescéncia dupla realizadas nas células SCC-9-USP2a-HA. Em A
observa-se a marcacao citoplasmatica da proteina USP2a-HA com anticorpos anti-HA e anticorpos
secundarios conjugados com FITC, principalmente na regido perinuclear. O mesmo padrdo de
marcacgao foi observado para a proteina clatrina (B), onde foram utilizados anticorpos anti-clatrina e
anticorpos secundarios conjugados com Texas Red. Em C podem ser vistos os nucleos contra-
corados com Hoechst. Em D, na sobreposi¢cédo das imagens A e B, podem ser observados pontos
amarelados que demonstram a co-localizacdo de USP2a e clatrina, os quais podem ser melhor
observados em E (Aumento original: 630x).
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Figura 39 — Reagbes de imunofluorescéncia dupla realizadas nas células SCC-9-USP2a-HA
tratadas com 100 ng/ml de EGF por 10 minutos. Em A observa-se a marcagéo citoplasmatica da
proteina USP2a-HA com anticorpos anti-HA e anticorpos secundarios conjugados com FITC. O
mesmo padrdo de marcagdo foi observado para a proteina clatrina, onde foram utilizados
anticorpos anti-clatrina e anticorpos secundarios conjugados com Texas Red, com forte marcagéo
na célula em mitose (B). Em C podem ser vistos os nucleos contra-corados com Hoechst. Em D,
na sobreposigdo das imagens A e B podem ser observados pontos amarelados que demonstram a
co-localizagdo de USP2a e clatrina, os quais podem ser melhor observados em E (Aumento
original: 630x).
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Com o objetivo de verificar a distribuicdo intracelular de USP2a na
auséncia ou presenga de altas concentracbes de EGF, células LNCaP foram
diretamente plagueadas em laminulas de vidro colocadas em placas de cultura e
apoés 24 horas transitoriamente transfectadas com a construcdo pEGFP-USP2a-
HA, sendo tratadas ou ndo com 100ng/ml de EGF por 10 minutos. Antes da
fixagdo com paraformoldeido a 4%, realizou-se a marcagdo das membranas
celulares com a toxina B da colera marcada com corante fluorescente vermelho
(CLTxB). A Figura 40 mostra a expressao de EGFP-USP2a-HA nas células
LNCaP, mostrando fluorescéncia em todo o citoplasma (Figura 40A). Quando esta
imagem foi sobreposta a imagem das células com as membranas celulares
marcadas com CLTxB (Figura 40D), observamos que USP2a pode estar
localizada na membrana celular. Em consequéncia do tratamento com 100ng/ml
de EGF, a expressdo de EGFP-USP2a-HA foi em forma de estruturas granulares
maiores, observadas em toda a extensao do citoplasma (Figura 41A), diferente do

que foi observado nas células n&o tratadas com EGF.
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Figura 40 — Expressdo de EGFP-USP2a-HA em células LNCaP transfectadas transitoriamente
com a construcdo pEGFP-USP2a-HA. Observa-se presenca de EGFP-USP2a-HA em toda a
extensdo do citoplasma (A). Evidenciagdo das membranas celulares com CLTxB marcada com
corante fluorescente vermelho (B). Em C podem ser vistos os nucleos contra-corados com Hoechst.
Quando as imagens A e B sdo sobrepostas, é possivel observar que EGFP-USP2a-HA também
esta presente na membrana celular (D) (Aumento original: 630x).



C

Figura 41 — Expressdo de EGFP-USP2a-HA em células LNCaP transfectadas transitoriamente
com a construgdo pEGFP-USP2a-HA e tratadas com 100 ng/ml de EGF por 10 minutos. EGFP-
USP2a-HA é expressa em granulos presentes em toda a extenséo do citoplasma (A). Evidenciagao
das membranas celulares com CLTxB marcada com corante fluorescente vermelho (B). Em C
podem ser vistos os nucleos contra-corados com Hoechst. Em D, sobreposicéo das imagens A e B
(Aumento original: 630x).
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5.14 — Modulacgao da producao de clatrina em células AR-iPeRC e NIH3T3

que super-expressam USP2a
Com o intuito de verificar se a super-expressao de USP2a é capaz de
induzir aumento na expressao de clatrina, a producéo desta proteina foi verificada
através de reagdes de western-blotting nas linhagens celulares AR-IPrEC,

NIH3T3, HeLa e SCC-9 que expressam estavelmente a enzima USP2a selvagem.
Um aumento na expresséo de clatrina foi observado nas linhagens AR-IPrEC e

NIH3T3 que super-expressam USP2a, em comparagdo com as mesmas linhagens
trasnfectadas apenas com o plasmideo vazio (Figura 42). Nao foram observadas

alteragdes na producgao de clatrina nas outras linhagens testadas.

B Clatrina

W T S O-octina

Figura 42 — Reacbes de western-blotting para deteccdo de clatrina e B-actina em extratos
das ceélulas AR-iPrEC-USP2a-HA, AR-iPrECpBABE, NIH3T3-USP2a-FLAG ou
NIH3T3pHE482. Anticorpos contra B-actina foram usados como controle da quantidade de proteina

protéicos
por canaleta do gel. Observa-se um aumento na producdo de clatrina nas células que super-
expressam USP2a, em comparagédo com as células transfectadas apenas com o plasmideo vazio.
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5.15 — Regulacao de clatrina e EEA1 por andrégenos em células LNCaP

Sabe-se que a expressao de FAS e USP2a é regulada por andrégenos
em ceélulas derivadas de cancer de préstata (Graner et al.,, 2004). Existe um
trabalho na literatura mostrando que a expressdo dos RNAs mensageiros de
clatrina também pode ser regulada por andrégenos (Prescott & Tindall, 1998).
Para verificar se os niveis protéicos de clatrina, do early endosome antigen 1
(EEA1) e de Rab5 (envolvidos na endocitose mediada por clatrina e utilizados
como marcadores para o estudo deste processo) também sao regulados por
androgeno, foram realizadas reagdes de western-blotting com extratos protéicos
de células LNCaP tratadas com a concentragdo 10 nM de DHT por 24, 48 ou 72
horas. O resultado destes experimentos pode ser observado na Figura 43, onde é
possivel verificar um aumento na producdao de FAS, clatrina, EEA1 e USP2a
decorrente do tratamento com DHT. Nao foi observada modulagao nas bandas de
Rab5 apos o tratamento com DHT. Estes resultados demonstram que as proteinas

clatrina e EEA1 também s&o reguladas por andrégeno nas células LNCaP.
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Figura 43 — Reagbes de western-blotting para detecgéo de FAS, clatrina, EEA1, RA, USP2a, Rab5
e B-actina em extratos protéicos das células LNCaP tratadas com 10 nM de DHT por 24, 48 ou 72
horas. Anticorpos contra B-actina foram usados como controle da quantidade de proteina por
canaleta do gel. Observa-se um aumento na produgédo de FAS, clatrina, EEA1, RA e USP2a apos
o tratamento com DHT. N&o houve diferenga na produgédo de Rab5.
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6 — Discussao

A conjugacdao de Ub a proteinas intracelulares representa um
mecanismo importante na regulagdo de varios processos celulares. Dentre estes a
progressao do ciclo celular e transdugdo de sinal, transporte de proteinas da
membrana plasmatica para o interior da célula, controle de qualidade das
proteinas no reticulo endoplasmatico, regulagdo da transcrigdo e crescimento
celular. O papel da ubiquitinagdo na maioria destes processos & promover a
degradacgao de proteinas especificas. Um complexo enzimatico € responsavel por
adicionar ou remover moléculas de Ub dos substratos protéicos (Hershko &
Ciechanover, 1998; Pickart, 2001). A conjugagdo de Ub aos substratos é
catalizada pela agao das enzimas ativadoras de Ub (E1), conjugadoras de Ub (E2)
e ligadoras de Ub (E3). As proteinas podem ser modificadas em um unico ou em
multiplos residuos de lisina pela adigdo de uma unica molécula ou cadeias de Ub.
O destino de uma proteina marcada pela conjugacao de Ub depende em parte do
tamanho do oligbmero(s) de Ub e da configuracao da ligacdo Ub-Ub nas cadeias
adicionadas. A adi¢cdo de quatro ou mais ubiquitinas, ou seja, poliubiquitinacéo, na
qual a porgao C-terminal de uma Ub esté ligada a lisina*® da Ub seguinte, promove
uma eficiente ligacdo da proteina modificada ao proteossomo 26S, onde ira
ocorrer a degradacao do substrato em pequenos peptideos e a reciclagem das
moléculas de Ub (Pickart, 2001). No entanto, a adigdo de uma unica molécula de
Ub (monoubiquitinagdo) ou a adicdo de cadeias curtas de Ub, onde a ligagdo Ub-
Ub esta na lisina®®, pode ter uma variedade de conseqiiéncias que ndo incluem a
degradacao pelo proteossomo. A monoubiquitinagéo de proteinas localizadas na
membrana plasmatica resulta em sua internalizagdo por endocitose e degradagao
pelo lisossomo (Hicke, 2001; Dupre et al., 2001).

Apesar de estar ligada a proteinas celulares que sao rapidamente
degradadas, a molécula de Ub apresenta meia-vida longa in vivo (Haas & Bright,
1987). Este fato se deve a eficiente remocéo de Ub dos substratos realizada
pelas enzimas desubiquitinantes (DUBs), que removem as etiquetas de Ub das

proteinas condenadas a degradacdo. Quando ocorre antes da degradagdo do
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substrato nos proteossomos ou lisossomos, a remog¢ao de moléculas de Ub pelas
DUBs regula negativamente a degradacado protéica. Grande parte das DUBs
pertence a familia das USPs, que apresenta mais de 50 membros descritos até o
momento. Embora essas proteases apresentem similaridades tanto sequenciais
como estruturais em seus sitios cataliticos, divergéncias notaveis sdo encontradas
tanto em seus dominios N como C-terminal, as quais provavelmente sao
responsaveis pela especificidade de seus substratos (Nijman et al., 2005a). No
entanto, até o momento séo poucas as interagdes DUBs-proteina alvo conhecidas.
A enzima desubiquitinante HAUSP (USP7) é reguladora de p53 e Mdm2
(Cummins & Vogelstein, 2004; Li et al., 2004). O produto protéico do gene
supressor de tumor da cilindromatose familiar (CYLD), uma DUB que pertence a
classe das USPs, modula a atividade do fator nuclear kB (Kovalenko et al., 2003).
USP2a esta associada com a remoc¢ao de Ub da enzima FAS, estabilizando-a em
células de cancer de prostata, funcionando em nivel pré-proteossémico,
prevenindo sua degradacao (Graner et al., 2004). Stevenson et al. (2007), em
trabalho recente, mostraram que Mdm2 é também alvo da ag&do desubiquitinante
de USP2a, inclusive promovendo uma maior estabilizagao desta proteina do que a
prépria USP7, resultando em um aumento na degradagao de p53.

Graner et al. em 2004, com o intuito de identificar enzimas
desubiquitinantes com fung&o pré-proteossémica reguladas por andrégenos na
prostata, clonaram os homodlogos humanos das DUBs Ubp69 e Ubp45,
previamente identificadas em testiculos de ratos (Lin et al., 2000). Os genes
homologos humanos estdo localizados no cromossomo 11923.3 e foram
denominados USP2a (homodlogo de Ubp-69, Genebank # NM004205) e USP2b
(homologo de Ubp-45, Genebank # AF440755). Estas duas variantes sé&o
formadas a partir de splicing alternativo, a partir de um gene formado por 15 éxons
contendo 29125 pb. Graner et al. (2004) demonstraram que USP2a se liga
especificamente em FAS (que foi identificada pela primeira vez, neste mesmo
trabalho, como um substrato para os proteossomos), evitando sua destruicao

proteolitica e consequentemente prolongando sua meia vida dentro de células
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humanas derivadas de cancer de prostata. A super-expressao de FAS é descrita
em um grande numero de tumores, incluindo carcinomas espinocelulares (CECs)
de boca (Krontiras et al., 1999; Agostini et al., 2004, Silva et al., 2004), sendo
considerada como um marcador para o prognostico do cancer de prostata
(Epstein et al., 1995), de mama (Alo et al., 1996), de ovario (Gansler et al., 1997;
Alo et al., 2000), de célon (Visca et al., 1999), melanoma (Innocenzi et al., 2003) e
também sarcomas de tecidos moles (Takahiro et al., 2003). De acordo com Baron
et al. (2004), tumores que expressam grandes quantidades de FAS apresentam
um comportamento biolégico mais agressivo, pois a atividade desta enzima
proporciona vantagens seletivas para o crescimento celular. Diversos estudos
mostram que inibidores especificos da atividade de FAS s&o capazes de inibir a
proliferacdo celular, através do bloqueio da sintese de DNA durante a fase S, o
que leva posteriormente as células a morte por apoptose (Furuya et al., 1997,
Pizer et al., 1998b; Li et al., 2001). Apesar da inibicdo da atividade de FAS resultar
na morte de células tumorais e na diminuicdo do tamanho de tumores em modelos
animais (Pizer et al., 1996a; Furuya et al., 1997), sua aplicagéo in vivo talvez
possa resultar em efeitos indesejaveis como anorexia e perda de peso (Clegg et
al., 2002), além de apresentar sério potencial teratogénico (Chirala et al., 2003).
Graner et al. (2004) sugerem que USP2a poderia ser um alvo terapéutico
alternativo, interferindo indiretamente na funcdo de FAS. Stevenson et al. (2007)
também acreditam que USP2a represente um alvo em potencial para intervengdes
terapéuticas, pois a inibicdo de USP2a levaria a degradacao de Mdm-2 e a
reativagao de p53 nas células que apresentam o tipo selvagem desta proteina.
Neste trabalho, foram utilizadas as linhagens celulares derivadas de CECs
bucais SCC-4, -9, -15 e -25 para investigar a expressdo da enzima
desubiquitinante USP2a e melhor entender o seu papel biolégico, pois em nossa
pesquisa anterior (Agostini et al., 2004) demonstramos que FAS €& expressa por
estas mesmas células e essencial para a proliferacdo. As linhagens que
apresentaram as maiores quantidades de RNAs mensageiros para USP2a foram a

SCC-4 e -15. E interessante observar que, apesar das quatro linhagens estudadas
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produzirem quantidades semelhantes do produto protéico de USP2a, quando se
utilizou os anticorpos anti-core ou anti-USP2a N-terminal, foram detectadas
quantidades um pouco maiores nas linhagens SCC-9 e -25, as quais também
apresentam as maiores quantidades de FAS (Agostini et al., 2004). Esta
observacdo sugere que USP2a também possa estabilizar FAS em células de
cancer bucal, como ocorre nas células LNCaP (Graner et al., 2004). Quanto a
expressao de USP2b, foram observadas quantidades muito maiores de RNAs
mensageiros nas linhagens SCC-9 e -25 do que nas linhagens -4 e -15,
entretanto, pouca proteina foi detectada. A partir dos resultados obtidos em
nossos experimentos, € possivel concluir que ndo existe uma relagao direta entre
a quantidade dos RNAs mensageiros e das proteinas USP2a e USP2b nas células
SCC. Gousseva & Baker (2003) realizaram estudo da expressdo de Ubp-45
(USP2b em humanos) e Ubp-69 (USP2a em humanos) em diferentes tecidos de
camundongo e também observaram discrepancias entre os niveis de RNAs
mensageiros de Ubp-69 e da proteina correspondente. Os autores detectaram
esta proteina na maioria dos tecidos analisados, enquanto que os RNAs
mensageiros estavam presentes em grandes quantidades apenas nos testiculos e
no musculo esquelético e cardiaco. Por outro lado, os RNAs mensageiros de Ubp-
45 foram encontrados em todos os tecidos estudados, exceto no pulmao e no
baco, entretanto, ndo conseguiram detectar a proteina. Nossos resultados também
sugerem um padrdao antagonico de expressdao de USP2a e USP2b nas células
SCC. Uma regulacado antagbnica entre as enzimas Ubp69 e Ubp45 ja foi descrita
por Lin et al. (2000) durante a espermatogénese em ratos e por Park et al. (2002)
na diferenciagdo miogénica de células embrionarias de rato, onde controla a fusédo
de membranas e a produgdo de proteinas musculo-especificas.

Até o presente momento, ndo ha dados sobre a expressdo de USP2a e
USP2b em células epiteliais humanas. Gousseva & Baker (2003) descreveram
uma expressdo muito alta da proteina Ubp-69 em células epiteliais da pele de
camundongos. Os estudos imunohistoquimicos realizados por estes autores

mostraram que tanto Ubp-69 e Ubp-45 estao localizadas no citoplasma, o que foi
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confirmado através de microscopia confocal em células COS-7 que super-
expressavam as duas isoformas. Na presente pesquisa, a localizagao intracelular
de USP2a foi estudada nas células SCC-9 que super-expressam de forma estavel
USP2a selvagem ligada a etiqueta HA (os anticorpos comerciais disponiveis para
USP2a nao funcionam em reagdes de imunohistoquimica/imunocitoquimica). Apds
analise em microscépio confocal, foi possivel observar USP2a no citoplasma,
sendo que algumas células apresentaram forte marcagdo na regido perinuclear.
Este resultado esta em concordéncia com os achados de Gousseva & Baker
(2003), que descreveram um padrao de marcacgao citoplasmatica para Ubp-69 nos
diferentes tecidos de camundongo estudados e uma positividade intensa na regiao
perinuclear de células musculares.

Graner et al. (2004) demonstraram que a transfecgdo transitoria de
células LNCaP com um vetor plasmidial contendo a forma selvagem de USP2a
(USP2aWT) ocasionou aumento da quantidade da proteina FAS, ao passo que as
células transfectadas com o vetor contendo USP2a mutante (USP2aM)
apresentaram diminuigdo na quantidade desta proteina. Estes resultados sugerem
um efeito protetor de USP2a sobre FAS, aumentando a meia vida desta ultima. A
construcdo mutante utilizada no experimento realizado por estes autores
apresenta o cDNA de USP2a mutado, com a troca da cisteina por alanina no sitio
catalitico (A276, Cys-Ala). Sabe-se que mutagdes no Cys box tém sido utilizadas
para obter isopeptidases cataliticamente inativas, as quais freqlientemente atuam
como dominantes negativos (DeSalle & Pagano 2001, Li et al. 2002, Naviglio et al.
1998). Assim, a proteina exdgena inativa, competiria com a endogena, levando a
uma menor desubiquitinagdo e, consequentemente, maior degradagdo de FAS.
Neste trabalho, a linhagem SCC-9 foi transfectada de forma estavel com as
mesmas construcdes utilizadas no trabalho de Graner et al. (2004), as quais foram
criadas no vetor pcDNA 3.1. Os niveis da proteina USP2a e dos seus RNAs
mensageiros nestes transfectantes estaveis foram maiores nos clones SCC-QWT
e SCC-9M do que no clone SCC-9 pcDNA (transfectado com o vetor vazio) e na

linhagem normal parental (SCC-9N). Ao contrario do que esperavamos, tanto os
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clones obtidos das transfeccbes com USP2a selvagem como mutante
apresentaram maior proliferacdo do que as linhagens SCC-9N e SCC-9pcDNA.
Considerando a acdo de USP2a sobre FAS (Graner et al., 2004) e sobre Mdm2
(Stevenson et al., 2007), sua super-expressdo deveria causar um aumento na
proliferacdo celular. Entretanto, em recente artigo, Priolo et al. (2006)
demonstraram que a super-expressao de USP2a em células epiteliais de prostata
nao transformadas (AR-iPrEC) ndo aumentou a taxa de proliferagdo, apesar de
favorecer o aparecimento de propriedades oncogénicas in vitro, tais como
crescimento em soft agar e formagao de colbénias. As coldnias das células com a
expressao forcada de USP2a selvagem apareceram em maior numero e foram
maiores do que aquelas produzidas pelas células que super-expressavam o
mutante ou as células parentais. Foi também possivel observar em nossos
resultados que, em comparagao com o grupo controle, transfectado apenas com o
plasmideo vazio, houve um aumento na quantidade de FAS nas células
transfectadas com USP2a selvagem ou mutante, fato que ndo conseguimos
explicar.

Durante o estagio no laboratério do Dr. Massimo Loda no Dana-Farber
Cancer Institute, células SCC-9 foram infectadas com o vetor retroviral pBABE
contendo os cDNAs de USP2a selvagem ou mutante associados a etiqueta HA. O
mutante tem a cisteina do sitio catalitico na regido do Cys Box trocada por alanina
(A276, Cys-Ala), assim como a histidina trocada por arginina no His Box (A549,
His-Arg). Estas mesmas construgdes foram utilizadas no trabalho de Priolo et al.
(2006) para a infecgédo das células AR-IPrEC. No presente trabalho, baseados nas
reacdes de western-blotting anti-HA e no fato de que alguns clones infectados com
USP2a mutante pareciam proliferar menos, foram realizadas curvas de
proliferacéo e analise do ciclo celular. Nao houve vantagem na proliferagao celular
das células infectadas com USP2a selvagem em relagdo as células infectadas
com o plasmideo vazio, de maneira semelhante ao observado nos clones de SCC-
9 transfectados com as construgdes no vetor pcDNA. Priolo et al. (2006),

utilizando as mesmas construgdes, também nao detectaram vantagem proliferativa
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nas células AR-IPrEC infectadas com USP2a selvagem. Na verdade, o que
ocorreu foi uma redugcdo na taxa de proliferacdo das células SCC-9 infectadas
com USP2a mutante, o que ndo aconteceu nos clones de SCC-9 transfectados
com o mutante de USP2a clonado no vetor pcDNA 3.1 (com apenas uma mutagao
em Cys Box). A analise do ciclo celular em citdmetro de fluxo demonstrou que a
linhagem infectada com USP2a mutante tem uma menor porcentagem de células
nas fases S e G2/M do que os controles. Ja as células infectadas com USP2a
selvagem apresentaram um discreto aumento do numero de células na fase S, em
comparagao com os controles. Em conjunto, estes resultados sugerem que a
infeccdo das células SCC-9 com USP2a mutante reduz a proliferagéo,
provavelmente pelo efeito dominante negativo que ocasionou uma menor
desubiquitinagado e, consequentemente, maior degradagao de FAS.

Utilizando oligonucleotideos anti-sense e RNAi para USP2a, Graner et
al. (2004) demonstraram que a inibicdo da expressdao de USP2a em células
LNCaP leva a uma diminuigdo dos niveis protéicos de FAS e induz apoptose. Em
nossos experimentos de RNAi com as células SCC-9, a maior inibicdo dos RNAs
mensageiros de USP2a ficou em torno de 60%, alcangada 48 horas apés a
transfeccao. Priolo et al. (2006) utilizaram a mesma sequéncia de RNAI para inibir
a expressdo de USP2a em trés linhagens derivadas de cancer de prostata e
obtiveram resultados semelhantes. Como consequéncia, os niveis protéicos de
USP2a foram reduzidos, assim como houve discreta diminuicdo na quantidade de
FAS. Curiosamente, a inibicdo de USP2a nas células SCC-9 através de RNAi nao
resultou em significativa indugdo de apoptose, como ocorreu nas células LNCaP
nos experimentos realizados por Graner et al. (2004) e por Priolo et al. (2006). A
inibicdo de USP2a nas células de cancer de prostata LNCaP, DU145 e PC-3
provocou apoptose em diferentes intensidades: as células LNCaP foram as que
apresentaram as taxas de apoptose mais altas, chegando a aproximadamente
50% apdés 120 horas de tratamento, ao passo que nas células DU145 e PC-3,
estas foram mais baixas (Priolo et al., 2006). Estes autores sugeriram que estas

diferencas podem estar relacionadas aos diferentes niveis protéicos de FAS
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encontrados nestas linhagens ou a funcionalidade de p53, pois a apoptose
ocasionada pelo silenciamento de USP2a pode ser consequéncia da
desestabilizacdo de FAS (Graner et al., 2004) e Mdm2 (Stevenson et al., 2007).
Priolo et al. (2006) também avaliaram, através da técnica GSEA (gene set
enrichment analysis), a expressao de grupos de genes em tumores de prostata
com baixa e alta expressdo de USP2a. Nos tumores com altos niveis de USP2a,
foi detectada alta expressdo de genes anti-apoptéticos. Por outro lado, nos
tumores com baixos niveis de USP2a, os genes que apresentaram maior
expressao foram os envolvidos na apoptose mediada por p53. Estes dados
sugerem que USP2a atua na protecdo a apoptose nas células epiteliais tumorais,
muito provavelmente por seus efeitos em FAS e Mdm2. De fato, a inibicdo de FAS
com inibidores farmacoldgicos ou RNAI resulta em apoptose de células tumorais
(Kuhajda, 2000) e diminuicdo do tamanho de tumores em modelos animais (Pizer
et al., 2001). Em nosso trabalho de mestrado, demonstramos que o tratamento
das células SCC-9 com o inibidor farmacolégico de FAS cerulenina ocasiona uma
reducao significativa da proliferacdo (Agostini et al., 2004). Graner et al. (2004)
demonstraram que a super-expressao de FAS é capaz de proteger as células da
apoptose induzida pela inibicdo da expressao de USP2a. Dentre os mecanismos
possivelmente envolvidos estd o acumulo de malonil-CoA (Pizer et al., 2000;
DeSchrijver et al., 2003) e inibicdo da oxidagdo de acidos graxos (Thupari et al.,
2001). Ja foi demonstrado que a inibigdo de FAS resulta na liberagao do citocromo
C, pois a apoptose induzida por cerulenina € caracterizada por sua rapida
liberagdo em linhagens celulares com p53 selvagem ou mutado (Heiligtag et al.,
2002). A atividade pro-apoptotica decorrente da inibicdo de USP2a pode também
ser atribuida ao acumulo de p53, resultado da desestabilizacdo de Mdm2
(Stevenson et al., 2007). A proteina p53 produzida por células tumorais pode estar
mutada, nas formas non-null ou null (Greenblatt et al., 1994). A proteina p53
mutante proveniente de uma alteracdo do tipo non-null tem estabilidade
aumentada e se acumula no nucleo de células neoplasicas, podendo ser

detectada por imunohistoquimica. As mutagdes do tipo null levam a codificacéo de
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uma proteina p53 truncada e instavel, a qual ndo ¢é detectada por
imunohistoquimica (Greenblatt et al., 1994). Células LNCaP tém a proteina p53
selvagem, enquanto que a linhagem DU145 apresenta mutagéao tipo non-null e as
células PC-3 a mutacédo do tipo null. Priolo et al. (2006) sugerem que a apoptose
induzida nas células LNCaP é um bom exemplo da acdo de USP2a sobre suas
duas proteinas alvo, ja que apresentam altos niveis de FAS e p53 funcional.

O resultado obtido apds a inibicdo de USP2a nas células SCC-9 pode
ser compreendido com base nas afirmagdes acima, pois, apesar desta linhagem
apresentar os maiores niveis de FAS dentre as quatro linhagens estudadas no
presente trabalho (Agostini et al., 2004), estes niveis sdo bem menores do que os
produzidos pelas células LNCaP, por exemplo. Além disso, o gene p53 encontra-
se mutado na SCC-9, o qual apresenta uma delecdo de 32 pares de bases entre
0s codons 274 e 285, caracterizando uma mutagao do tipo null (Min et al., 1994).

A regulacdo de FAS nas células SCC parece ser mediada por EGF,
através dos receptores ErbB2 ou EGFR, pois altas concentra¢gdes deste fator de
crescimento (150 ng/ml) reduzem a quantidade da proteina FAS e inibem a
proliferacdo destas células (Agostini et al., 2004). Através de experimentos de
western-blotting avaliamos a expressao de FAS, ErbB2 e p-27 nas células SCC e
observamos que a SCC-9 foi a que apresentou as maiores quantidades das
proteinas FAS e ErbB2, de acordo com nosso trabalho prévio (Agostini et al.,
2004). Um achado interessante foi o que a linhagem SCC-9 teve a mais baixa
quantidade de p-27. Kudo et al. (1998) demonstraram que a expressao reduzida
de p-27 pode estar correlacionada com desenvolvimento e progressdo do
carcinoma espinocelular de boca e pode ser um indicador de comportamento
maligno deste neoplasma. Knowles et al. (2004) demonstraram que a inibicao de
FAS com Orlistat ou RNAI leva ao aumento nos niveis protéicos de p-27 em
células derivadas de cancer de mama sem afetar sua transcrigdo, indicando
estabilizacdo do mesmo. Neste trabalho, a inibicdo de FAS também reduziu
substancialmente os niveis de Skp2, levando os autores a concluir que a inibicao

de FAS atua a nivel pré-proteossédmico, controlando os niveis de p-27 e causando
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bloqueio na progressdao do ciclo celular. Skp2 é um dos pontos regulatérios
importantes na transicdo G4/S, pois €& necessario para a degradacdo Ub-
dependente de p-27 (Carrano et al., 1999).

Assim como FAS, USP2a é regulada por andrégenos nas células
LNCaP (Graner et al., 2004). Com o objetivo de estudar a regulagdo de USP2a
nas células SCC, estas foram tratadas com diferentes concentragcdes de
testosterona ou EGF. Testosterona ndo alterou a expressdo dos RNAs
mensageiros de USP2a, ao contrario do que ocorreu nas células LNCaP (Graner
et al., 2004), provavelmente porque as células SCC-9 tém quantidades muito
baixas de receptor de androgeno (Agostini et al., 2004). Em contraste, o
tratamento com EGF produziu efeitos consideraveis na expressédo de USP2a,
ocorrendo um discreto aumento na presenca de baixas concentragdes de EGF e
acentuada diminuicdo (de aproximadamente 80%) nas células tratadas com
maiores concentragoes deste fator. Resultados até certo ponto semelhantes foram
encontrados com relagao a proteina USP2a. EGF também induziu um aumento na
producdo de FAS nas células SCC-9, o qual foi dose dependente. De fato,
Swinnen et al. (2000b) demonstraram aumento na expressdo dos RNAs
mensageiros e da proteina FAS em células LNCaP tratadas com 10 ng/ml de EGF
por 24 horas e Yeh et al. (2003) trataram as células MCF-7 com 100 ng/ml de EGF,
também por 24 horas, e observaram um aumento nos niveis protéicos de FAS.
Em nosso trabalho, houve um discreto aumento na producido de EGFR nas células
tratadas com concentragdes entre 10 pg e 1 ng/ml de EGF e uma drastica redugao
nas células tratadas com 100 ng/ml, o que pode ser explicado pela internalizagao
do receptor que ocorre apds a estimulagdo aguda com EGF (Carpenter & Cohen,
1976; Haigler et al., 1979). O tratamento de células com 100ng/ml de EGF é
utilizado em diversos estudos de internalizacdo de EGFR (Mineo et al., 1999;
McCullough et al., 2004). Os niveis protéicos de ErbB2 também foram analisados
nas células SCC-9 expostas a 100 pg/ml ou 100 ng/ml de EGF, concentragdes
que estimulam ou inibem a expressdo de USP2a, respectivamente. Nao houve

diferenca na quantidade de ErbB2 no grupo tratado com 100 pg/ml, ja nas células
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tratadas com 100 ng/ml de EGF observamos uma reducdo acentuada deste
receptor (superior a 90%). A diminuigdo na quantidade da proteina é dificil de ser
explicada a luz dos conhecimentos atuais, pois os processos de internalizacao e
degradagdo deste receptor ainda n&o estdo bem esclarecidos. Um aspecto
interessante da familia ErbB de receptores € que somente o receptor EGFR
parece ser rapidamente internalizado apos ativagao pelo ligante, sendo sua
internalizagcdo aumentada em 5 a 10 vezes apos a ativagao. Entretanto, os niveis
de internalizagao de ErbB2, ErbB3 e ErbB4 sao similares na auséncia ou presenca
de ligantes (Worthylake et al., 1999; Waterman et al., 1998). Na auséncia de
ligantes, estes receptores encontram-se em constante furnover, sendo varias
vezes internalizados e reciclados para a membrana celular (Citri et al., 2002). A
heterodimerizacdo de EGFR com ErbB2 ou ErbB3 inibe sua internalizagéo
(Lenferink et al., 1998; Worthylake et al., 1999). Por outro lado, ja foi demonstrado
que a ativacao por heregulina, que estabelece a formacao dos heterodimeros de
ErbB2 com ErbB3 ou ErbB4, leva a degradagdo de ErbB2 pelo sistema Ub-
proteossomo (Magnifico et al., 1998), o que ndo acontece na ativagdo dos
receptores por EGF. Trabalhos recentes tém estudado a degradacao de ErbB2
induzida por drogas. A terapia com Trastuzumab (Herceptin) induz a interagao
ErbB2/c-Cbl, que resulta na ubiquitinacdo de ErbB2 e consequente degradacgéo
(Klapper et al., 2000; Levkowitz et al., 2000). Zhou et al. (2003) mostraram que o
tratamento com geldanamicina, um inibidor de HSP-90, causa ubiquitinagado e
degradacao de ErbB2 e que este receptor € substrato para a enzima E3 ligase de
Ub CHIP (carboxyl terminus Hsc70-interacting protein). Lerdrup et al. (2006)
demonstraram que varios processos estdo envolvidos na diminuicdo da
quantidade de ErbB2 ocasionada pelo tratamento com geldanamicina, tais como
degradacdo pelo lisossomo, clivagem do dominio quinase e atividade
proteossbmica. A relagcdo entre USP2a, FAS e ErbB2 em carcinomas
espinocelulares bucais foi demonstrada na tese de doutorado de S. D. Silva (2007),
que avaliou a expressao dos RNAs mensageiros dos genes que codificam estas

proteinas através de qRT-PCR em pares de amostras de CECs bucais e tecido
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normal. Os resultados indicaram que os transcritos USP2a, FAS e ErbB2 estao
diferencialmente expressos entre as amostras de CEC bucal e o tecido
morfologicamente normal das margens da lesdo, sendo estatisticamente
correlacionados entre si.

Uma observacao importante do presente trabalho foi que a alteragao
nos niveis de USP2a pelo tratamento com EGF nas células SCC-9 alterou o
padrédo de ubiquitinagdo de FAS. Quando tratadas com 100pg/ml de EGF, ocorreu
uma reducdo na quantidade de formas ubiquitinadas de FAS em comparacdo com
o grupo controle, onde EGF nao foi adicionado ao meio de cultura. Por outro lado,
quando foi utilizada a concentragdao de 100ng/ml de EGF, na qual os niveis de
USP2a estdo reduzidos em mais de 80%, uma quantidade maior de formas
ubiquitinadas de FAS foi detectada. E interessante que no grupo tratado com
100ng/ml de EGF houve degradacao de FAS apos 30 e 45 horas de incubagao
das amostras a 37°C, o que nao ocorreu no grupo controle e no tratado com
100pg/ml de EGF, que apresentava quantidades bem mais elevadas de USP2a.
Estes resultados sugerem que USP2 é provavelmente regulada por EGF nas
células SCC-9 e confirmam, pelo menos em parte, a interacdo USP2a/FAS nestas

células.

Endocitose, USP2a e Clatrina

Um mecanismo fisiolégico crucial para a atenuacdo dos sinais
desencadeados pela ativacdo dos receptores ErbB é a internalizagdo de
receptores ativados. Este processo caracteriza-se pela endocitose dos
receptores/ligantes seguida de degradagdo pelos lisossomos e ocorre
principalmente com os homodimeros do receptor EGFR (Sorkin, 1998; Haglund et
al., 2003; Marmor & Yarden, 2004; Johannessen et al., 2006). Quando EGF se liga
ao EGFR, ocorre a formagao de dimeros que séo fosforilados, monoubiquitinados
em varios residuos de lisina e internalizados através de invaginagdes que se

formam na membrana, as quais se desprendem e se tornam vesiculas revestidas
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por clatrina. Posteriormente, os receptores sao transportados aos endossomos
precoces de onde serdo encaminhados aos endossomos tardios e
subsequentemente aos lisossomos para degradacdo (Sorkin, 1998).
Alternativamente, os receptores EGFR poderdao ser reciclados e voltar a
membrana celular (Sorkin, 1998). Acredita-se que a conjugagao de moléculas de
Ub aos receptores durante o processo de endocitose tenha duas fungdes. Além de
atuar com um sinal para que ocorra a endocitose, dirigindo a internalizagdo a partir
da membrana plasmatica, também determina a interagdo dos receptores
ubiquitinados com complexos protéicos dos endossomos, os quais irdo direciona-
los para a degradacdo nos lisossomos (Katzmann et al., 2002; Raiborg et al.,
2003).

Trabalhos recentes demonstram a participacdo das enzimas
desubiquitinantes AMSH (associated molecule with the SH3 domain of STAM),
AMSH-like protein (AMSH-LP) e UBPY (Ub-specific protease Y — USP8) no
processo da endocitose mediada por clatrina (McCullough et al., 2004; Mizuno et
al., 2005; Nakamura et al., 2006). Ja foi demonstrado que estas enzimas estéo co-
localizadas com proteinas especificas do sistema endossomal (McCullogh et al.,
2004; Mizuno et al., 2005). AMSH e AMSH-LP interagem diretamente com a
cadeia pesada de clatrina, e isto € necessario para a localizacdo endossomal
destas proteinas. Acredita-se que moléculas de clatrina tém a funcédo de “ancorar”
estas enzimas desubiquitinantes na membrana dos endossomos precoces
(McCullogh et al., 2006; Nakamura et al., 2006). A inibicdo da enzima AMSH
resulta no aumento da degradacdo de EGFR. McCullough et al. (2004)
demonstraram que AMSH é capaz de desubiquitinar os homodimeros de EGFR
internalizados que se encontram nos endossomos precoces, impedindo seu
direcionamento aos lisossomos e consequentemente sua degradacao. Os efeitos
da inibicdo de UBPY sobre a degradagao de EGFR s&o controversos (Mizuno et al.
2005, Row et al. 2006, Bowers et al. 2006 e Alwan & van Leeuwen, 2007), mas ja
foi demonstrado que esta DUB esta envolvida na manutengao e morfologia normal
do endossomo (Mizuno et al., 2006; Row et al., 2006).
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Resultados de experimentos de cromatografia de afinidade e co-
imunoprecipitacao in vitro realizados no laboratério do Dr. Massimo Loda, do
Dana-Farber Cancer Institute, demonstraram que a cadeia pesada de clatrina é
um possivel substrato de USP2a. A avaliagdo da expressédo de grupos de genes
em tumores de prostata com baixa e alta expressdo de USP2a, através da técnica
GSEA (gene set enrichment analysis), demonstrou que os tumores com altos
niveis de USP2a tém também alta expressédo do grupo de genes associados com
EEA1 (early endosome antigen 1) (Priolo et al., 2006). EEA1 codifica uma proteina
envolvida no processo de endocitose, na reciclagem de EGFR para a membrana e
na translocagao nuclear de ErbB2. Outros grupos de genes relacionados a familia
de receptores tirosino-quinase ou que controlam a via endocitica, como ErbB3 e
Rab respectivamente, estavam super-expressos nos tumores com altos niveis de
USP2a.

Um dos objetivos do estagio no laboratério do Dr. Massimo Loda foi a
realizacdo de experimentos para estudar a possivel interagdo USP2a/cadeia
pesada de clatrina. Foram realizadas varias tentativas de co-imunoprecipitagao in
vivo de USP2a e clatrina, em diferentes linhagens celulares, com varios protocolos,
no entanto, ndo obtivemos sucesso nestes experimentos. Nijman et al. (2005a)
afirmam que, como acontece na maioria das interagdes enzima/substrato, espera-
se que as interagdes entre DUBs e seus alvos sejam fracas e transitérias, o que
torna a identificagao in vivo de possiveis alvos bastante dificil. A interacdo entre
USP2a e FAS foi claramente demonstrada por Graner et al. (2004), que
mostraram também que FAS é ubiquitinada e destruida pelos proteossomos. Nao
se sabe ao certo se a cadeia pesada de clatrina sofre ubiquitinagdo. Matsumoto et
al. (2005) sugerem que clatrina € ubiquitinada nas células HEK293T, entretanto
Nakamura et al. (2006) ndao conseguiram observar isto nas células HelLa. No
experimento de cromatografia de afinidade realizado por Graner et al. (2004), no
qual foram identificadas as bandas de FAS e de clatrina como possiveis
substratos de USP2a, as bandas da primeira foram muito mais intensas do que as

bandas da segunda. Pode ser que USP2a nao atue desubiquitinando a cadeia
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pesada de clatrina, mas que esta ultima desempenhe um papel semelhante ao
demonstrado na interacdo com AMSH, funcionando como uma “ancora” para que
AMSH possa desubiquitinar os receptores EGFR que se encontram nos
endossomos precoces (Nakamura et al., 2006).

Nossos resultados de co-localizagdao de USP2a e clatrina através de
imunofluorescéncia e microscopia confocal em células AR-IPrEC e SCC-9 que
super-expressam USP2a indicam que elas estdo na mesma regido do citoplasma.
No entanto, outros experimentos devem ser realizados para confirmar a hipétese
de que USP2a possa participar do processo de endocitose mediada por clatrina,
como por exemplo, a utilizagcdo dos marcadores endossomais EEA1 e transferrina.

Com o intuito de avaliar se a estimulacdo com EGF seria capaz de
mudar a localizagao intracelular de USP2a, como ocorre com clatrina durante a
endocitose dos receptores EGFR, as células LNCaP foram transfectadas
transitoriamente com uma construgdo contendo o cDNA de USP2a associado a
etiqueta fluorescente EGFP e tratadas com 100ng/ml de EGF por 10 minutos. Na
analise em microscépio confocal, foi possivel observar que EGFP-USP2a estava
localizada principalmente no citoplasma, mas foi também possivel detectar EGFP-
USP2a na membrana plasmatica. A estimulacdo com EGF levou a formacgao de
pontos maiores e com fluorescéncia mais intensa no citoplasma, que
correspondiam a EGFP-USP2a, além de uma menor quantidade desta proteina na
membrana plasmatica. Gousseva & Baker (2003) observaram, através de
imunohistoquimica, Ubp-69 (USP2a) no citoplasma, na regido perinuclear e
também na membrana plasmatica. Estes autores sugeriram que provavelmente
Ubp-69 seja capaz de “transitar” por diferentes compartimentos subcelulares e, no
momento da publicagdo, afirmaram que estavam realizando experimentos para
investigar melhor este fato. Esta informacédo é interessante, pois talvez USP2a
possa estar envolvida em processos onde a movimentagdo no interior da célula
seja necessaria, como a que ocorre com a proteina clatrina na endocitose.

A expressao da cadeia pesada de clatrina foi verificada em varios

clones de células que super-expressavam de forma estavel USP2a. Foram
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detectadas quantidades elevadas de clatrina nas linhagens AR-iPrEC e NIH3T3,
no entanto, ndo foram observadas diferengas nos clones das células SCC-9 e
HelLa. Curiosamente, as células AR-IPrEC e NIH3T3 foram as que apresentaram
comportamento oncogénico in vitro e in vivo, respectivamente, apds a super-
expressao de USP2a (Priolo et al., 2006). Nakamura et al. (2006) observaram
maior positividade para cadeia pesada de clatrina no interior dos endossomos em
células que super-expressavam AMSH ou AMSH-LP, em comparagdo com as
células normais, sugerindo que, pelo menos quando super-expressas, estas DUBs
estabilizam a arquitetura da camada de clatrina endossomal através da ligagao a
cadeia pesada de clatrina.

De acordo com o trabalho de Graner et al. (2004), USP2a é regulada
por androgenos nas células LNCaP. Prescott & Tindall (1998) ja haviam mostrado
que nas mesmas células a expressao do gene que codifica clatrina € também
regulada por andrégenos. No presente trabalho, demonstramos que a producéao
das proteinas clatrina e EEA1 é também regulada por andrégenos nestas mesmas
células.

Em conjunto, estes resultados sugerem que USP2a pode interagir com
a cadeia pesada de clatrina e participar do processo de endocitose, entretanto,

mais experimentos devem ser realizados para a confirmacéo desta hipotese.
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7 — Conclusoes

e As células SCC+4, -9, -15 e -25 produzem quantidades semelhantes de
USP2a e USP2b e ndo ha uma correlagao direta entre a quantidade dos
produtos protéicos e a expressao dos seus RNAs mensageiros;

e USP2a esta localizada no citoplasma das células SCC-9, podendo estar
concentrada na regido perinuclear;

e A expressido do duplo mutante de USP2a nas células SCC-9 causa
diminui¢cao da proliferagao celular;

e A inibicdo da expressao de USP2a através de RNAIi nas células SCC-9
provocou discreto aumento na taxa de apoptose;

e A expressao de USP2a ndo é modulada por testosterona, no entanto, o
tratamento com EGF foi capaz de modular sua expressao nas células SCC-
9, tendo efeito direto sobre a ubiquitinagcao e degradacgao de FAS;

e USP2a e a cadeia pesada de clatrina podem ser encontradas na mesma
regido do citoplasma das células SCC-9 e AR-IPrEC;

e USP2a também é encontrada na membrana plasmatica de células LNCaP e
o tratamento com EGF induz diminuicdo da quantidade desta enzima na
membrana plasmatica e a formagao de granulos no citoplasma;

e Células NIH3T3 e AR-IPrEC que expressam de forma estavel USP2a
produzem quantidades maiores de cadeia pesada de clatrina do que as
células parentais nao transfectadas;

e A producao das proteinas clatrina e EEA1 é regulada por andrégenos nas
células LNCaP.
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