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Resumo 

A proteína UNC-76 foi identificada como necessária para a fasciculação e elongação de 

axônios do verme Caenorhabditis elegans durante o desenvolvimento do sistema 

nervoso. A homóloga de mamíferos FEZ1 apresenta altos níveis de expressão em tecidos 

neuronais e camundongos knockout para o gene FEZ1 apresentam desvios de 

comportamento que remetem a desordens neurológicas. O papel de FEZ1 no 

desenvolvimento do sistema nervoso parece residir na sua associação com elementos do 

citoesqueleto e vias de sinalização (e.g., PKC, E4B, DISC1) que conduzem o 

crescimento axonal e a polarização celular. Trabalhos do grupo mostram que FEZ1 é 

uma proteína multifuncional (hub), capaz de interagir com mais de 50 parceiros através 

de seus domínios coiled-coil. Além disso, a superexpressão de FEZ1 em células 

HEK293 provoca o aparecimento de núcleos multilobulados, um fenótipo comum em 

alguns tipos de leucemia. Nesse trabalho foi investigado o papel de FEZ1 nos mecanismos 

causadores dos núcleos multilobulados e as consequências funcionais de sua 

superexpressão na viabilidade celular, tentando extrapolar esse modelo para leucemias. 

Análises in silico de diversas leucemias mostraram que FEZ1 está superexpressa em 

LMAs e que isso pode se relacionar à ocorrência da fusão 11q23 /MLL. A expressão de 

FEZ1 na linhagem leucêmica THP-1 foi detectada por Western blotting, mas, a expressão em 

PBMCs de pacientes ainda permanece sem provas empíricas. Para avaliar as consequências 

funcionais da superexpressão, uma linhagem com expressão estável e indutível foi obtida e 

utilizada em ensaios de proliferação e resistência a quimioterápicos. Porém, não foram 

observadas diferenças entre as linhagens expressando a fusão FLAG-FEZ1 e as que expressavam 

o FLAG tag apenas. Em um ensaio de IP-MS utilizando tais linhagens, foram identificadas 

proteínas cuja interação com FEZ1 pode ser modulada pela atividade de PKCs. Finalmente, a 

cotransfecção de FEZ1 inteira com coiled-coils C-terminais diminui a formação de núcleos 

multilobulados em quase 40%. A transfecção com o mutante FEZ1 nocys contendo 5 cisteínas 

mutadas não teve o mesmo efeito, mas, novos experimentos são necessários para determinar o 

potencial de sinergismo que esses dois componentes podem ter sobre a ocorrência desse 

fenômeno.   
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Abstract 

The protein UNC-76 was identified as necessary for fasciculation and elongation of 

axons of the worm Caenorhabditis elegans during development of the nervous system. 

The mammalian homologue FEZ1 is mostly expressed in neuronal tissues and FEZ1 

knockout mice present behavior abnormalities that resemble neurological disorders.  The 

role of FEZ1 in the development of the nervous system seems to lie in its association 

with cytoskeletal elements and signaling pathways (e.g., PKC, E4B, DISC1) regulating 

axon outgrowth and cell polarization. The studies of our group have shown that FEZ1 is 

a hub, able to interact with more than 50 partners through its coiled -coil 

domains. Furthermore, overexpression of FEZ1 in HEK293 cells causes the appearance 

of flower-like nuclei, a common phenotype to certain types of leukemia. In this work the 

role of FEZ1 in the mechanisms of flower-like nuclei formation and functional 

consequences of its overexpression on cell viability were investigated, attempting to 

extrapolate this model for leukemias. In silico analysis of several leukemias showed that 

FEZ1 is overexpressed in AML patients and that this may relate to the occurrence of 

11q23/MLL genetic fusion. FEZ1 expression in leukemic THP-1 cells was detected by 

Western blotting, but the expression in PBMCs of leukemic patients still lacks empirical 

evidence. To assess the functional consequences of overexpression, cell lineage with 

stable and inducible expression of FEZ1 was obtained and used in proliferative 

assays. However, it was not observed any differences between lineages expressing 

FLAG-FEZ1 fusion protein or FLAG tag alone. IP-MS assay using these lineages 

identified proteins whose interaction with FEZ1 could be modulated by the activity of 

PKCs. Finally, cotransfection of C-terminal coiled-coils and FEZ1 full-length decreases 

flower-like nuclei formation to nearly 40%. Transfection with FEZ1nocys mutant 

containing five substituted cysteines did not play the same, but further experiments are 

needed to determine the potential synergism these two components may have on this 

phenomenon. 
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1. Introdução 

1.1. O papel de FEZ1 no desenvolvimento do sistema nervoso e na esquizofrenia.  

Os princípios genéticos que governam o desenvolvimento e funcionamento do 

sistema nervoso começaram a ser estudados na década de 70, quando o cientista Sidney 

Brenner estabeleceu uma série de mutantes do pequeno verme Caenorhabditis elegans. 

Em um dos trabalhos, Brenner caracterizou cerca de 300 mutantes obtidos pelo 

tratamento com o mutágeno EMS, muitos dos quais apresentavam defeitos no 

comportamento e morfologia. Dos 100 genes mutados identificados, 77 afetavam a 

locomoção. Alguns desses mutantes, devido à particularidade de sua movimentação, 

foram denominados unc, de uncoordinated 1. 

Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, os axônios de neurônios 

nascentes se estendem através de uma série de ambientes extracelulares para atingir seus 

alvos. Muitos axônios se juntam a outros em feixes ou fascículos, em uma associação 

essencial para o desenvolvimento e estabelecimento do sistema nervoso, num processo 

denominado fasciculação 2. 

O refinamento dos estudos com os mutantes unc nas décadas subsequentes 

permitiu a identificação e divisão dos genes necessários à elongação axonal em 

fascículos em dois grupos 3,4. O primeiro grupo (unc-14, unc-33, unc-44, unc-51, e unc-

73) é importante para a elongação axonal ao longo de superfícies não neuron ais e 

neuronais. O segundo grupo (unc-34, unc-71, e unc-76) é essencial para a elongação dos 

neurônios em fascículos, sugerindo que esses genes codificam proteínas necessárias à 

interação dos axônios com superfícies neuronais  
2,3. Mutações deste grupo de genes 

específicos apresentam dois tipos de defeitos: os axônios fasciculados frequentemente 

não atingem seu comprimento completo e muitos axônios que crescem em fascícu los não 

ficam totalmente juntos ao longo do percurso 3. 

Em mutantes unc-76, muitos dos axônios que não formam fascículos, ainda assim 

se estendem e crescem ao redor da parede do corpo não acompanhados por outros 

axônios, sugerindo que a proteína UNC-76 seja necessária especificamente para as 

interações axônio-axônio. Porém, enquanto os defeitos que larvas mutantes unc-76 
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apresentam sugerem uma função para UNC-76 durante o desenvolvimento do sistema 

nervoso, a sua persistência nos axônios de vermes adultos sugere um papel mais 

contínuo 2,3. 

A análise da sequência da proteína UNC-76 mostrou que essa apresenta 

similaridade com duas proteínas previamente identificadas em ratos. Um dos 

homólogos, a proteína Zeta-1, foi identificada em um screening duplo-híbrido 

utilizando-se o domínio regulatório C1 das proteínas quinase PKC  e  (Protein Kinase 

C)5. Os homólogos FEZ1 e FEZ2 (Fasciculation and Elongation Zeta-1), chamados 

Zygin-1 e -2, respectivamente, também foram identificados como proteínas do cérebro 

de ratos que se ligam à proteína Synaptotagmin 2. 

Surpreendentemente, em experimentos de transformação de linhagens 

germinativas, o gene de FEZ1 humano foi capaz de complementar os defeitos causados 

pela mutação unc-76 em C. elegans, indicando que tanto a função quanto a estrutura de 

FEZ1 foram conservadas 2. De fato, UNC-76 guarda 35% de identidade (46% de 

similaridade) com FEZ1 em sua sequência polipeptídica e 34% de identidade (45% de 

similaridade) com FEZ2. FEZ1 e FEZ2 são 49% idênticas (56% similares). Algumas 

regiões do C-terminal chegam a apresentar até 68% de identidade, enquanto o N-

terminal se mostra mais divergente, mas ainda assim mostra substancial similaridade 2. 

Esses estudos iniciais deram suporte à noção de que UNC-76, FEZ1 e FEZ2 

constituem uma nova família de proteínas relacionadas, a família FEZ, e estudos 

adicionais trouxeram mais conhecimentos a respeito das funções de cada uma delas.  

A análise da expressão de FEZ1 mostrou que seu transcrito é abundante no 

cérebro de ratos adultos e em todos os estágios do desenvolvimento embrionário 6,7. 

Análises mais recentes mostram que FEZ1 é expressa predominantemente no sistema 

nervoso central de camundongos, com um pico de expressão aos 10 dias após o 

nascimento, condizente com o período de crescimento dos axônios (do dia 9.5 ao 12.5), 

e que declina continuamente até os 5 meses de idade 8,9. 

Foi demonstrado que FEZ1 interage e também é um substrato para PKC. A co-

expressão de FEZ1 e uma forma constitutivamente ativa de PKC (caPKC) em células 

PC12 eleva de ~18% (quando há expressão apenas de caPKC) para ~48% a taxa de 
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diferenciação destas células em neurônios 5. A fosforilação por PKC faz com que FEZ1 

se desloque da membrana celular para o citoplasma e aumenta sua associação com a 

proteína E4B/UFD2A(Ubiquitination factor E4B, UFD2a homolog), promovendo a 

neuritogênese 5,10. 

Similarmente, a homóloga humana FEZ2, produto de outro gene, também parece 

atuar no desenvolvimento do sistema nervoso. Porém, sua expressão não fica restrita a 

um tecido ou tipo celular específico 7. Assim, as proteínas da família FEZ definiram 

uma nova classe de proteínas envolvidas no crescimento axonal e desenvolvimento do 

sistema nervoso 2. 

FEZ1 também interage com DISC1 (Disrupted-in-Schizophrenia 1), 

possivelmente um dos mais importantes fatores de susceptibilidade para esquizofrenia, 

distúrbio bipolar, depressão, autismo, entre outras desordens mentais 11. Essa associação 

é regulada positivamente na diferenciação neuronal 8,12. Em células PC12, por exemplo, 

FEZ1 e DISC1 colocalizam nos cones de crescimento e regulam o crescimento dos 

neuritos 12. Em outro estudo recente, o knockdown de FEZ1 e DISC1 em células 

granulares do girus dentatus mostrou que essas proteínas atuam em sinergia na 

regulação do crescimento de dendritos e do tamanho do soma de neurônios nascentes no 

hipocampo de ratos adultos, em uma região implicada na patofisiologia da esquizofrenia 

e na qual a neurogênese continua ao longo da vida em todos os mamíferos 11. 

Além disso, uma série de trabalhos recentes vêm apontando evidências dessa 

associação. Um deles mostra que a associação de FEZ1 com Synaptotagmin, dependente 

de DISC1 e perdida quando da superexpressão de uma forma truncada desta, é 

recuperada pelo tratamento com lítio, um importante agente estabilizador de humor 13. 

Outro estudo recente mostra que o gene de FEZ1 é comumente induzido em uma 

linhagem de astrócito por tratamento com quatro drogas estabil izadoras de humor, 

dentre elas o lítio, ácido valpróico, carbamazepina e lamotrigina 14. 

Vários estudos também têm tentado associar polimorfismos na sequência de FEZ1 

e proteínas da via de sinalização de DISC1 à esquizofrenia, em algumas populações 15–18 

e uma redução significativa do mRNA de FEZ1 foi observada no hipocampo e no córtex 

pré-frontal de cérebros de pacientes com a doença 19. 
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Porém, ao contrário do que se observa em C. elegans, cujos mutantes de unc-76 

apresentam defeitos severos de locomoção, os camundongos knockout de FEZ1 não 

apresentavam defeito motor algum. Mas, quando submetidos a uma análise 

comportamental, observou-se que apresentavam um fenótipo de hiperatividade e 

sensibilidade aumentada ao tratamento com psicoestimulantes 20, suportando uma 

provável relação da disfunção de FEZ1 com a esquizofrenia.  

Finalmente, estudos mostram a interação entre FEZ1 e as proteínas NDN (necdin) 

e MAGEL2 (MAGE-like 2), codificadas por dois de quatro genes inativados na síndrome 

de Prader-Willi, que, entre outros sintomas, apresenta desordens mentais 21. 

 

1.2. A associação de FEZ1 com proteínas do citoesqueleto e resistência a vírus.  

O fato de as proteínas da família FEZ (UNC-76/FEZ1/2) serem necessárias ao 

correto desenvolvimento do sistema nervoso levanta inúmeras questões. Um dos 

mecanismos mais comuns por trás do crescimento e polarização de neuritos em 

desenvolvimento (futuros dendritos e axônios) é o direcionamento de vesículas e 

proteínas específicas para suas pontas. Nesses casos, o transporte anterógrado (em 

oposição ao corpo celular) dependente da kinesina é especialmente importante e, sua 

associação com as proteínas da família FEZ tem sido destaque em vários trabalhos 22–26. 

Além disso, a supressão de FEZ1 por RNA de interferência impede a formação de 

axônios em neurônios hipocampais de embriões de rato e retarda o transporte 

anterógrado de mitocôndrias nos neuritos 27. 

Inúmeras evidências experimentais têm mostrado que UNC-76/FEZ1 seria uma 

proteína envolvida com o transporte através do citoesqueleto. UNC-76 colocaliza e é 

capaz de se associar à cauda da cadeia pesada da kinesina (KHC, Kinesin Heavy Chain), 

além de ser necessária ao transporte axonal em neurônios de Drosophila melanogaster  
23. Outra evidência interessante advinda dos trabalhos de Gindhart et al. (2003) é a 

observação de que larvas de D. melanogaster mutantes para UNC-76 apresentam 

características fenotípicas remanescentes daquelas de mutantes para o gene da KHC e 

KLC (Kinesin Light Chain). Isso também foi observado em C. elegans 2,23. 
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As kinesinas compreendem uma grande família de proteínas motoras associadas 

aos microtúbulos, possuindo papel crucial no tráfego intracelular de vesículas, divisão 

celular e transdução de sinais. Como outras proteínas dessa família, as kinesinas contêm 

uma região denominada “cabeça” (motor), que hidroliza ATP e caminha ao longo dos 

microtúbulos, e uma “cauda” que liga cargas 25,28. Quando não está transportando 

cargas, a Kinesina-1 é mantida inativa (não hidrolisa ATP), através da aquisição de uma 

conformação que permite a autoinibição da “cabeça” N -terminal (motor) pela cauda C-

terminal. O modelo simples da ativação deste motor diz que a ligação de cargas à r egião 

C-terminal libera essa autoinibição 28. 

Nesse sentido, é interessante citar o trabalho de Blasius et al. (2007) mostrando 

que a ligação simultânea, mas não independente, de JIP1 (c-Jun N-terminal kinase–

interacting protein 1) e FEZ1 à Kinesina-1 é suficiente para ativar esta para ligação aos 

microtúbulos e mobilidade 22. As proteínas JIP atuam como proteínas ancoradoras, no 

sentido de ligar a sinalização pela via da JNK (Janus kinase) e o transporte de vesículas 

à Kinesina-1 29. 

Muitos trabalhos têm atribuído a UNC-76/FEZ1 um papel de proteína adaptadora 

para o transporte de outras proteínas ou cargas importantes para o desenvolvimento dos 

axônios e a formação de sinapses. Esse é o caso da proteína UNC-69, homóloga à 

proteína humana SCOCO (Short Coiled-Coil Protein). UNC-76 e UNC-69 colocalizam, 

agem na mesma via para controle e extensão dos axônios e regulam a organização pré -

sináptica cooperativamente 25,26. O transporte de vesículas contendo a proteína 

Synaptotagmin através do complexo UNC-76/Kinesin-1 depende da fosforilação da 

serina 143 de UNC-76 pela quinase UNC-51/ATG1 (UNC-51 like/Autophagy-specific 

gene 1), como pré-requisito para que se ligue à Synaptotagmin, em D. melanogaster 
30. 

Um trabalho recente mostra que a atuação de FEZ1 humana como adaptadora também 

pode ser regulada por fosforilação da serina 58, equivalente à serina 143 de UNC -76, e 

constitui uma alteração importante para a ligação e o transporte das proteínas Syntaxin-1 

e MUNC18 (Mammalian UNCoordinated-18) até as sinapses 31. 

Outro aspecto interessante da associação de FEZ com o citoesqueleto é a sua 

capacidade de conferir resistência à infecção viral, quando superexpressa em células de 
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rato e humanas 32–34. A superexpressão de FEZ1 em células Rat2 (de rato) e 293T 

(humanas) resulta na resistência a infecção retroviral, com redução da formação de DNA 

circular, sugerindo um bloqueio da entrada deste no núcleo, o que possivelmente é 

mediado por elementos do citoesqueleto 33. Em um trabalho mais recente, esse mesmo 

grupo descreve o papel de FEZ1, uma proteína tipicamente neuronal, na susceptibilidade 

diferencial das células do sistema nervoso à infecção pelo HIV-1 34. 

Finalmente, em outro trabalho, Suzuki et al. (2005) mostra que a proteína auxiliar 

do poliomavírus humano JC (JCV), Agnoproteína, é capaz de interagir com FEZ1, além 

de competir pela associação com os microtúbulos. Nesse mesmo trabalho, os autores 

mostram que a superexpressão de FEZ1 suprime a expressão de proteínas do JCV, bem 

como o tráfego de partículas virais pela célula 32. 

 

1.3. Estrutura, dimerização, transporte e núcleos multilobulados: os estudos do grupo.  

O interesse do grupo em estudar a proteína FEZ1 surgiu quando esta foi capturada 

como presa em um duplo-híbrido utilizando a região regulatória da quinase NEK1 

(NIMA-related Kinase 1) como isca 35. As NEKs compreendem uma família de quinases 

evolutivamente conservadas e relacionadas estruturalmente à quinase NIMA (Never in 

Mitosis, gene A) de Aspergillus nidulans, atuante principalmente na transição G2/M do 

ciclo celular 36. 

Nesse trabalho inicial, foi possível mapear as regiões de coiled-coil do domínio 

regulatório de NEK1 (NRD, Nek Regulatory Domain) envolvidas na interação com 

FEZ1 e várias outras proteínas. Tanto FEZ1, quanto FEZ2 foram capazes de interagir 

com as construções NRD2 e 4, que incluem os domínios coiled-coils 3-4 e 1-4, 

respectivamente 35. 

É interessante notar que as proteínas quinases homólogas a NIMA possuem pouca 

identidade na região C-terminal, que constitui sua região regulatória e provavelmente 

determina sua especificidade por substratos ou interação com outras proteínas  36. A 

possibilidade de FEZ1 ser um alvo de fosforilação por NEK1 foi confirmada 

teoricamente por predição de sítios de fosforilação 35. Isso é interessante, visto que 

embora NEK1 mostre uma alta taxa de expressão em células germinativas, os efeitos 
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pleiotrópicos causados pela mutação do gene nek1 em camundongos afetem também o 

sistema nervoso central, onde FEZ1 exerce suas funções mais bem estabelecidas 37. 

Interessantemente, FEZ1 já havia sido identificada como parceira de interação em 

vários screenings por duplo-híbrido, utilizando-se iscas independentes. Em um 

screening, realizado em nosso laboratório, utilizando FEZ1(221-392) como isca (inclui 

os coiled-coils do C-terminal), foram identificadas 16 proteínas diferentes capazes de 

interagir com essa construção, incluindo ela mesma, FEZ1,  e sua homóloga FEZ2 38. 

Muitas dessas interações confirmaram o papel de FEZ1 como uma proteína 

envolvida no desenvolvimento neuronal, crescimento axonal e organização dos 

microtúbulos/transporte celular. Entretanto, o fato de inúmeras outras proteínas 

nucleares terem sido identificadas, algumas envolvidas na regulação transcricional ou 

reorganização de cromatina, sugere que FEZ1 possa possuir funções regulatórias no 

núcleo38. 

É interessante notar que o fato de FEZ1 estabelecer muitas interações (mediadas 

principalmente por sua região coiled-coil), com proteínas as mais diversas possíveis (37 

mais exatamente), a coloca na classe de proteínas hub (“nó”) 38. Proteínas hub são 

capazes de interagir ou se ligar a um grande número de proteínas diferentes e constituem 

verdadeiros “nós” em redes de sinalização e interactoma; nelas, o fluxo de informação 

se ramifica 39. Proteínas atuando com hubs têm uma chance três vezes maior de serem 

essenciais para a célula do que proteínas com um pequeno número de interações 40. 

A primeira isca identificada como interagindo com FEZ1 foi o domínio 

regulatório de PKC e a fosforilação de FEZ1 por essa quinase já havia sido reportada 

como sendo responsável pela sua regulação 5. Nesse sentido, trabalhos do grupo têm 

trazido novos dados para entender esse tipo de regulação e o seu papel funcional, 

levando-se também em consideração a estrutura peculiar de FEZ1. 

Estudos estruturais, por exemplo, mostraram que FEZ1 pertence à crescente 

classe das proteínas naturalmente desenoveladas 41. Predições feitas com a sequência de 

aminoácidos de FEZ1 utilizando-se 13 diferentes softwares indicam que esta apresenta 

basicamente duas regiões desestruturadas no N-terminal (entre os aminoácidos 1-69 e 

110-229). Utilizando-se o software COILS, é possível identificar uma região, no C-
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terminal, com grande probabilidade de formar coiled-coils, entre os resíduos 230-265 

(96%) 41. 

A forma naturalmente desenovelada de FEZ1 pôde ser confirmada por 

experimentos de dicroísmo circular (CD). Nesses, nota-se que os espectros tanto de 

6xHis-FEZ1(1-392) quanto de 6xHis-FEZ1(1-227) possuem um mínimo em 205 nm, 

condizente com a noção de que proteínas desenoveladas são caracterizadas por 

apresentarem mínimo no seu espectro de CD próximo de 200 e 205 nm 41. 

Além disso, experimentos de SAXS com  6xHis-FEZ1(1-392) e 6xHis-FEZ1(1-

227) geraram informações quanto à forma, massa e dimensão dessas construções. Os 

dados indicam que ambas são moléculas diméricas em solução, com uma grande 

conformação aberta e alongada, confirmando não só os dados de CD, mas também os de 

Assman et al. (2006), de que FEZ1 é capaz de interagir consigo mesma formando 

dímeros. Experimentos de proteólise limitada com trombina e proteinase K também 

sugeriram que FEZ1 se comporta como uma proteína naturalmente desenovelada, com 

uma conformação aberta e flexível, susceptível a significante proteólise em condições 

que não causam nenhuma clivagem no controle globular BSA 41. 

Embora a fosforilação da região C-terminal de FEZ1 não provoque alterações 

perceptíveis em sua estrutura secundária (como observado por dicroísmo circular), nem 

altere sua capacidade de dimerização (que independe de seu domínio C-terminal), a 

fosforilação por PKC impede a sua associação com a proteína CLASP2(1046-1251) 

(CLIP-associating Protein 2) 41. Isso é condizente com a hipótese de que FEZ1 sofre 

dimerização através de sua região N-terminal, deixando as regiões coiled-coils do C-

terminal livres para estabelecer interações com outras proteínas 38,41,42. Assim, se for 

assumido que os dois C-terminais do dímero FEZ1 estejam em oposição à região de 

dimerização (que envolve a região N-terminal), então as proteínas que interagem com 

FEZ1 poderiam se ligar aos C-terminais para transporte e FEZ1 funcionaria como uma 

proteína adaptadora dimérica e bivalente 41. Nesse caso, a região coiled-coil que 

constitui o C-terminal de FEZ1 funcionaria como um domínio de docking promíscuo 

para um grande número de proteínas “cargas”, muitas delas, interessantemente, tamb ém 

possuidoras de domínios coiled-coils 35,38. 
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Vários dos estudos conduzidos em nosso grupo apontaram para o fato de que 

FEZ1, além de interagir com várias proteínas distintas, poderia também interagir 

consigo mesma, adotando uma configuração dimérica. Inicialmente, Assmann et al. 

(2006) identificaram FEZ1 como presa no duplo-híbrido conduzido utilizando-se 

FEZ1(221-392) como isca. Posteriormente, esse resultado foi confirmado em 

experimentos de SAXS e ensaios de interação in vitro 41. 

Em outro trabalho recente de nosso grupo, foi demonstrado que FEZ1 endógena 

dimeriza através de seu N-terminal. Em análises realizadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida em condições nativa e desnaturante e também por espectrometria de 

massas descobriu-se que a dimerização ocorre através da formação de pontes dissulfeto 

no N-terminal e que a cisteína 133 estaria envolvida nesse processo 43. 

Dados espectroscópicos de FEZ1 gerados através da técnica de Ressonância 

Magnética Nuclear (RMN) também confirmam isso. O espectro 15N1H-HSQC de 

FEZ1(92-194) apresenta um padrão característico de proteínas desestruturadas e  

experimentos desse tipo conduzidos com as formas reduzida e não-reduzida de 

FEZ1(92-194) permitiram confirmar que a dimerização ocorre pelo domínio N-terminal. 

Experimentos de correlação através do espaço como NOESY e de relaxação (também 

comparando dímero e monômero) apontaram os resíduos localizados “ao redor” da 

cisteína 133 (C133), como a região pela qual se dá a dimerização, bem como se dá sua 

orientação relativa paralela (pelos modelos de SAXS, imaginava-se uma orientação 

antiparalela entre os monômeros) (Alborghetti, comunicação pessoal).  

Ainda no trabalho de Lanza et al. (2009), investigou-se o possível papel para a 

fosforilação de FEZ1 por PKC para sua dimerização e desempenho de suas funções, 

como a associação com outras proteínas. Interessantemente, como já foi citado, a 

fosforilação da região C-terminal de FEZ1 por PKC praticamente aboliu a interação 

com CLASP2(1046-1251) 41. A proteína CLASP2 foi descrita associada com CLIPs 

(Cytoplasmic Linker Proteins), proteínas localizadas principalmente nas extremidades 

plus (+) dos microtúbulos, onde atuam como fatores “anticatástrofe” 44. Em estudo mais 

recente, Lanza et al. (2009) descrevem a colocalização de FEZ1 com a quinase NEK1 e 
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CLASP2(1192-1407) em células de mamíferos em uma região candidata ao 

centrossomo, mostrando que essas interações ocorrem através de regiões coiled-coil 

destas proteínas 45. 

Além disso, a interação física de FEZ1, CLASP2 e NEK1 com -tubulina 

endógena de células HEK293 e HeLa sugere um papel centrossomal conjunto a essas 

proteínas 45. Esses resultados permitem afirmar que FEZ1 pode adotar uma conformação 

dimérica e assim interagir simultaneamente com NEK1 e CLASP2 através dos domínios 

coiled-coils de seu C-terminal. 

Nesse mesmo trabalho, foi observado também que PKC fosforila CLASP2 in vitro 

e in vivo e que o tratamento com PMA (Phorbol-12-myristate-13-acetate), um ativador 

de PKC, inibe a colocalização de CLASP2 com FEZ1 na região candidata ao 

centrossomo 45. Interessantemente, esse resultado é condizente com os dados anteriores 

que mostravam que a interação entre FEZ1 e CLASP2 seria regulada pela fosforilação 

por PKC 41. 

 

Esses dados em conjunto dão cada vez mais suporte à hipótese de que FEZ1 

desempenha importantes funções para a manutenção e organização do citoesqueleto. 

Isso é suportado também pelo elegante estudo de Lanza et al. (2008), que relata as 

alterações que a superexpressão de FEZ1 causa em células HEK293. A superexpressão 

transiente da construção GFP-FEZ1(1-392) (mas não de GFP apenas), em células 

HEK293, causa o aparecimento de núcleos multilobulados em mais de 40% das células 

transfectadas, 64 horas após a transfecção (Figura 1). A formação dos núcleos 

multilobulados (ou “flower-like”) depende de microtúbulos intactos, uma vez que o 

tratamento com nocodazol (uma droga que impede a dinâmica de 

polimerização/despolimerização dos microtúbulos), 22 horas após a transfecção com o 

vetor da construção GFP-FEZ1(1-392), não só inibe, como também reverte, o 

aparecimento de núcleos multilobulados 46. 

Ademais, tanto GFP-FEZ1(1-392), quanto FEZ1 endógena colocalizam e 

interagem com  e -tubulina endógena na região organizadora dos microtúbulos 

(MTOC). A análise atenta dos núcleos multilobulados sugere que os lóbulos individuais 
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possam se conectar ao MTOC por forças atrativas, possivelmente mediadas pelos 

microtúbulos. Nesse modelo, as extremidades plus (+) e minus (–) dos microtúbulos 

estariam voltadas para o MTOC, formando loops capazes de contrair o núcleo (Figura 

1). Interessantemente, FEZ1 exerce funções em ambas as extremidades, especialmente 

na extremidade minus, onde se associa a NEK1 e CLASP2 (centrossomo) 45. Isso 

permitiu aos autores fazerem a especulação de que a superexpressão leva à formação dos 

loops e envolveria interações (ou dimerizações) “incorretas” entre populações de FEZ1 

distintas, associadas aos microtúbulos, ou entre FEZ1 e proteínas tais como CLASP2, 

localizada na ponta do microtúbulo 46. 

É interessante reportar que o fenótipo de núcleos multilobulados já foi observado 

em células leucêmicas e que essa morfologia foi associada à resistência a drogas e 

também à capacidade dessas células de invadirem outros tecidos do corpo, como o 

sistema nervoso central 47–49. 

No trabalho de Lanza et al. (2008), ensaios de citometria de fluxo demonstraram 

que células superexpressando a fusão GFP-FEZ1 não apresentam arrasto no ciclo celular 

quando comparadas a células superexpressando GFP apenas. Porém, a viabilidade de 

tais células não foi investigada 46. 

 

1.4. FEZ1 e as leucemias: alguma relação? 

O termo leucemia (literalmente “sangue branco”) se refere aos derivados 

malignos de várias linhagens de células hematopoiéticas que circulam livremente pelo 

sangue e que, com a proliferação descontrolada, levam ao desenvolvimento de desordens 

hematopoiéticas. Estas podem ser de variados tipos dependendo de qual linhagem ou 

precursor está se dividindo para gerar os blastos leucêmicos 50–53. 

A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) é caracterizada por parada na diferenciação 

e proliferação descontrolada de precursores mieloides na medula óssea. Esse processo 

leva à insuficiência hematopoiética e, quando células indiferenciadas escapam da 

medula, há leucocitose significante, com sequelas e ameaças à vida do paciente  54. Essa 

é classificada em oito subtipos M0 a M7, segundo a classificação FAB, do French-

American-British Cooperative Group 50–53. 



 

12 

 

 

De forma geral, os pacientes com os subtipos M4 (leucemia mielomonocítica 

aguda) e M5 (leucemia monocítica aguda) apresentam leucocitose proeminente e maior 

acúmulo de blastos em sítios extramedulares como gengiva, pele, tubo digestivo e 

sistema nervoso central (neuroleucemia) 52,53. Notavelmente, em um estudo de 1897 

Figura 1: A formação dos núcleos multilobulados em células HEK293. A. Quando há superexpressão da 

fusão GFP-FEZ1 (verde), esta colocaliza com -tubulina (vermelho) na região do MTOC em células com 

núcleos multilobulados, ao passo que, numa situação normal, FEZ1 endógena (verde, à esquerda) aparece 

como uma proteína difusa no citoplasma. Em azul, os núcleos corados com DAPI. B. Representação 

hipotética de como se daria a formação dos núcleos multilobulados. Na situação normal, FEZ1 forma 

dímeros capazes de se associar a várias proteínas e exerce sua função normalmente no citoesqueleto. A 

superexpressão de GFP-FEZ1, no entanto, pode levar à formação de pontes artificiais entre os microtúbulos 

e, consequentemente de “laços” que envolveriam e constringiriam o núcleo, culminando com a formação dos 

núcleos multilobulados (modificado de Lanza et al. (2009)). 
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casos de LMA analisados citogeneticamente, foi visto que pacientes com LMA M4, M5a 

e M5b apresentaram uma forte correlação com a incidência de anormalidades 

citogenéticas associadas ao locus 11q23, como translocações-fusões do gene MLL 

(Myeloid/Lymphoid or Mixed Lineage Leukemia), quando comparados com outros 

subtipos FAB. As LMAs portadoras de anormalidades 11q23/MLL, como classificadas 

pela WHO, apresentam um pior prognóstico quando comparadas com LMAs portando 

outros tipos de rearranjo 55. É importante ressaltar que o gene FEZ1 em humanos está 

anotado na região 11q24.2 do genoma humano e, possivelmente, poderia ser 

“perturbado” por translocações vizinhas.  

Além disso, células multilobuladas são frequentemente observadas em monócitos 

e promonócitos leucêmicos no sangue periférico e medula de pacientes com esses 

subtipos, sendo incomuns em outros subtipos da LMA 52,53. A aquisição desse fenótipo 

já havia sido associada a outros tipos de leucemia, sendo mesmo um marcador 

fenotípico característico de células T malignas de leucemia aguda (ATLL) 49. 

Interessantemente, a resistência a quimioterápicos de algumas linhagens leucêmicas 

linfocíticas tem sido associada a modificações do citoesqueleto e à alteração na 

expressão de proteínas associadas aos microtúbulos (MAPs) 56,57, algumas das quais 

levando até o aparecimento do fenótipo “flower-like” 48. 

Surpreendentemente, Huang et al. (1996) mostraram que as células de uma 

linhagem de Leucemia Linfoide Aguda (LLA), L100 e L1000, selecionadas para resistência 

ao quimioterápico vincristina, exibem uma organização distinta dos microtúbulos e 

superexpressam MAPs específicas que culminam com a formação de núcleos 

multilobulados. As células L100 e L1000 apresentam uma taxa de proliferação mais lenta 

do que a linhagem parental que lhes deu origem, L0, mas não apresentam arrasto do ciclo 

celular. Além disso, os núcleos multilobulados desaparecem após o tratamento com 

colchicina, indicativo do papel dos microtúbulos na sua formação 48. 

Entretanto, os mecanismos moleculares subjacentes à formação do fenótipo de 

núcleos multilobulados em blastos de LMA ainda não foram elucidados. De alguma 

forma, portanto, pode ser que a ocorrência desse fenótipo em alguns subtipos de LMA 

possa ser decorrente da expressão ectópica de FEZ1 e esteja também associada à 
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resistência a drogas antineoplásicas ou mesmo à capacidade de invasão dos blastos, 

principalmente de sítios imunoprivilegiados, como ocorre em LMA M4 e M5 51,52.  

Assim, nesse trabalho, buscou-se investigar a possível ocorrência e o papel de 

FEZ1 na formação do fenótipo de núcleos multilobulados em blastos leucêmicos d e 

pacientes com LMA. Esses estudos foram vinculados ao projeto clínico intitulado 

“Identificação de proteínas envolvidas em mecanismos de formação do fenótipo de 

núcleos multilobulados (“flower-like”) em células neoplásicas de leucemia mieloide 

aguda dos subtipos M4 e M5”, aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade 

de Ciências Médicas da UNICAMP (CEP N°: 1109/2009). 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral. 

O objetivo deste estudo foi entender o papel da proteína FEZ1 nos mecanismos 

causadores e as consequências da formação do fenótipo de núcleos multilobulados 

(“flower-like”) na viabilidade celular, tentando extrapolar esse modelo para o 

entendimento desse fenômeno em leucemias.  

 

2.2. Objetivos específicos. 

 Investigar a existência de uma possível relação entre FEZ1 e leucemias 

através de análises da sua expressão gênica.  

 Analisar a expressão de FEZ1 em linhagens leucêmicas.  

 Obter um clone estável de FEZ1 e realizar ensaios funcionais para entender 

as consequências funcionais dos núcleos multilobulados  para a célula em termos de 

proliferação e viabilidade. Analisar se FEZ1 promove resistência ou sensibilidade ao 

tratamento com quimioterápicos. 

 Identificar parceiros de interação modulados pela atividade de PKCs e 

tentar estabelecer uma relação funcional entre estes e a multilobulação. 

 Estudar como a dimerização e a estrutura de FEZ1 contribuem para a 

geração do fenótipo “flower-like” (núcleos multilobulados) em cultura de células de 

mamífero (HEK293). 
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3. Metodologia 

3.1. Análises in silico de leucemias. 

Com o objetivo de se ter uma ideia preliminar a respeito da expressão de FEZ1 

em leucemias e mesmo em outros tipos de câncer, foram feitas análises em bases de 

dados públicos de expressão gênica como GEO Profiles (National Center for 

Biotechnology Information – NCBI) e Oncomine
TM (Compendia Bioscience). Em ambas, 

podem ser feitas buscas por perfis específicos de expressão de genes de interesse, em 

condições normais, de doença ou de algum tipo de estresse. A base de dados 

Oncomine
TM, porém, é dedicada a dados de microarranjos de DNA de estudos 

publicados sobre câncer. 

As buscas foram feitas sempre se inserindo o parâmetro “FEZ1 (gene)”. Na base 

de dados OncomineTM, há a possibilidade de se trabalhar com vários “filtros” ao mesmo 

tempo, como “leukemia”, “11q23 translocation”, etc. Assim, foram feitas buscas por 

dados de leucemias e, quando possível, foi feito o agrupamento dos dados por tipos de 

leucemia (LMA ou LLA), subtipos de LMA (subtipos FAB) ou mesmo por translocações 

usuais em leucemia como as do gene 11q23/MLL. 

Os dados gerados pela Oncomine
TM são apresentados na forma de histogramas ou 

box-plots de distribuições de intensidades de expressão de amostras. Os dados dessa 

base passaram por um processo de normalização que inclui a transformação log2 e a 

centralização na mediana. Esse pré-processamento permite que a variação da expressão 

em diferentes amostras possa ser comparada e que, ao mesmo tempo, possam ser feitas 

inferências a partir da quantificação dessa variação ( fold-change) 58,59. A medida de 

“fold change” é o meio mais comum de expressar diferenças biológicas. Além disso, 

quando se leva em conta apenas no valor do p-value para denotar diferenças entre 

grupos, esse pode ser bastante pequeno devido ao grande número de amostras e à baixa 

variabilidade entre elas, mesmo que a diferença de magnitude entre elas seja pequena 58. 
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3.2. Coleta de PBMCs de pacientes com leucemia.  

Alíquotas de sangue de pacientes com suspeita de ou sabidamente acometidos por 

leucemias atendidos ao diagnóstico no Hemocentro da UNICAMP foram submetidas à 

centrifugação em Ficol-paque® para a separação das células mononucleares do sangue 

periférico. O sangue foi diluído em Hank’s Salt Solution 1x (HSS1x – 0.137 M, NaCl 

5.4 mM, KCl 0.25 mM Na2HPO4 0.44 mM, KH2PO4 1.3 mM, CaCl2 1.0 mM, MgSO4 4.2 

mM NaHCO3), aliquotado sobre Ficol-paque® e centrifugado a 400g durante 30’ a 4 °C. 

A camada buffy, correspondente às células brancas ou PBMCs (Peripheral Blood 

Mononuclear Cells), foi coletada e estas então lavadas três vezes em HSS1x. O pellet 

resultante da última lavagem foi então acondicionado a -80 °C para posterior extração 

do RNA total. O procedimento de coleta das amostras está esquematizado na Figura  2. 

Figura 2: Estratégia de coleta e processamento das amostras de leucemia por centrifugação em gradiente de 

FicollTM. 
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3.3. Extração de RNA total e Real-time PCR. 

A extração do RNA total seria feita inicialmente com o reagente Trizol® 

(Invitrogen), de acordo com as indicações do fabricante. Porém, logo nas primeiras 

extrações, esse método não se mostrou satisfatório para amostras de RNA total que 

seriam posteriormente utilizadas para uma aplicação sensível a contaminantes, como o 

Real-time qPCR. Devido a esse fato, somado à qualidade heterogênea das amostras 

coletadas (nem todas muito boas ou com uma quantidade razoável de células), decidiu -

se por fazer a extração utilizando um kit comercial RNAeasy (QIAGEN). Os 

procedimentos foram feitos seguindo as indicações do fabricante.  

Resumidamente, as células foram lisadas com o tampão RLT contendo 1% de -

mercaptoetanol, com o auxílio de uma micropipeta. Para garantir a lise total, o extrato 

foi passado em uma coluna de homogeneização (QIAshreder), por centrifugação a 20000 

g, durante 2 minutos. Ao extrato homogeneizado foi adicionado etanol 75 °G.L. próp rio 

para RNA e a mistura resultante, após homogeneização, foi aplicada em uma coluna 

para precipitação do RNA total, por centrifugação a 8000 g durante 20 segundos. A 

coluna foi então lavada com o tampão RW1 em seguida com o tampão RPE por duas 

vezes. A eluição foi feita com água livre de RNAse, sob centrifugação a 10000 g, por 1 

minuto. As amostras de RNA total foram quantificadas e avaliadas quanto à sua 

integridade e pureza através de leitura dos valores de absorbância a 260 nm e das razões 

260/280 nm e 260/230 nm. 

Para avaliar os níveis de expressão do mRNA de FEZ1 no sangue de pacientes 

com LMA, foi utilizada a técnica de transcrição reversa seguida de PCR quantitativo em 

tempo-real (RT-qPCR). A síntese de cDNA foi feita a partir de 2 µg de RNA total 

utilizando-se o First-Strand cDNA Synthesis (GE Healthcare). As amostras de cDNA 

foram utilizadas como molde nas reações de PCR quantitativo em tempo-real, segundo 

especificações do TaqMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems). Utilizou-se 

o método da quantificação relativa, no qual a quantidade do produto de PCR do alvo é 

normalizada em relação a um gene constitutivamente expresso, no caso GAPDH.  

As reações foram montadas utilizando-se 0.5 L do TaqMan® Gene Expression 

Assay (GAPDH ou FEZ1), 5 L do TaqMan® Universal PCR Master Mix 2X with 
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AmpErase® UNG (Applied Biosystems) e 4.5 L de uma solução contendo água e o 

cDNA de interesse. Para efeitos práticos, assumiu-se que a transcrição reversa do RNA 

teve 100% de eficiência. As reações foram montadas em uma placa de 96 wells 

juntamente com os controles NTC (No Template Control) e a corrida realizada em um 

Applied Biosystems 7900HT Real-Time PCR System, conforme o programa padrão (hold 

de 50 °C, 2 min; hold de 95 °C, 10 min; e 40 ciclos de 95 °C, 15 seg e 60 °C, 1 min). 

 

3.4. Cultura de células e linhagens permanentes.  

Células HEK293 e células de crescimento em suspensão (Jurkat, K562 e THP-1) 

foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) e RPMI-1640, 

respectivamente, suplementados com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina 

e 100 g/mL de estreptomicina, a 37 ºC sob uma atmosfera umidificada com 5% de 

CO2. As células Flp-In-293 (ou doravante denominada HEK293 Flp-In) foram cultivadas 

em meio DMEM nas mesmas condições descritas acima. 

Os clones estáveis foram obtidos através do sistema Flp-inTM T-RExTM 

(Invitrogen). Esse sistema permite a rápida geração de clones estáveis e de expressão 

indutível através da célula hospedeira HEK293 Flp-In. Essa célula possui integrada ao 

seu genoma dois elementos que são (1) a sequência do repressor da tetraciclina (TetO 2) 

e (2) o sítio de recombinação da recombinase Flp de Saccharomyces cerevisiae (Flp 

Recombination Target, ou FRT) 60. 

No sistema T-REx® (Invitrogen), duas cópias da sequência do operador O2 

(TetO2) foram inseridas no promotor CMV do pcDNA®5-FRT/TO a fim de permitir a 

expressão regulada do gene de interesse pela adição de tetraciclina ao meio. O repressor 

Tet é codificado pelo vetor pcDNA®6, de expressão constitutiva e que promove a 

resistência ao antibiótico blasticidina. A célula HEK293 Flp-In a expressa estavelmente 
60. 

Além disso, as linhagens Flp-In expressam a fusão lacZ-Zeocin
TM estavelmente e 

cada célula contém uma sequência única em seu genoma do sítio FRT, proveniente do 

vetor pFRT/lacZeo, como confirmado por Southern blotting. Como consequência, a 

célula se torna resistente ao antibiótico Zeocina® 60. 
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A geração de uma linhagem Flp-In de interesse requer a cotransfecção com o 

vetor pcDNA®5-FRT, contendo o gene de interesse, e o plasmídeo de expressão da 

recombinase Flp, pOG44. A recombinase faz a inserção do gene de interesse ao genoma 

da célula no sítio FRT através de recombinação sítio-específica do DNA. A 

recombinação ocorre de tal maneira que a célula passa a ser sensível a Zeocina® e 

resistente ao antibiótico higromicina B, que pode ser então usada para selecionar os 

clones estáveis de interesse. Além disso, a sequência do gene de resistência à  

higromicina não possui códon ATG, vindo a utilizar o códon já presente no genoma da 

célula, de tal forma que apenas as células que tenham passado pela recombinação 

correta tornem-se resistentes e sobrevivam durante a seleção com higromicina. A Figura 

3A ilustra a disposição dos elementos genéticos nas linhagens Flp-In, com destaque para 

o sítio de recombinação (FRT), o ATG essencial e a fusão lacZ-Zeocin
TM, cuja 

expressão, constitutiva, é dirigida pelo promotor SV40. Na Figura 3B é mostrado como 

fica o cassete de expressão após a recombinação e como se dá o processo de indução 60. 

Assim, 24-48 horas após a cotransfecção com o vetor de transferência pcDNA®5-

FRT-FLAG (versão modificada do vetor original contendo o FLAG tag), contendo ou 

não o gene de interesse (FEZ1 ou EGFP-FEZ1), e o vetor pOG44 (em uma relação de 

1:9 (massa/massa)), as células foram replaqueadas numa razão 1:10, de forma que a 

confluência final fosse de ~40%. O processo de seleção dos clones foi feito com 

higromicina (100 g/ml) e blasticidina (15 g/ml) até que começassem a surgir colônias 

isoladas. Os clones foram coletados individualmente com auxilio de uma pipeta e 

amplificados individualmente. O teste de indução foi feito com concentrações de 

tetraciclina de até 500 ng/ml e os níveis de expressão determinados pela técnica de 

Western blotting. 

 

3.5. Transfecções, imunofluorescências e ensaios de viabilidade.  

Transfecções. 

As transfecções transientes foram feitas pelo método da precipitação de DNA por 

fosfato de cálcio ou utilizando o reagente Lipofectamine (Invitrogen), de acordo com as 

instruções do fabricante, e monitoradas por microscopia de fluorescência invertida.  
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Imunofluorescências. 

As células foram fixadas em uma solução contendo 4% (w/v) paraformaldeído, 

25M Taxol e 50 mM EGTA em estufa a 37 ºC por 20 minutos, e então lavadas 3 vezes 

com PBS 1x (10 mM fosfato, 2.7 mM KCl, 137 mM NaCl, pH 7.4) para remoção do 

excesso de fixador. As células foram permeabilizadas e bloqueadas em uma mistura de 

0,2% (v/v) Triton X-100 e leite 3 % em PBS, por 1 hora, sob agitação branda, lavadas 

Figura 3: Princípios de funcionamento do sistema de expressão Flp-InTM T-RExTM. A. Esquema do cassete 

de expressão inserido no genoma da linhagem hospedeira Flp-InTM-293, denotando o sítio de recombinação 

homóloga (FRT) entreposto entre o códon inicial ATG e a fusão do gene lacZ-ZeocinTM, cuja expressão 

(dirigida pelo promotor constitutivo SV40 – PSV40) funciona como marcador de seleção da linhagem. B. 

Esquema do cassete de expressão após a recombinação homólogo e de como se dá a expressão regulada por 

tetraciclina. O gene de resistência à higromicina (Hygromycin) é inserido sob o controle do promotor SV40 

e o gene de interesse (GOI), sob controle do promotor CMV/2X TetO2 (PCMV/2X TetO2), pode ser expresso 

com a adição de tetraciclina. 
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mais 3 vezes com PBS 1x e então incubadas com Hoechst 33258 (2 g/mL) em PBS 1x 

por 10 minutos, à temperatura ambiente. As células foram lavadas por 5 vezes, com PBS 

1x e as lâminas montadas para visualização por microscopia de fluorescência. Os 

núcleos multilobulados das células transfectadas de três experimentos independentes 

foram contados em um microscópio de fluorescência da Nikon. 

 

Ensaios de viabilidade e proliferação. 

Células HEK293 Flp-In “vetor vazio” e FLAG-FEZ1 foram cultivadas em 

garrafas de 25 cm2 de área até atingirem uma confluência de 40% e então induzidas (ou 

não) com a adição de tetraciclina na concentração final de 1000 ng/mL. Após 48 horas 

de indução, as células induzidas e as não-induzidas foram coletadas, contadas e 

plaqueadas em placas de 96 wells na quantidade de ~5000 células por well em meio de 

cultura completo (com tetraciclina no caso das células induzidas). Após 18-24 horas 

(tempo para as células aderirem ao fundo da placa), as células tiveram o meio 

complementado com meio contendo taxol (Paclitaxel, Sigma-Aldrich) ou vincristina 

(Sulfato de Vincristina), em diversas concentrações, por 48 horas. A medida de 

viabilidade foi obtida através do ensaio colorimétrico Cell Titer 96® AQueous One 

Solution Cell Proliferation Assay (Promega), uma variação do MTT. Os resultados estão 

apresentados em termos de absorbância a 492 nm. Para os ensaios de proliferação, as 

células foram plaqueadas da mesma maneira e o crescimento acompanhado ao longo de 

5 dias através do mesmo ensaio. 

 

3.6. Imunoprecipitação e espectrometria de massas.  

Os clones estáveis de HEK293 Flp-In “vetor vazio” e FLAG-FEZ1 foram 

cultivadas em garrafas de 225 cm2 até atingirem uma confluência de ~50%. O meio foi 

trocado e as células induzidas com tetraciclina (1000 ng/mL) durante 48 horas. Para o 

tratamento, as garrafas de células HEK293 Flp-in FLAG-FEZ1 foram divididas em dois 

grupos de 4 garrafas: (1) tratado com PMA (Merck) 1 g/mL, durante 1 hora; e, (2) 

grupo controle, tratado com DMSO (Dimetilsulfóxido, Merck), por 1 hora. As 4 garrafas 
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de células HEK293 Flp-In “vetor vazio” também serviram como grupo controle e foram 

tratadas com DMSO, pelo mesmo tempo. 

Para o ensaio de imunoprecipitação, as células foram então lavadas e 

ressuspendidas em PBS 1x estéril, centrifugadas a 150 g por 5 minutos e ressuspendidas 

em tampão de lise (50 mM Tris HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% TRITON 

X-100 (v/v)), complementado com coquetel de inibidores de proteases (Complete Mini 

EDTA-free, Roche). Após 15 minutos de lise em gelo, o lisado foi centrifugado a 12000 

g por 10 minutos, a 4 °C, e o sobrenadante (fração solúvel) recuperado para a 

imunoprecipitação. Ao sobrenadante recuperado então foi adicionada a resina ANTI-

FLAG® M2 Affinity Gel (Sigma), previamente lavada com TBS 1x (50 mM Tris-HCl, 

150 mM NaCl, pH 7.4), e incubado overnight sob agitação a 4 °C para a ligação dos 

complexos proteicos formados pela fusão FLAG-FEZ1 e suas proteínas parceiras. O 

sobrenadante (flow-through) foi recuperado e a resina de cada amostra lavada com TBS 

1x gelado, por 3 vezes. A eluição dos complexos proteicos foi feita com 200 L de 

solução de peptídeo FLAG à concentração de 300 ng/L, sob agitação por 2 horas, a 4 

°C 61. O eluído foi coletado e parte foi separada para análise quanto à expressão de 

FEZ1 por Western blotting. Foi procedida à digestão das amostras com tripsina 

(Promega) e análise usando o espectrômetro de massas MALDI-QTof Premier 

(Waters/Micromass). Os dados obtidos foram processados pelo programa Mascot 

Distiller e submetidos à busca no banco de dados MSDB através do Mascot Server. A 

Figura 4 apresenta o esquema geral do experimento.  
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Figura 4: Ensaio de imunoprecipitação seguida de espectrometria de massas para identificação de interações 

de FEZ1. 
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4. Resultados e discussão 

4.1. Expressão de FEZ1 em leucemias. 

Desde as primeiras publicações e trabalhos sobre UNC-76 e as proteínas da 

família FEZ é afirmado que a expressão dessa família de proteínas admite um padrão. 

Com exceção do homólogo FEZ2, cuja expressão é ubíqua, FEZ1 e UNC-76 possuem 

expressão restrita a células neuronais 7. Isso pode ser inclusive constatado em uma 

rápida busca em bases de dados de expressão gênica. Porém, diante das hipóteses 

levantadas no projeto, foram realizadas buscas nas bases de dados GEO Profiles (NCBI) 

e Oncomine
TM justamente com o objetivo de encontrar dados pré-existentes sobre a 

expressão de FEZ1 em outros tipos celulares, seja em condições normais ou de estresse.  

Assim, numa busca preliminar na base de dados GEO Profiles, constatou-se que 

FEZ1 está mais expressa na linhagem THP-1 do que em outras duas linhagens de 

leucemia, KG-1 e U937 (Figura 5A). Interessantemente, THP-1 foi estabelecida como 

linhagem a partir do sangue periférico de um garoto de um ano de idade com LMA M5 

(Leucemia Monocítica Aguda), em relapso. As células são hoje amplamente utilizadas 

em estudos de diferenciação, pois podem ser induzidas a se diferenciarem em 

macrófagos, produzindo lisossomos e adquirindo capacidade fagocítica 62. 

Além disso, em trabalho recente, demonstrou-se que células de LMA 

provenientes de pacientes expressam os receptores de citocinas envolvidas no 

desenvolvimento de neurônios, como o fator de crescimento do nervo (Nerve Growth 

Factor, NGF), dentre outras neurotrofinas 63. Os autores desse trabalho conseguiram 

estabelecer uma correlação clara entre a expressão dos receptores TRKs (TRKA, TRKB, 

TRKC, Neurotrophic Tyrosine Kinase Receptors) e alguns subtipos FAB da 

classificação de leucemias mieloides agudas. O receptor TRKA, por exemplo, foi 

identificado como sendo expresso em 62% dos casos de leucemias mielomonocíticas e 

monocíticas, classificadas como LMA M4 e M5, enquanto apenas 10% das outras 

leucemias foram positivas para esse receptor. Esse padrão se repetiu nas análises da 

expressão dos receptores TRKB e TRKC, mostrando que a expressão desses receptores 

está intimamente ligada à diferenciação monocítica (LMA M4 e M5). Para corroborar 
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tais dados, esses autores também citam a constatação de que 98% das células THP -1 

testadas por citometria de fluxo expressavam TRKA em suas membranas. Em outros 

experimentos, esses receptores se mostraram funcionais, suportando inclusive a 

sobrevivência e proliferação dessas células 63. 

 

Os dados desse trabalho, juntamente com os dados de expressão da base de dados 

GEO Profiles, levantaram a possibilidade da expressão de FEZ1 nas células THP-1 ser 

uma consequência da sinalização por NGF. A indução da expressão de FEZ1 endógena 

por NGF já havia sido observada em células PC12 64, uma linhagem usualmente 

utilizada em estudos de diferenciação neuronal. Para testar tal hipótese, células THP-1 e 

de uma leucemia mieloide crônica (K562) e de uma leucemia linfoide aguda (Jurkat) 

foram cultivadas e tratadas com NGF por 24 horas. Seu extrato foi preparado e 

analisado por Western blotting utilizando um anticorpo policlonal anti-FEZ1, na 

Figura 5: Ensaio de expressão de FEZ1 em linhagens de leucemia. A. Resultado de análise in silico na base 

de dados GEO Profiles do NCBI, mostrando a expressão de FEZ1 na linhagem de leucemia mieloide THP-

1. B. Western blotting demonstrando a expressão de FEZ1 em THP-1, independente da adição de NGF (500 

ng/mL de NGF, 24 horas, 2.5x106 células). 
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diluição 1:1000 (Proscience). Como pode ser visto na Figura 5B, somente as células 

THP-1 apresentaram uma banda na região que corresponde à altura de migração de 

FEZ1 (a fusão recombinante His6-FEZ1 foi utilizada como controle e apresenta duas 

bandas devido a degradação da amostra). Aparentemente, a adição de NGF ao meio não 

altera os níveis de expressão, porém, esse resultado corrobora a expressão de FEZ1 em uma 

linhagem de leucemia, antecipando o que talvez pudesse ser observado nas análises de 

pacientes. 

 

Também como forma de antecipar as análises com células de pacientes, foram 

feitas diversas análises na base de dados de DNA microarrays Oncomine
TM, a respeito 

da expressão de FEZ1 não só em diversos tipos de leucemia, mas também  em outros 

tipos de câncer e outras condições de interesse. Essa base se mostrou especialmente 

adequada para tais análises, tendo em vista que os dados podem ser agrupados (como 

por subtipo de câncer, tipo molecular, presença ou ausência de parâmetros, etc .), de tal 

forma que informações que antes estavam ocultas possam se tornar visíveis e as reais 

diferenças entre amostras aparentemente iguais possam ser exploradas para o 

desenvolvimento de uma estratégia de tratamento, por exemplo.  

Outra vantagem é a análise de Outliers ou Cancer Outlier Profile Analysis 

(COPA). O câncer é um conjunto de diversas doenças heterogêneas. O câncer de mama, 

por exemplo, é um conjunto de diversas doenças com causas moleculares distintas e, em 

muitos casos, desconhecidas. Através da COPA, essas diversas variações de um mesmo 

tipo de câncer podem ser exploradas. Genes que podem ser a causa ou o “tendão de 

Aquiles” da doença em uma pequena população e que, por isso, não podem ser 

detectados pela análise comum de expressão diferencial, podem ser correlacionados a 

ela e testados como alvos específicos para essas subpopulações. A COPA  é um método 

para dar score e ranquear genes baseados em sua alta super ou subexpressão em um 

pequeno conjunto de amostras de câncer. Por exemplo, o gene ERBB2 é altamente 

expresso em 25% dos casos de câncer de mama. ERBB2 possui um perfil de Outlier, um 

gene com alto COPA score e altas posições no ranking de mais expressos. Através da 

delimitação de percentis (75°, 90° e 95° percentil), diferentes datasets podem ser 
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comparados (“Meta-analysis”) 65. Quando se diz que o gene FEZ1 possui perfil de 

Outlier quando analisado no 75° percentil, significa dizer que, em 25% daquele conjunto 

de amostras, sua expressão é significativa e pode possuir um sentido funcional do ponto 

de vista biológico 65. A Figura 6 ilustra o perfil de expressão de FEZ1 obtido a partir da 

análise de leucemias mieloides de diferentes estudos independentes. 

Como pode ser notado, nas análises de Armstrong et al. (2002), as leucemias de 

origem linfoide e mieloide podem ser diferenciadas pela expressão de FEZ1, sendo essa 

maior nas LMA (p-value: 1.74 x10-8) (Figura 6A). Essa diferença pode ser notada 

também quando se comparam os subtipos de LMA, como mostra a análise diferencial 

dos dados de Gutierrez et al. (2005), destacando as amostras de LMA M5, cuja 

expressão é maior do que nos outros subtipos (Figura 6B). A análise diferencial das 

leucemias de Stegmeier et al. (2004), por outro lado, mostra a expressão de FEZ1 como 

sendo maior nos casos de LMA frente a monócitos e neutrófilos diferenciados e não 

malignos (Figura 6C). Embora o p-value seja maior do que 0.05, esse resultado é 

representativo dos tipos de análise que podem ser feitas utilizando essa base de dados.   
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Após as análises in silico apontarem para o potencial de FEZ1 estar realmente 

expressa em células leucêmicas de pacientes, faltava ter esse resultado 

experimentalmente. Assim, PBMCs de pacientes com leucemia atendidos no 

Hemocentro da UNICAMP, coletadas ao longo de um ano conforme descrito, tiveram 

seus RNAs extraídos para serem analisados quanto à expressão de FEZ1, pela técnica de 

Real-time qPCR. Como as amostras eram pequenas e escassas, decidiu-se dar prioridade 

às análises no nível transcricional.  

Assim, o primeiro passo para as análises por Real-time qPCR foi estabelecer a 

quantidade de cDNA a ser utilizada para cada amplificação, bem como determinar sua 

eficiência. Assim, construiu-se uma curva padrão com diferentes quantidades de cDNA 

(uma curva padrão, para quantificação absoluta) e, a partir da inclinação dessa curva, 

calculou-se a eficiência de amplificação (fórmula, Figura 13B) 67,68. 

Isso foi feito para 2 pacientes e também utilizando-se o cDNA feito a partir do 

RNA total de HEK superexpressando o mRNA de FEZ1 (Figura 13A). Como pode ser 

visto na tabela (Figura 13B), as eficiências das duas sondas não foram satisfatórias. 

Além disso, a partir desses dados, é possível construir uma curva de validação, em que 

Figura 12: Análise de outlier para FEZ1 no 95° percentil. A expressão de FEZ1 foi comparada ao longo de 

diversos datasets independentes. O COPA score e o ranking médio de FEZ1 refletem a significância dessa 

superexpressão. Na Legenda é mostrada a origem dos datasets. 
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são comparadas as eficiências relativas de amplificação dos cDNAs para cada ponto da 

curva. A curva de validação deve possuir uma inclinação menor do que 0.1. Caso 

contrário, significa que as reações não têm eficiências iguais de amplificação, podendo 

levar a superestimativas quando da quantificação relativa (a expressão de FEZ1 em 

relação a GAPDH, nesse caso) 67,68. Na Figura 13C, a inclinação da reta mostra que há 

variação das eficiências de amplificação para as duas sondas nos pontos da curva, dando 

inclinação maior à mesma. 

 

 

 

Figura 13: Padronização da amplificação de FEZ1 pela técnica de Real Time qPCR com a sonda 

TaqMan®. A. Construção das curvas de eficiência de amplificação de duas amostras: controle (HEK-FEZ1) 

e leucêmica (P3, paciente #3). B. Tabela e fórmula de cálculo das eficiências de amplificação a partir da 

inclinação das curvas (m). C. Curva de eficiência relativa de amplificação (FEZ1 vs. GAPDH). 
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 Apesar de várias tentativas, não se conseguiu atingir eficiência de amplificação 

superior a 90%. Decidiu-se então por fazer a análise do maior número de amostras de 

uma vez, para que essas pudessem ser comparadas entre si. Embora a eficiência de 

amplificação não fosse alta, ao menos na placa em análise, ela seria igual ou próxima 

em todos os poços, permitindo a comparação entre os mesmos e as amostras controle 

dessa placa. Assim, as 9 melhores amostras de pacientes em termos de qualidade de 

RNA foram escolhidas para serem analisadas, juntamente com 4 controles, a saber: dois 

controles negativos (ECS C- e RHSF C-), PBMCs de doadores de sangue saudáveis, 

representando a condição normal, não leucêmica; e dois controles positivos, um sendo a 

célula THP-1, cuja expressão de FEZ1 já havia sido demonstrada em nível de proteína, e 

outro da linhagem HEK-293 Flp-In induzida a expressar a fusão FLAG-FEZ1. 

As análises foram feitas utilizando-se a amostra RHSF C- como calibradora. 

Como pode ser visto na Figura 14, porém, não houve amplificação de nenhuma das 

amostras, mesmo dos controles positivos, permanecendo a constatação empírica da 

expressão de FEZ1 em células leucêmicas através de experimentos de Real-time qPCR 

uma lacuna a ser respondida. 
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4.2. Ensaios celulares: as consequências da expressão de FEZ1 para a célula. 

Paralelamente aos estudos envolvendo leucemias, fizeram-se estudos para 

entender a funcionalidade para a célula da aquisição do fenótipo de núcleos 

multilobulados. Qual seria a vantagem ou desvantagem seletiva, se é que existiria 

alguma, da multilobulação ou mesmo da superexpressão de FEZ1? Por que, em uma 

transfecção, apenas 40% das células transfectadas apresenta o fenótipo de núcleos 

multilobulados 46? 

Como forma de responder a tais perguntas, o primeiro passo seria a obtenção de 

uma linhagem celular que pudesse ser analisada num tempo mais longo do que aquele da 

expressão transiente, decorrente de uma transfecção usual. Assim, partindo-se de um 

único clone, os efeitos decorrentes da variação nos níveis de expressão e na própria 

população de células poderiam ser minimizados e o evento ser estudado em mais 

detalhes. Além disso, pelo fato de não se saberem os efeitos deletérios ou tóxicos que a 

Figura 14: Análise da expressão relativa de FEZ1 em pacientes de leucemia. No total, foram analisados 9 

pacientes (P#), dois controles negativos (doadores de sangue: ECS C- e RHSF C-) e dois controles positivos 

(293 Flp-in C+ e THP-1). Os dados foram calibrados em função da amostra RHSF C-. RQ = Quantificação 

Relativa. 
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superexpressão de FEZ1 poderia ter para a célula, a escolha por um sistema indutível se 

mostrou ideal. 

Os cDNAs de FEZ1 e da fusão EGFP-FEZ1 (disponível no laboratório) foram 

clonados ao vetor pcDNA®5-FRT-FLAG (Figura 15A) e as linhagens HEK293 Flp-In 

“FLAG-FEZ1” e “FLAG-EGFP-FEZ1” foram obtidas conforme o protocolo descrito 61. 

Os clones obtidos foram testados quanto à expressão das fusões por Western blotting 

utilizando o anticorpo monoclonal anti-FLAG M2® (Sigma) e vários deles se mostraram 

positivos (Figura 15B). Vale ressaltar que tanto a proteína FEZ1 endógena, quanto as 

fusões, nesse caso, apresentam um padrão de migração diferente. Apesar de possuir ~45 

kDa em massa, devido à grande quantidade de aminoácidos ácidos em sua cadeia, FEZ1 

migra com massa aparente próxima a 70 kDa. A identidade das bandas foi confirmada 

por stripping e Western blotting utilizando o soro policlonal anti-FEZ1 (Proscience). 

Curiosamente, mesmo em altas concentrações de tetraciclina, a linhagem HEK293 

Flp-In EGFP-FEZ1 não apresentou emissão de fluorescência quando observada ao 

microscópio de fluorescência. Além disso, não foi observada quantidade significativa de 

células com núcleos multilobulados (dados não mostrados). Isso talvez se deva ao fato 

de a expressão transiente ser muito mais intensa do que no Sistema Flp -In® T-REx®. 

Mesmo diante desses resultados, foi dada continuidade aos experimentos com essas 

linhagens para tentar obter dados a respeito dos efeitos funcionais da expressão ectópica 

de FEZ1 para a célula. 
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O primeiro experimento no sentido de identificar diferenças entre as células 

portando o vetor pcDNA®5-FRT-FLAG “vazio” ou expressando a fusão FLAG-FEZ1 foi 

o de acompanhamento da proliferação celular, utilizando o kit Cell Titer 96® AQueous 

One Solution Cell Proliferation Assay. Não houve diferença na forma das curvas de 

absorbância de HEK293 Flp-In FLAG-FEZ1 e FLAG-VAZIO, ao longo do tempo, o que 

é indicativo de que não há diferença nas taxas de proliferação das duas linhagens 

(Figura 16). Esse resultado se repetiu para os clones HEK293 Flp-In FLAG-EGFP-FEZ1 

(dados não mostrados). 

Figura 15: Clonagem e expressão de FEZ1 no sistema Flp-InTM T-REx. A. Análise de restrição com Kpn I 

e Not I de seis clones pCDNA5-FRT-FLAG-FEZ1. O clone #18 foi confirmado e levado a diante B. Análise 

de restrição com Kpn I e Not I de doze clones pCDNA5-FRT-FLAG-EGFP-FEZ1. O clone #10 foi 

confirmado e levado a diante. C. Western blotting do teste de indução de três clones celulares capazes de 

expressar a fusão FLAG-FEZ1 e dois, FLAG-EGFP-FEZ1. D. Confirmação da identidade dos dois clones 

FLAG-EGFP-FEZ1 utilizando o anticorpo anti-EGFP. 
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Essas células foram então testadas quanto à sua capacidade de crescer em meio 

contendo quimioterápicos como o taxol (Paclitaxel) e a vincristina (Sulfato de 

Vincristina), ambas utilizadas no tratamento de neoplasias. Tanto este, utilizado no 

tratamento de linfomas e leucemias, como aquele, utilizado para tratamento de tumores 

sólidos como de pulmão, ovário e mama, atuam sobre os microtúbulos, com mecanismos 

de ação, porém, distintos. Enquanto o taxol atua estabilizando os filamentos de 

microtúbulos, impedindo a sua dinâmica de remodelação, a vincristina atua justamente 

impedindo a formação de filamentos ao se ligar aos dímeros de tubulina livres 56. 

Como relatado, FEZ1 é uma proteína cujas funções estão em grande parte 

relacionadas à rede de microtúbulos da célula, constituindo elemento importante da 

maquinaria de transporte intracelular de proteínas e outras cargas 22,27. Além disso, 

FEZ1 se associa diretamente aos microtúbulos 69. Assim, será que FEZ1, através sua 

associação com os microtúbulos, poderia promover a resistência ou sensibilidade da 

célula à ação de algum desses compostos? 

Porém, como mostrado nas Figuras 17 e 18, em várias concentrações desses 

compostos testadas, não houve diferença significativa na porcentagem de sobrevivência, 

comparando-se tanto células induzidas quanto não-induzidas. 
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Figura 16: Ensaio de proliferação de células Flp-InTM-293 expressando a fusão Flag-FEZ1. As medições 

foram iniciadas 48 horas após o plaqueamento de 5000 células por poço (pré-indução com 1000 ng/mL 

tetraciclina), utilizando o ensaio colorimétrico Cell Titer 96® AQueous One Solution Cell Proliferation 

Assay. Os resultados estão apresentados em termos de absorbância a 492 nm. A e B. Repetições do mesmo 

experimento. Cada ponto da curva representa a média da leitura de três replicatas. 
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Figura 17: Ensaio de resistência ao tratamento com taxol. Células Flp-InTM-293 portando o vetor vazio ou a 

construção FLAG-FEZ1, induzidas e não-induzidas com tetraciclina (1000 ng/mL tetraciclina) foram 

expostas a várias concentrações do composto por 48 horas. A sobrevivência está expressa em porcentagem 

da leitura da absorbância de cada ponto em relação ao controle tratado com DMSO. 
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Figura 18: Ensaio de resistência ao tratamento com vincristina. Células Flp-InTM-293 portando o vetor 

vazio ou a construção FLAG-FEZ1, induzidas e não-induzidas com tetraciclina (1000 ng/mL tetraciclina) 

foram expostas a várias concentrações do composto por 48 horas. A sobrevivência está expressa em 

porcentagem da leitura da absorbância de cada ponto em relação ao controle não tratado. 



 

47 

 

4.3. O núcleo “flower-like” no contexto das interações de FEZ1. 

Face aos resultados até então obtidos com as linhagens HEK293 Flp-In, decidiu-

se por utilizá-las para aprofundar o nosso conhecimento a respeito das interações que 

FEZ1 é capaz de assumir na célula, bem como essas interações são  reguladas pela ação 

de proteínas quinases da família das PKCs ativadas por PMA. Dados anteriores do nosso 

grupo demonstram que o tratamento com PMA aumenta a proporção de células HEK293 

com núcleos multilobulados (Figura 19A, dados não publicados). Sabe-se ainda que a 

fosforilação de FEZ1 por PKCs in vitro acaba com sua interação com CLASP2, levando 

à hipótese de que o aumento observado na multilobulação sob tratamento com PMA 

possa ser consequência das mudanças no perfil de interações que FEZ1 estabelece 

quando é fosforilada 41. 

Para descobrir que interações são essas, células HEK293 Flp-In Flag-FEZ1, 

induzidas com tetraciclina, foram tratadas (ou não) com PMA e a fusão Flag -FEZ1 foi 

imunoprecipitada juntamente com as proteínas parceiras de FEZ1. Com o intuito de se 

identificarem as interações inespecíficas mediadas pelo FLAG tag, a linhagem contendo 

o vetor pcDNA®5-FRT-FLAG “vazio” foi utilizada como controle.  

A figura 19 traz a lista de proteínas que foram identificadas por espectrometria de 

massas. Infelizmente, não foram identificadas muitas proteínas e esse ensaio também 

não foi validado com uma repetição. Porém, nota-se na lista que a única proteína 

presente nas duas condições é SCOCO, parceiro de interação previamente descrito de 

FEZ1 26. 

A proteína SCOCO foi descrita como um homólogo de UNC-69 de C. elegans, 

cujo mutante para esse gene apresenta os mesmos defeitos de locomoção associados à 

perda de UNC-76 26. A proteína SCOCO está envolvida no transporte de vesículas e sua 

ligação a FEZ1 constitui a associação com a maquinaria de transporte intracelular que se 

dá através dos microtúbulos e motores moleculares, como as kinesinas 25. Curiosamente, 

SCOCO é estudada em nosso laboratório e, inclusive, em uma colaboração, foram feitos 

estudos de imunolocalização mostrando a colocalização de FEZ1 e SCOCO em uma 

estrutura perinuclear, possivelmente o centrossomo. Em outro projeto do grupo, o modo 
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como se dá essa associação está sendo detalhado através de ensaios de duplo -híbrido e 

novos parceiros de interação de SCOCO estão sendo descritos.  

 

 

 

Figura 19: Núcleos multilobulados no contexto de regulação e interações de FEZ1. A. O efeito da 

atividade de proteínas quinases foi avaliado através do tratamento com PMA e Staurosporina, 

respectivamente, um ativador de PKCs e um inibidor genérico de quinases. Os dados do Dr. Daniel Lanza 

mostram que o tratamento com PMA aumenta a proporção de células com núcleos multilobulados. B. 

Esquema denotando as proteínas identificadas por MS em ambas condições (tratada e não tratada com 

PMA) separadas de acordo com processos/função. *=proteínas que apresentam domínios estruturais em 

coiled-coils. SCOCO foi a única proteína detectada em ambos os tratamentos. 
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Também é interessante notar que FEZ1 interage com fatores de transcrição, 

dentre outras proteínas nucleares (destacadas em lilás, Figura 19), como previamente 

descrito e publicado por nosso grupo através de ensaios de duplo-híbrido 38. A 

capacidade de FEZ1 de se associar a proteínas nucleares ainda é uma questão em estudo, 

porém, é interessante notar que a proteína homóloga de SCOCO em aves, BERT, é 

capaz de regular, em nível transcricional, a expressão do fator de transcrição Sox2 na 

placa neural de embriões de galinha, o que se dá pela sua associação com a proteína 

ERNI 70. Há também a hipótese de que FEZ1 poderia atuar como mediadora do 

transporte de fatores de transcrição para o núcleo. Porém, um papel funcional para FEZ1 

no núcleo também não pode ser descartado.  

As proteínas que interagiram com FEZ1 apenas na condição controle foram 

BRMS1L, um fator de transcrição, e SLC4A1AP ou Kanadaptin. Estudos iniciais davam 

conta de que Kanadaptin é uma adaptadora do transporte da proteína kAE1 (Kidney 

Anion Exchanger 1), um canal iônico presente na membrana de células renais 71.  

Estudos recentes, porém, indicam que essas duas proteínas (Kanadaptin e kAE1) não 

interagem em células HEK293 e que Kanadaptin é uma proteína com múltiplas 

localizações e migra entre o núcleo e o citoplasma constantemente, porém, sua função 

exata ainda não é conhecida 71,72. 

Dentre as proteínas que interagiram apenas na condição tratada com PMA foram 

detectados peptídeos relacionados às proteínas FREM3 (FRAS1-related) e FBXL18. A 

proteína FREM3 é um componente da matriz extracelular, mais especificamente da 

lâmina basal e, curiosamente, camundongos knockout para os genes da família Fras 

apresentam agenesia renal, condição congênita na qual os rins não se desenvolvem. A 

expressão de FREM3 e FRAS1 é diminuída em rins policísticos de camundongos 

neonatos 73,74. Interessantemente, FEZ1 começou a ser estudada em nosso grupo após ser 

identificada como parceiro de interação da proteína NEK1 em um screening duplo-

híbrido cujo objetivo era encontrar proteínas relacionadas à Doença do Rim Policístico 

(PKD) 35. 

Já a proteína FBXL18 (Isoform 1 of F-box/LRR-repeat protein 18) parece constituir 

parte de um complexo com atividade de E3 Ligase 10. Além disso, FEZ1 se liga à 
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proteína E4B (UF2D) originariamente descrita como uma E4 (fator de montagem da 

cadeia de ubiquitina), mas que também funciona como uma E3 ligase. FEZ1 é 

poliubiquitinada por E4B, mas isso não influencia na sua estabilidade. A interação entre 

as duas promove a extensão de neuritos em células PC12 e é regulada por PKC. 

 

Além das interações com outras proteínas, as outras hipóteses que pairavam sobre 

os mecanismos de formação dos núcleos multilobulados levavam em consideração a 

própria estrutura de FEZ1 e a sua capacidade de dimerização. Durante a superexpressão, 

o excesso de FEZ1 na célula poderia levar à formação de dímeros “inespecíficos” entre 

populações de FEZ1 distintas (de ambas as extremidades dos microtúbulos, por 

exemplo), culminando na formação dos núcleos multilobulados 46. 

Afinal, FEZ1 possui sequências com predição de formação de coiled-coils em sua 

estrutura que, além de mediar interações com outras proteínas 38, poderiam, em uma 

condição “anormal” (como o excesso de FEZ1 na célula), promover a formação inicial 

de dímeros “instáveis”, estabilizados então por uma ou mais das cinco cisteínas que 

fazem parte de sua cadeia polipeptídica. Em recente trabalho do grupo, foi demonstrado 

por imunoprecipitação e Western blotting que FEZ1 endógena forma dímeros em células 

HEK293 43.Para investigar se os coiled-coils preditos na estrutura de FEZ1 estão 

relacionados à formação dos núcleos multilobulados, os cDNAs correspondentes às 

porções isoladas da cadeia de FEZ1 que vão dos aminoácidos 229 ao 269 e dos 

aminoácidos 229 ao 303 foram clonados ao vetor pCDNA-FLAG e as construções 

pCDNA-FLAG-CC(229-269) e pCDNA-FLAG-CC(229-303) foram cotransfectadas cada 

qual com o vetor pEGFPC2-FEZ1 em células HEK293. A construção pEGFPC2-FEZ1 

foi cotransfectada isoladamente como controle de tal forma que a redução ou aumento 

na contagem de núcleos multilobulados nas cotransfecções seria um indício da 

interferência dos coiled-coils. Vale ressaltar que, segundo nossas hipóteses, essa 

interferência poderia se dar tanto no sentido de impedir a dimerização, mas também 

impedindo a interação com outras proteínas. Os núcleos de células transfectadas de três 

experimentos independentes foram contados e as médias foram plotadas em histogramas 

como porcentagem de células transfectadas (Figura 20).Interessantemente, a 
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cotransfecção com pEGFPC2-FEZ1 e pCDNA-FLAG-CC(229-269) foi suficiente para 

reduzir a formação dos núcleos multilobulados em quase 40% quando comparado com a 

transfecção com pEGFPC2-FEZ1 apenas (Figura 20A), enquanto a cotransfecção com 

pCDNA-FLAG-CC(229-303) reduziu a ocorrência do fenótipo em 26%. 

Já para avaliar a contribuição da dimerização através de pontes dissulfeto para a 

formação dos núcleos multilobulados, foi desenhada uma nova CDS sintética de FEZ1, 

na qual as cinco cisteínas foram substituídas por serinas. O cDNA sintético de FEZ1 

sem cisteínas (FEZ1 nocys) foi clonado ao vetor pEGFPC2 e confirmado por 

sequenciamento e células HEK293 foram transfectadas. Transfecções com o vetor 

pEGFPC2 “vazio” (EGFP) ou contendo o cDNA de FEZ1 tipo selvagem (pEGFPC2 -

FEZ1 wt) foram feitas como controle. Os núcleos de células de três transfecções com 

cada vetor foram contados e as médias foram plotadas em histogramas como 

porcentagem de células transfectadas (Figura 20). Assim, como pode ser visto na Figura 

20B, não houve diferença estatística significativa entre as transfecções com FEZ1 WT e 

FEZ1 nocys. 

Aparentemente, apenas os coiled-coils seriam responsáveis pela formação dos 

núcleos multilobulados. Porém, parece haver uma pequena tendência de diminuição de 

núcleos multilobulados quando da transfecção com a construção FEZ1 nocys que 

poderia se mostrar significativa caso fosse investigado o efeito sinérgico dessa com o 

bloqueio pelos coiled-coils (Figura 20B). 

Assim, seria razoável pensar que a formação dos núcleos multilobulados é um 

evento de natureza complexa e aleatória, e que para tal concorrem muitos fatores. 

Dentre esses, a dimerização de FEZ1 e a sua capacidade de estabelecer interações com 

diversos parceiros distintos, mediadas pelos domínios coiled-coils.  
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Figura 20: Ensaios de formação de núcleos multilobulados. A. Contagem de núcleos multilobulados em 

cotransfecção da construção EGFP-FEZ1 full-lenght com coiled-coils fusionados ao FLAG-tag (FLAG-

FEZ1(229-269) e FLAG-FEZ1(229-303)). *p e **p <0.05. Não há diferença quando se comparam as duas 

cotransfecções. B. Comparação da capacidade de formação de núcleos multilobulados pela expressão de 

mutante pontual de FEZ1 sem as cinco cisteínas (EGFP-FEZ1nocys). Não há diferença estatística entre as 

transfecções com EGFP-FEZ1 WT e EGFP-FEZ1nocys. 
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A capacidade de dimerização por pontes dissulfeto já foi demonstrada in vitro 
41 e 

in vivo 43. A cisteína 133 foi identificada por espectrometria de massas como sendo 

importante para o processo de formação do dímero 43. Porém, a transfecção com uma 

construção de FEZ1 em que esse resíduo foi substituído por uma serina não levou à 

diminuição na proporção de células HEK293 transfectadas com núcleo multilobulado 

(dados não mostrados). Por essa razão, decidiu-se então construir o cDNA sintético, 

portando as cinco cisteínas mutadas. 

Ademais, embora os ensaios de IP-MS do presente trabalho não tenham 

contribuído grandemente para aumentar o rol das interações de FEZ1 descritas, por 

outro lado representam uma amostra do que já se conhece: FEZ1 é uma proteína hub, 

capaz de interagir com diversos parceiros distintos e atuar em diferentes funções 

celulares 38. As proteínas hub são três vezes mais importantes para a célula do que as 

proteínas não-hub, que interagem com apenas um ou dois parceiros, e sua deleção 

geralmente leva à morte celular 39. Da mesma forma, é possível imaginar que a 

superexpressão dessas proteínas possa causar grandes perturbações, devidas, por 

exemplo, à ocorrência de interações “inespecíficas” ou “promíscuas”, em locais e 

tempos diferentes na célula, que poderiam levar a eventos extremos como é o caso dos 

núcleos multilobulados. 
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5. Conclusões e perspectivas 

O objetivo desse trabalho foi tratar da questão da formação dos núcleos 

multilobulados sob diferentes perspectivas. Entender mecanística e funcionalmente 

como se dá a formação dos núcleos “flower-like” em células HEK293, bem como suas 

consequências funcionais para a célula em termos de sobrevivência, e tentar extrapolar 

um modelo que explicasse a ocorrência de células com fenótipo semelhante em 

leucemias mieloides. 

Após a evidência inicial de que FEZ1 está expressa na linhagem de LMA M5, 

THP-1, em oposição às linhagens K562 e Jurkat, partiu-se para as análises das amostras 

de pacientes atendidos no Hemocentro da Unicamp. Embora as análises in silico 

apontassem para uma possível relação entre FEZ1 e leucemia, a expressão de FEZ1 em 

LMAs não pôde ser confirmada empiricamente. Os resultados obtidos não foram 

satisfatórios, talvez devido à qualidade das sondas e mesmo das amostras, visto que não 

foi possível padronizar as amplificações com o máximo de eficiência. Assim, novos 

experimentos deverão ser feitos no futuro com o objetivo de confirmar o que foi visto 

nas análises in silico. 

Do ponto de vista funcional, conseguiu-se determinar que a superexpressão de 

FEZ1 não acarreta alteração na taxa de proliferação de células HEK293, bem como não 

promove resistência ou sensibilidade a agentes quimioterápicos como o taxol e a 

vincristina. 

Nesse ponto, merece consideração o uso do sistema Flp-inTM T-RExTM 

(Invitrogen). No início, pareceu-nos uma escolha acertada combinar uma célula de 

expressão estável e ao mesmo tempo indutível, com a possibilidade de regular os níveis 

de expressão desejados. As transfecções estáveis permitem que se obtenha um pool 

homogêneo de células, dada a sua origem clonal, e assim garante -se que os resultados 

(que são médias) obtidos em um experimento representam mais fielmente a resposta de 

cada célula individualmente, ao passo que em transfecções transientes, o resultado 

geralmente é uma representação da realidade que congrega diferentes tipos de células, 

algumas mais transfectadas, outras menos e mesmo as não transfectadas. Todavia, 
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embora expressassem quantidades significativas das fusões FLAG-FEZ1 ou FLAG-

EGFP-FEZ1, os clones de HEK293 Flp-In testados não formaram núcleos 

multilobulados. 

Assim, conclui-se que o sistema Flp-inTM T-RExTM não foi uma escolha 

totalmente adequada ao tipo de evento que se queria observar. Como discutido, a 

ocorrência de núcleos multilobulados é um evento complexo e multifatorial. É 

consequência das propriedades de FEZ1, mas que, aparentemente, só ocorre quando os 

níveis de expressão são altíssimos, como aqueles que são alcançados por algumas 

células durante uma transfecção transiente. Além disso, células aderentes geralmente 

são mais resistentes a tratamentos com drogas citotóxicas do que células de crescimento 

em suspensão, que se dividem mais rapidamente. O uso de linhagens de crescimento em 

suspensão seria o próximo passo para melhor se visualizarem os efeitos da 

superexpressão de FEZ1 no contexto das leucemias. Os sistemas lentivirais de expressão 

poderiam ser utilizados no sentido de refinar essas hipóteses, bem como linhagens 

celulares como THP-1, capazes de expressar FEZ1. 

Por outro lado, o uso do sistema Flp-inTM T-RExTM não invalida os resultados de 

IP-MS obtidos, que mostram que ainda há muitos contextos de atuação de FEZ1 na 

célula que ainda podem ser elucidados e que podem ajudar a entender melhor o seu 

papel no desenvolvimento do sistema nervoso e em desordens psicológicas.  

Quanto à formação dos núcleos multilobulados, os experimentos de cotransfecção 

envolvendo os coiled-coils e de transfecção com FEZ1 mutada demonstram que sua 

estrutura íntegra é importante para a ocorrência do fenômeno. Os coiled-coils livres 

(FLAG-CCs) interferem na formação do fenótipo, talvez devido ao bloqueio à 

dimerização e à interação com os diversos parceiros de FEZ1 inteira. A transfecção com 

FEZ1 nocys somente não foi suficiente para diminuir significativamente a proporção de 

células transfectadas com esse fenótipo, mas novos experimentos são necessários para 

determinar o potencial de sinergismo que esses dois componentes (os coiled-coils e as 

cisteínas) podem ter sobre a ocorrência desse fenômeno.  

Finalmente, os resultados das análises in silico de leucemias (se confirmados 

empiricamente), combinados aos resultados dos ensaios de viabilidade e de r esistência a 
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quimioterápicos (que mostram que a superexpressão de FEZ1 não tem efeitos sobre a 

célula) e também os ensaios de inibição da formação de núcleos multilobulados, em 

conjunto, podem levar a crer que esse se trata na realidade de um fenômeno estocástico, 

ou seja, aleatório. O movimento aleatório das moléculas ao longo do espaço -tempo pode 

levar à variabilidade nos níveis de mRNA e proteínas, mesmo entre células de 

populações clonais, constituindo assim um ruído 75. Significa dizer que células com 

genomas idênticos expostas a um mesmo ambiente não terão necessariamente fenótipos 

idênticos. Quando isso acontece, pode-se dizer que a célula está tomando decisões  e 

inclui tanto divisões assimétricas quanto a diferenciação espontânea de células 

isogênicas expostas ao mesmo ambiente 76. 

A aleatoriedade das interações de FEZ1, uma proteína hub, produzida em excesso 

em um tipo celular não neuronal poderia explicar, por exemplo, por que apenas 40% das 

células transfectadas com a fusão GFP-FEZ1 apresenta núcleos multilobulados. Num 

modelo proposto, a translocação próxima ao locus de FEZ1 poderia levar a um aumento 

de sua expressão. O acúmulo de FEZ1 em uma célula não neuronal pode então levar ou 

não à multilobulação, dependendo dos eventos e dos parceiros de interação com os quais 

as moléculas de FEZ1 venham a se encontrar, embora não cause maiores efeitos para a 

célula em questão. Ainda assim, estudar mais aprofundadamente esse fenômeno é 

importante, uma vez que desvendar quais são esses eventos, quais lhes são as vias de 

sinalização subjacentes e quais os parceiros que FEZ1 encontra “pelo caminho” pode dar 

pistas importantes para o entendimento de outros fenômenos biológicos de interesse, 

como o desenvolvimento neuronal e a esquizofrenia. 
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7. Anexos 

7.1. Artigo aceito para publicação. 

Em seguida, é apresentado o artigo intitulado “Identification and 

characterization of an alternatively spliced isoform of the human protein phosphatase 

2Aα catalytic subunit.” recentemente publicado no Journal of Biological Chemistry (10 

de Fevereiro de 2012; 287 (7): 4853-62), fruto do projeto de iniciação científica do 

aluno, intitulado “Análise do Padrão de Expressão e das Interações Protéicas de uma 

Nova Isoforma da Subunidade Catalítica da Proteína Fosfatase 2A (PP2Ac)”, 

também apoiado pela FAPESP (número de processo 2008/10615-4). 

Embora não se trate de um artigo relacionado ao tema do projeto de mestrado, 

compartilha com esse o uso de técnicas de biologia molecular e constituiu grande fonte 

de aprendizado e desenvolvimento para o aluno. Alguns experimentos cruciais para o 

aceite do artigo foram concluídos pelo aluno juntamente com os outros autores, ainda 

durante o período do mestrado. 
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7.2. Figuras suplementares do artigo. 
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7.3. Outros anexos. 
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