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Resumo

A ativacao das GTPases Ral (RalA e RalB), pertencentes a uma subfamilia de proteinas
Ras, é efetuada por 6 fatores de troca de nucleétidos de guanina especificos de Ral
(RalGEFs). RalGPS2 (Ral GEF with PH domain and SH3 binding motif 2) é um dos
membros da familia de RalGEFs cuja ativacdo é independente da sinalizacao por Ras.
Resultados anteriores obtidos em linhas de cancro do pulmao e um ensaio de duplo-
hibrido em leveduras (Santos A.O. e Camonis J., nao publicado) sugeriram a hipotese
de que RalGPS2 teria um papel na regulacdo dos co-ativadores transcricionais da via
Hippo YAP/TAZ. No presente trabalho, essa hipotese foi testada silenciando RalGPS2
em células de cancro da proéstata e avaliando o crescimento, a sobrevivéncia e a

expressao de genes induzidos pela ativacao de YAP/TAZ.

O silenciamento de RalGPS2 por siRNA foi otimizado em células de cancro da prostata
PC-3, sendo o efeito na viabilidade/proliferacao celular avaliado pelo ensaio de reducao
de resazurina aos 5 dias apos a transfecdo. A percentagem de indugdo espontanea de
apoptose e a distribuicdo do ciclo celular foram obtidos por citometria de fluxo apods
marcacao das células com iodeto de propidio. A expressaio de mRNA dos genes
regulados por YAP/TAZ, CTGF e CYR®61, assim como de RalGPS2, foi obtida por PCR
quantitativo em tempo real. Adicionalmente, foi explorado o efeito do silenciamento de
RalGPS2 na expressao de CTGF e CYR61 em condigOes de estimulacao com soro fetal

bovino.

O silenciamento de RalGPS2 inibiu o crescimento de PC-3 (= 59%) e aumentou a taxa
de apoptose espontanea das células. A expressio de mRNA de RalGPS2 diminuiu
significativamente tanto aos 3 quanto aos 5 dias apos o silenciamento, no entanto, ndo
se detetou a diminuicao da expressao dos genes CTGF e CYR61. Em conclusao, o papel
de RalGPS2 no controlo da proliferacdo e sobrevivéncia de células PC-3 nao parece

estar associado a ativacdo de YAP/TAZ induzida pelo soro nesta linha celular.
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Abstract

The activation of GTPases RalA and RalB, a subfamily of Ras proteins, is done by 6 Ral-
specific guanine nucleotide exchange factors (RalGEFs). RalGPS2 (Ral GEF with PH
domain and SH3 binding motif 2) is one of the RalGEFs family members whose
activation is independent from Ras signaling. Previous results obtained by the group in
lung cancer cell lines and on a yeast two-hybrid screen (Santos A.O. e Camonis J., not
published) raised the hypothesis that RalGPS2 may participate in the regulation of
YAP/TAZ (transcriptional co-activators of the Hippo pathway). In the present work,
this hypothesis was tested by silencing RalGPS2 in prostate cancer cells and evaluating

growth, survival and the expression of genes induced by YAP/TAZ activation.

The siRNA mediated RalGPS2 gene silencing was optimized in PC-3 human prostate
cancer cell line, and the effect on the cell proliferation and viability assessed by a
resazurin reduction assay 5 days after transfection. The percentage of spontaneous
apoptosis induction and cell cycle distribution were obtained by propidium iodide cell
staining and flow cytometry. The mRNA expression of two genes regulated by
YAP/TAZ, CTGF and CYR61, as well as RalGPS2 mRNA expression was measured by
quantitative real-time PCR. Additionally, the effect of RalGPS2 gene silencing on the
mRNA expression of genes regulated by YAP/TAZ, in conditions of stimulation of

activation of these co-transcription activators by fetal bovine serum, was explored.

RalGPSz2 silencing caused growth inhibition in PC-3 (= 59%), increased the percentage
of spontaneous apoptotic cells. RalGPS2 mRNA expression decreased significantly both
at 3 and 5 days after silencing, however, no decrease in expression of CTGF and CYR61
genes was detected. In conclusion, the role of RalGPS2 in controlling proliferation and
survival of PC-3 cells does not appear to be associated with serum-induced YAP/TAZ

activation in this cell line.
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Capitulo 1

Introducao

O cancro continua a representar um grave problema de satde publica, ocupando uma
percentagem significativa da mortalidade mundial. De acordo com as estatisticas de
cancro GLOBOCAN2020, da Agéncia Internacional para a Investigacdo no Cancro, esta
patologia foi responsavel por aproximadamente 10 milhGes de mortes em todo o

mundo [1].

Habitualmente, na progressao tumoral estao implicadas varias alteracoes genéticas. O
ganho de expressao dos cofatores de transcricio YAP1 e WWTR1 (YAP/TAZ),
conhecidos reguladores do crescimento dos tecidos e das células estaminais, ja foi
implicado como uma caracteristica da carcinogénese, assim como o seu papel na
metastizagao [2]. YAP/TAZ encontram-se frequentemente ativos durante o crescimento
e progressao de varios tumores sélidos: carcinomas do pulmao, colorretal, da mama,
pancreaticos, e do figado assim como em melanomas e gliomas [3]. A inativacao de YAP
induz, por exemplo, reducdo da expressao de Skp2 (uma proteina ubiquitina ligase E3;
do inglés, S-Phase Kinase Associated Protein 2) e causa a cumulacao de p21/p27,
induzindo quiescéncia (paragem do ciclo celular em Go0)[4]. A proteina Skp2 promove a
proteoélise por ubiquitinacao de p27, um inibidor de cinases dependente de ciclinas que
regula positivamente a transi¢ao entre as fases G1 e S. A sua sobrexpressao parece estar
implicada na oncogénese, tendo um papel no cancro da prostata (CaP), uma vez que foi
demonstrada relacao entre Skp2 e a diminuicao dos niveis de p27, regulada por PTEN.
Os niveis de expressao de Skp2 parecem estar envolvidos na progressao do CaP. Em
células epiteliais (basais e luminais) da proéstata, Skp2 apresenta niveis baixos em
comparacao com lesdes pré-malignas de neoplasias intraepiteliais prostaticas e em
CaP, onde aumentam consideravelmente. Os niveis desta proteina foram também
correlacionados com uma diminuicdo da probabilidade de sobrevivéncia apds

recorréncia bioquimica e prostatectomia [4].

RalGPS2 é um fator de troca de nucleo6tidos de guanina especifico das Ral GTPases com
expressao constitutiva, mais acentuada a nivel cerebral e testicular. Em linhas de
carcinoma do pulmao de células ndo pequenas (CPCNP), o silenciamento de RalGPS2
inibiu fortemente o crescimento celular [5]. Nas células A549 e Hi299 RalGPS2 é
necessario para a sobrevivéncia celular e para a transicao do ciclo celular de Go/G1

para S. Nas mesmas linhas celulares, o silenciamento de RalGPS2 foi associado a
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diminuicdo de Skp2 e ao aumento dos inibidores da proliferacao celular p21 e p27. O
silenciamento de RalA e/ou RalB (as proteinas efetoras classicas conhecidas de
RalGPS2) nao fenocopiou o efeito do silenciamento de RalGPS2 na regulacao destes
inibidores. Desta forma, o efeito do silenciamento de RalGPS2 é semelhante ao descrito
na inativacao de YAP/TAZ. Contudo, o possivel envolvimento de RalGPS2 na regulacao
de células estaminais e dos co-ativadores transcripcionais YAP/TAZ é desconhecido.
Nesta dissertacao, foi testada a hipotese da necessidade de RalGPS2 para a ativacao de
YAP/TAZ em cancro da prostata.

Nas seguintes subseccOes introdutérias é feita uma revisao da literatura acerca do
cancro da prostata e desenvolvimento da carcinogénese, associado a lesdes percursoras
e a ocorréncia de diversas alteracoes moleculares que originam a diversidade
morfoldgica e genética verificada na patologia. E introduzida a proteina Ral como um
membro da familia de proteinas Ras, frequentemente mutadas e associadas ao
desenvolvimento de cancro, e a familia de RalGEFs (responsaveis pela ativacao de Ral
através da troca de GDP por GTP) a qual pertence RalGPS2, que se distingue por nao
ter um dominio de ligacao a Ras e ser portanto, independente desta proteina para a sua
atividade. A via de sinalizacdo Hippo e os vérios fatores que contribuem para a sua
regulacdo também siao abordados, assim como a implicacdo dos seus cofatores
transcricionais YAP/TAZ no CaP.

1.1. Cancro da préstata

Na estimativa de cancros mais diagnosticados em 2020, o CaP representa 7,3% dos
novos casos mundiais (1,41 milhées de casos). Nos homens, englobando todas as
idades, foi o segundo cancro com mais diagnoésticos (14,3%), sendo uma das causas
principais de morte entre homens nos Estados Unidos da América (EUA) e na Europa
Ocidental [1]. Atualmente, nos EUA, o CaP é a segunda causa principal de mortalidade
causada por cancro. Em Portugal, no ano de 2020, representou 11,2% dos novos casos
de cancro diagnosticados. No mesmo ano, foi o segundo cancro com maior incidéncia a

nivel mundial (59,6%) a seguir ao cancro da mama (70,8%) [1].

Verifica-se uma correlagio entre a incidéncia e mortalidade por CaP com o avancar da
idade, com uma idade de diagndstico em média aos 66 anos. A incidéncia é maior em
homens afro-americanos, com o dobro da mortalidade em comparacio com
caucasianos. Difere também entre paises, de acordo com o grau de desenvolvimento,
sendo maior nos paises desenvolvidos. Em comparaciio com a Asia, tanto a incidéncia

como a mortalidade sdo maiores na Europa Ocidental e nos EUA, sendo que existe um
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aumento de incidéncia e mortalidade em homens asiaticos que imigram para os EUA, o
que reforca a importancia de fatores relacionados ao estilo de vida e ambiente na

patologia [6].

Tanto a nivel clinico, quanto ao nivel de anormalidades moleculares, existe uma
elevada heterogeneidade associada ao desenvolvimento de CaP, para o qual contribuem
também diversos fatores, em que se inclui a heranca de suscetibilidade genética,

defeitos genéticos sométicos, a inflamacao prostatica e o estilo de vida [6].

1.1.1. Carcinogénese e desenvolvimento

7

A prostata é composta por células basais, neuroendoécrinas, luminais e estroma
envolvente, composto predominantemente por células musculares lisas e fibroblastos,
assim como células responsivas a androgénios. A maioria dos CaP tém origem na
periferia da prostata. As células luminares sao colunares (e delimitam o limen da
prostata) e as basais sdo células alongadas e fazem a separacao entre o limen e o
estroma. Ambas sao distinguiveis patologicamente com recurso a marcadores, como €
exemplo o nivel de recetor de androgénios (RA) [7]. Sao recorrentemente observados
focos de atrofias no epitélio da prostata com origem em células epiteliais proliferativas,
nas quais ocorreram erros na diferenciacao a células colunares secretoras. Estes focos
sdao importantes e relevantes para o desenvolvimento da carcinogénese tal como outros
fatores anteriormente mencionados, onde se incluem o estilo de vida e dieta, mas
também mutacoes que geram perda de funcdo protetora e a resposta a inflamacao e a

carcinogéneos [6].

O desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia do epitélio da prostata é regulado por
androgénios e pela producao de fatores de crescimento no estroma. Numa fase inicial
do CaP, ocorre uma desregulacio da estimulacdo das células por fatores de
crescimento. Ha promoc¢ao do crescimento das células dependentes de androgénios
sendo que a ativacgao da proliferacao celular ocorre na auséncia dos mesmos. O nimero
de recetores para estes fatores aumenta e ha diminuicdo da dependéncia por
androgénios devido a varias alteracdes somaticas no RA. A sobrexpressao do RA
aumenta a sensibilidade aos androgénios circulantes e varias mutagdes no recetor,
alteram a especificidade do ligando, o que permite a sua ativacao por anti-androgénios
ou por nao androgénios (como os estrogénios). Os tumores tornam-se insensiveis a
terapia de inibicdo hormonal (supressdo de androgénios, anti-androgénios ou numa
combinacdo dos dois), a linha priméria de tratamento, podendo metastizar para

diferentes 6rgaos [6].
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Na auséncia de mutacdes no RA, que implicam a diminuicdo da especificidade do
ligando para o recetor e permitem a sua ativacdo por nao androgénios ou anti-
androgénios, o CaP pode progredir através da ativacdo de vias de sinalizacdo de RA
independentes de ligandos. A identificacao de alterac6es moleculares chave nas células
cancerigenas permite definir o fen6tipo celular, importante para a sua detecdo, mas
também para o diagnostico e tratamento. Estas alteracoes podem estar relacionadas
com a defesa contra carcinogénios e/ou a vias de sinalizacao de fatores de crescimento

e androgénios [8].

Foram identificados dois genes hereditéarios de suscetibilidade para o CaP - RNASEL e
MSR1 - que codificam proteinas responséaveis pela resposta a infecoes, e reforcam a
probabilidade de o inicio da carcinogénese ser a infecao ou inflamacgdo da prostata.
Outra ligacao entre CaP e inflamacao resulta de lesdes percursoras, designadas por
atrofias inflamatorias proliferativas (AIP). Este termo é aplicado a lesOes atroéficas
focais associadas a uma inflamacao cronica, frequentemente adjacentes a lesdes de

neoplasia intraepitelial prostatica (NIP), a CaP ou a ambos [6].

As lesOes pré-neoplasicas (maioritariamente AIP) ao progredir a neoplasias intra-
epiteliais prostaticas (NIP), ddo origem a um tumor benigno, que se desenvolve
posteriormente até a metastizacdo (Figura 1). As anomalias gen6micas somaticas
encontradas nas células de NIP sao semelhantes as encontradas em AIP. No entanto,
enquanto as NIP se caracterizam por uma proliferacio anormal do epitélio sem que
ocorra invasao para o estroma, nas AIP verifica-se a progressao para invasao para o
compartimento luminal, estando as suas lesdes focais frequentemente associadas a
inflamacao crénica [9]. Esta associacdo a inflamacdo cronica sugere que as lesoes
associadas a AIP surgem devido a uma resposta proliferativa das células epiteliais aos
oxidantes inflamatoérios libertados pelas células inflamatérias, os quais sao
responsaveis pelos danos celulares e genomicos. Em células de AIP sao verificados
sinais de stress molecular, nomeadamente niveis elevados de GSTA1 (Glutationa S-
transferase A1) e de ciclooxigenase-2 (COX-2). A perda de funcdo protetora do gene
GSTP1 (que codifica a enzima Glutationa S-Transferase Pi 1) esti associada a
instabilidade genémica durante a transicdo entre células de AIP, NIP e de CaP,
provavelmente devido a hipermetilacido das sequéncias da ilha CpG de GSTP1, o que
conduz ao aumento da vulnerabilidade da préstata a danos genémicos causados por
oxidantes inflamatoérios e por carcinogénios. Alguns dos genes sométicos alvo destes
danos sao NKX3.1 (um gene gatekeeper), PTEN e RA (que podem modificar a
progressao de CaP) [6].
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Figura 1 - Desenvolvimento de cancro da prostata a partir de lesdes pré-neoplasicas.
Adaptado de [6].

Na classificacao do CaP de acordo com a escala de Gleason, ¢ atribuida importancia a
morfologia tnica de cada tumor, uma vez que existem diversas variantes a nivel
morfologico, assim como a nivel genético. A grande maioria dos CaP (> 95%), sdo
classificados como adenocarcinomas acinares. Derivam de células secretdrias luminais
da prostata, responsaveis pela producao do plasma seminal, e sao positivos para o RA.
Existem diversas outras variantes raras deste tipo de carcinoma, classificadas
histologicamente com diversos subtipos (adenocarcinoma ductal, sarcomatoide, de tipo
urotelial e o carcinoma de pequenas células), normalmente associados a pior
prognostico [10]. Esta caracterizacao é essencial para a classificacio do tumor,
conduzindo a escolha do tratamento mais adequado. Como exemplo, existe uma
correlagao positiva entre o grau da escala de Gleason, o estado (ou estadio) tumoral e

entre o volume das NIP e o risco de desenvolvimento posterior de carcinogénese [11].

No processo de transformaciao neoplasica de uma célula, estao envolvidos diversos
fatores que desencadeiam alteragbes em proto-oncogenes, genes supressores tumorais
ou em genes com funcoes diversas a nivel celular. Ao interferir com a homeostase
celular, as alteracOes genéticas ou epigenéticas causam uma desregulacao dos
mecanismos celulares que controlam a morte ou proliferacio. Esta desregulacao pode
desencadear uma ativacao exacerbada das funcdes celulares, pela expressao anormal de
proteinas envolvidas em vias de sinalizacdo, mutagoes, rearranjos, hipometilacdes e
amplificacGes, ou pela perda de funcao associada ao silenciamento, hipermetilacao,

mutacoes e delecoes de genes [11]. O mesmo ocorre no CaP, onde a transformacao
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neoplasica das células se caracteriza pela inativacao de genes supressores tumorais e

pela ativacao de oncogenes.

As diversas mutacoes somaéticas, delecoes, alteracoes na metilacdo do DNA, rearranjos
cromossOmicos, entre outras encontradas nas células deste cancro, resultam de uma
presumivel acumulagdao ao longo do tempo, sendo diagnosticadas passado décadas.
Verifica-se a perda de expressao de genes envolvidos no controlo de processos celulares
como o ciclo celular, a adesao celular, a apoptose e reparacao de danos no DNA e a

ativacao de genes envolvidos na angiogénese, proliferacao celular, invasao e metéstase
[3,8].

1.1.2. Diversidade morfologica e genética

O desenvolvimento lento deste cancro, com uma fase pré-clinica longa, faz aumentar o
namero de diagnoésticos tardios, assim como erros no diagnostico. Antes que os
sintomas se manifestem clinicamente, muitos pacientes morrem de outras causas [12].
Prova disso mesmo é que, quando diagnosticado precocemente, o risco de morte por
cancro da prostata a 10 anos é inferior a 1%, mesmo sem qualquer tratamento inicial

(apenas vigilancia ativa) [13].

A metastase é um dos principais determinantes da morte por cancro estando associada
a um mau prognoéstico com uma taxa de sobrevivéncia de apenas 31% [6,14]. Ao
contrario do CaP localizado, que tem uma taxa de sobrevivéncia de 5 anos superior a
99%, o cancro avancado — definido por apresentar metastases por recorréncia apos
uma terapia irreversivel (como cirurgia e/ou radiacao) ou sem terapia pré-existente — é
geralmente considerado incuravel [15]. O CaP resistente a castracdo (CPRC) é um
estado de recidiva que surge apos varias formas de terapia e que causa morbidade e
mortalidade significativas. Normalmente é detetado pela ativacdo aberrante do RA, e a
progressao para este estado promove perturbacoes em vias de sinalizacdo envolvidas na

progressao do ciclo celular e proliferacao descontrolada [7].

Uma das teorias mais relevantes acerca da progressao maligna com o surgimento de
metastases é a de Rudolf Vichow, a qual defende que a inflamagao cronica, assim como
a constante ativacao dos processos de regeneracdo de um tecido, sio promotores da
progressao tumoral. A outra pertence a Theodore Boverie e implica danos nos
cromossomas [2]. De facto, com o desenvolvimento das tecnologias de sequenciacao,

tem-se verificado o avanco no conhecimento da genética associada ao CaP. Screenings
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genéticos (fundamentados pela teoria de Boverie) identificaram mutacoes que
contribuem para a carcinogénese, assim como a predominancia de diversas vias de
sinalizacdo celular, como a de Ras e PI;K/PTEN/AKkt, e das alteracoes na regulaciao do
ciclo celular e da cromatina [8,9]. Estes achados sao importantes para o conhecimento

dos mecanismos celulares envolvidos e o desenvolvimento de terapias mais especificas.

Caracterizado pela sua elevada heterogeneidade e complexidade, no CaP verifica-se um
numero baixo de anormalidades em genes especificos. Para além de varios genes terem
sido implicados na sua progressao, existem variacoes genéticas entre pacientes que
desenvolvem CPRC. As alteracoes mais comuns sao fusoes entre promotores regulados
por androgénios e fatores de transcri¢do oncogénicos, como o ERG (do inglés, ETS-
related gene; associado a reincidéncia bioquimica apds prostatectomia), entre outros
membros da familia ETS, envolvidos na regulacdo da proliferacao celular e do
desenvolvimento embrionario, na angiogénese, inflamacao, e apoptose [9,10]. Esta
fusdo, presente em sensivelmente metade dos casos de CaP, é observada tanto no
cancro primario como metastatico e estd maioritariamente associada a cancros
diagnosticados em idade precoce (< 50 anos de idade). A mais comum ocorre entre o
gene TMPRSS2 (regulado por androgénios; do inglés, Transmembrane Serine Protease

2) e o fator de transcricao ERG [16].

Os tumores soOlidos sao tipicamente compostos por células geneticamente
heterogéneas, isto é, com varias alteracdes genéticas distintas. Representam assim um
conjunto de varias populacoes de células tumorais com caracteristicas genéticas e
fenotipicas tnicas. Esta heterogeneidade subclonal é encontrada no CaP. Para além
disso, o CaP primario distingue-se de outros tumores sdlidos por apresentar focos
tumorais diferentes, localizados em multiplas regioes distintas na prostata, os quais
apresentam perfis de mutagoes independentes, tnicos e sem semelhanca entre si. Ha,
portanto, a possibilidade de um paciente apresentar varios tumores distintos. O
surgimento destes subclones resulta da diversidade de anormalidades genéticas que
ocorrem durante a progressao, determinadas por danos na reparacdo do DNA e na
sinalizagdo via RA, assim como por mutacoes e/ou delecoes de genes [8]. As alteracoes
genéticas, que podem resultar na expressao de proteinas anormais e na disrupc¢ao de
diversas vias de sinalizacdo regulatorias distintas, promovem o inicio ou a progressao.
Como ja referido, embora seja claro que alteracdes genéticas como a inativagdo de
genes supressores tumorais e a ativacdo de proto-oncogenes, contribuem para o
processo, os mecanismos moleculares que contribuem para a carcinogénese nao sao

claros.
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1.2. Efetores de Ras e RalGPS2

As proteinas (small GTPases) Ras sao mutadas muito frequentemente e associadas a
varios tipos de cancro humano, representando 16% dos CaP [17]. Entre os membros de
uma das subfamilias de Ras, as proteinas Ral (“Ras-like”) sio um dos parentes mais
proximos a Ras. Existem duas isoformas de Ral - RalA (Ras-like A) e RalB (Ras-like B)
- com elevada semelhanca entre si, e que atuam na via de sinalizacao RalGEF-Ral a

downstream de Ras [18].

A importancia do papel da via de sinalizacio RalGEF-Ral na oncogénese surgiu como
consequéncia da descoberta das suas proteinas efetoras, RalA e RalB, como membros
préoximos de Ras, assim como pela possibilidade de constituirem alvos terapéuticos

[11,12].

Apesar da elevada semelhanca nas suas sequéncias, estas RalGTPases tém diferentes
contribui¢des para a regulacdo de diversos processos celulares e para a oncogénese
[18]. Estudos em diferentes linhas celulares tumorais humanas atribuem, na
generalidade, funcdes de RalA na proliferacao independente de ancoragem e de RalB
na sobrevivéncia celular, formacdo de metastases e invasao. No CaP, varios estudos
centram-se na importancia da via de sinalizacdo RalGEF-Ral como promotora da
metastase Ossea, assim como nas proteinas RalA e RalB, associadas a progressao
independente de androgénios e invasdao da vesicula seminal [17]. Em tumores
metastaticos de pacientes com CaP, a expressao aumentada de mRNA de RalA, foi
identificada como Ttil na avaliacao do nivel de agressividade tumoral [19]. No entanto,
a importancia das suas func¢des no crescimento tumoral, bem como os seus efetores nao

estdo claramente definidos.

A ativacdo das RalGTPases, pela ligacao de GTP, é regulada por fatores de troca de
nucleotidos de guanina especificos de Ral (RalGEFs). Foram identificados seis RalGEFs
em humanos, os quais se dividlem em duas familias diferentes, de acordo com a
presenca de dominios de ligagdo as suas proteinas efetoras (Figura 2). Quatro destes
RalGEFs apresentam em comum, na sua estrutura, um dominio C-terminal de ligacao a
Ras (RA). Portanto, sdo efetores de Ras, assim como das small GTPases Rap e R-Ras, e
pertencem a familia RalGDS (do inglés, Ral Guanine Nucleotide Dissociation
Stimulator). Os restantes RalGEFs conhecidos em humanos, RalGPS1 e RalGPS2,

distinguem-se por apresentar um dominio de homologia com a pleckstrina (PH, do
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inglés, pleckstrin homology), em vez de um dominio de ligacao a Ras. Desta forma, a
ativacao de RalGPS1 e de RalGPS2 (RalGEFs com dominio PH e um motivo de ligacao
ao dominio SH3, do inglés Ral/PH/SH3-binding GEFs) é feita de forma independente
de Ras [20].

RalGDS REM - Cdc25 GEF 914aa
RalGPS1 I Cdc25 GEF PH I 557aa
RalGPS2 I Cdc25 GEF PH 583aa

PH I REM l Cdc25 GEF PxxP 1333aa
Sos (RasGEF)

Figura 2 - Dominios estruturais de 3 GEFs especificos das RalGTPases e de um RasGFF.
REM, motivo de troca Ras; Cdc25 GEF, motive de homologia Cdc25; RA, Ras, dominio de associacdo a
Ras; PH, dominio de homologia de pleckstrin; PxxP, motivo rico em prolina; DH, dominio de homologia a

Dbl; GAP, dominio de proteinas ativadoras de GTPase; aa, amino4cidos. Adaptado de [18].

Os estudos feitos até a data focaram-se principalmente na importancia das RalGTPases
e na sua regulacao por RalGEFs de forma dependente de Ras. A evidéncia limitada
acerca dos RalGEFs da familia RalGPS indica a sua possivel regulacao por Grb2 (do
inglés, Growth factor receptor-bound protein 2) e fosfolipidos, uma vez que o motivo
PxxP rico em prolina, localizado na parte central da proteina, permite a ligacao a
proteinas adaptadoras com dominio SH3, como Grb2 e Nck (do inglés, non-catalytic
region of tyrosine kinase adaptor protein 1). O seu dominio PH mostrou ligar-se
preferencialmente a fosfatilidinositol-4,5-bifosfato (PIP; do inglés,
phosphatidylinositol-4,5-biphosphate) e ser necessario para a localizacao de RalGPS2

na membrana celular [10,13].

RalGPS2 tem expressao fisioldgica constitutiva, mas mais significativa nos testiculos e
cérebro [20]. E também expresso em linfocitos B imaturos e de memoéria. A nivel
celular tem expressao aumentada em certos tipos de células como os espermatdcitos e

as células fotorreceptoras de bastonete e de cone [21].

RalGPS2 foi descrito como tendo um papel importante no inicio da citocinese de
células de cancro cervical HeLa [22]. Em células de carcinoma da bexiga, o
silenciamento de RalGPS2 inibiu o crescimento celular [23], em concordancia com um
estudo em linhas de carcinoma do pulmao de células ndo pequenas (CPCNP), no qual

se procedeu ao silenciamento de genes RalGEF em linhas celulares associadas a
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diferentes mutacoes de Ras [5]. RalGPS2 destacou-se de todos os outros RalGEFs
dependentes de Ras por o seu silenciamento ter inibido o crescimento da populacao
celular com maior intensidade, em quatro linhas celulares de CPCNP. Verificou-se o
seu papel essencial na sobrevivéncia celular e na transicao do ciclo celular de G1 para S
nas linhas H1299 e A549. Nas mesmas linhas celulares, o silenciamento de RalGPS2 foi
associado a diminuicdo de Skp2 e a regulacao dos inibidores da proliferagao celular p21
e p27. O silenciamento de RalA e/ou RalB nao fenocopiaram o efeito do silenciamento
de RalGPS2 na regulacio destes inibidores e nao se verificou a sua influéncia na

ativacao de Ral [5].

1.3. Via de sinalizacao Hippo

A via de sinalizagao Hippo, tal como as proteinas da sinalizacao Ral-RalGEF, encontra-
se conservada evolutivamente entre espécies, incluindo-se a espécie humana. E a via de
sinalizacdo responsavel pelo controlo do tamanho de 6rgaos. A sua ativagao resulta
numa cascata de fosforilacao que, ao sequestrar os seus co-ativadores de transcricao
YAP/TAZ no citoplasma, impede a expressao dos genes sob a sua regulacido. Desta
forma, tem importancia no desenvolvimento, mas também na carcinogénese, por se

tratar de uma via com funcées de controlo no crescimento e de supressao tumoral [24].

A descoberta desta via surgiu através de screenings genéticos em Drosophila
melanogaster, que procuravam identificar genes envolvidos no controlo do
crescimento de tecidos. Foram isolados os genes hippo, salvador e warts, por
partilharem o mesmo fenétipo de promocao do crescimento celular aberrante. Com as
sucessivas identificacoes dos restantes membros da via de sinalizac¢ao, foi reconhecido
o seu papel importante no controlo do crescimento e da proliferacdo celular, assim
como na regulacdo da homeostase e regeneracao celular e consequentemente, no
crescimento de tecidos e de o6rgaos [25]. A via de sinalizacdo Hippo desempenha
também um papel importante no desenvolvimento de células estaminais, estando
envolvida na especificacdo do destino/funcio das células embrionérias, durante a sua

pré-implantacdo [26].

Em Drosophila, o tinico homdlogo dos co-ativadores YAP (do inglés, Yes-Associated
Protein ou YAP1) e TAZ (Ativador Transcricional com dominio PDZ, ou WWTR1),
designado por Yorkie (Yki), permitiu identificar o seu papel oncogénico. A fosforilacao
de Yki pela cinase Warts (LATS1/2 em humanos) induz a sua ligacao as proteinas 14-3-

3 e a sua retencao no citoplasma, o que impede a sua translocacao para o ntucleo, onde
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inicia a transcricao. Yki, tal como YAP/TAZ, é um co-ativador do fator de transcricao da
familia TEAD — Scalloped — que permite a expressao de genes anti-apoptoticos e
promotores de proliferacio. De forma semelhante, os elementos principais da via
homologa em humanos, compéem uma cascata de cinases serina-treonina que tém

como efetores os co-ativadores transcricionais YAP/ TAZ [2].

Fisiologicamente, a via de sinalizacao Hippo, inibe a atividade conjunta de YAP/TAZ
(Figura 3) [27]. Quando a via esta ativa, este processo ocorre através de fosforilacao,
iniciada pelas cinases MST1/2 que ativam o supressor tumoral LATS1/2 por
fosforilagao. Este, por sua vez, suprime YAP/TAZ também por fosforilacdo, sendo
retidos no citoplasma pela proteina 14-3-3 e posteriormente ubiquitinados e
degradados via proteassoma. No nucleo, VGLL4 (do inglés, Vestigial Like Family
Member 4, ligado a fatores de transcricao da familia TEAD (TEAD1-4), encontra-se a

inibir a expressao de genes [25].

MST1/MST2 [ SAV1

LATST/LATS2 | MOB1A/MOB1B

14-3-3 @ Via Hippo "On’
i — )
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s pa . Degradacao
Via Hippo "Off Y. 9 ¢
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'
Ativacdo de genes alvo envolvidos no
crescimento de 6rg3os, renovacao de
células estaminais, replicacdo € -CiclinaD
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Figura 3 - Ativacio e inibicao da cascata principal mediadora da via de sinalizacao Hippo.
Adaptado de [27].

Caso a via se encontre inativa, YAP/TAZ nao sao fosforilados pelas cinases LATS, e é

possivel a sua translocacao para o nicleo da célula. Uma vez que nao apresentam

dominios de ligacdo ao DNA, ligam-se a TEAD1-4 para iniciar a transcricao de genes
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envolvidos em varios processos celulares como a proliferacao, migracao e sobrevivéncia

celular [25].

A inibicdo da apoptose e promocao da proliferacao celular pela desregulacao da
atividade desta via de sinalizacdo, a qual se encontra aumentada em diversos tipos de
cancro, aparenta apresentar a simples solucao terapéutica de reducdo ou inibicao de
YAP/TAZ. No entanto, ndo se trata de um alvo terapéutico convencional. A sua
complexidade resulta, entre outros fatores, da auséncia de atividade -catalitica
conhecida e da sua regulacdo por uma rede complexa de sinais intra e extracelulares.
Ainda assim, ja foram descritos alguns inibidores de moléculas pequenas na tentativa

de inibicdo das interacoes proteina-proteina, considerados alvos terapéuticos dificeis

[27].
1.3.1. YAP/TAZ no cancro da prostata

Durante a progressao do CaP, a regulacao de YAP, assim como a interacao com outras
proteinas, é alterada. A sobrexpressao de YAP em células epiteliais da prostata normais
conduz ao aumento da sua migracao e a formacao de colonias e esta envolvido em
multiplas fases da patologia [28]. O mecanismo responsavel por induzir a hiperativacao
de YAP/TAZ nas fases iniciais do CaP, bem como no desenvolvimento de CPRC ainda
nao foi descrito. No entanto, ja foram identificados varios componentes-chave

importantes a considerar na desregulacao desta via de sinalizacdao no CaP.

O RA é o recetor de transcricao nuclear responsavel pela ativagao da transcricao do
gene alvo PSA (do inglés, Prostate Specific Antigen). A ligacio do RA a di-
hidrotestosterona permite a sua dissociacao e translocacdo para o ntucleo da célula,
sendo indispensavel na regulacao da sinalizagao entre as células epiteliais da prostata e
o estroma. A desregulacao desta sinalizagao, causada por mutagoes, amplificacoes e/ou
sobrexpressao, conduz a iniciacdio e ao desenvolvimento de CPRC, o qual ja foi

associado a ativacao de YAP/TAZ [29].

O RA foi identificado como um dos cofatores transicionais de YAP, localizado na regiao
promotora do gene de PSA. Nas linhas celulares PC-3 e LNCaP, verificou-se a
desregulacdo da expressao e localizagdo das proteinas YAP (fosforiladas ou nao) e o
knockdown do gene YAP mostrou diminuir a proliferacao e migracao celular e conduzir

a supressao de genes alvo do RA [28].

Em condicées fisiologicas normais, o RA forma um complexo com a enzima EZH2 e a

DNA metiltransferase 3, na regido promotora de YAP, suprimindo a sua transcri¢do. No
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entanto, foi mostrado que, apo6s inibicao farmacologica do RA, existe uma ativacdo da
expressao do gene YAP, que promove a expressao dos fatores de transcricio Nanog e
SOXz2 (do inglés, SRY-Box Transcription Factor 2), envolvidos na autorrenovacao de
células estaminais embrionarias, e consequentemente a regressao de células do CaP a
células estaminais/progenitoras. Ha assim uma associagao entre a inibicao de YAP e a
prevencao de recorréncia de CaP apos terapias de privacdo de androgénios. YAP,

regulado de forma negativa pelo RA, tem influéncia no desenvolvimento de CPRC [30].

As células estaminais presentes no microambiente tumoral da prostata podem também
ser reguladas por um mecanismo que envolve a atividade da fosfodiesterase 5 (PDE5),
indutora da ativacdo das cinases LATS/MST da via Hippo e da degradacao de TAZ no
citoplasma. A inibicdo de TAZ ou de PDE5 mostraram ser eficientes na reducao de

marcadores associados a células estaminais [31].
1.3.2. Regulacao da via Hippo

A via Hippo é regulada por multiplos estimulos, os quais compdem uma rede de sinais
envolvidos noutros processos celulares como a morfologia, adesao e polaridade celular
nao havendo, portanto, um recetor ou um uma molécula de sinalizagao especificos para

a sua regulacao.
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Figura 4 - Diferentes elementos da via de sinalizaciao Hippo e a sua regulacio.
Adaptado de [32].

Funciona assim como um sensor que responde ao comprometimento da integridade
celular por varios stresses, como o contacto intercelular, alteracées no microambiente

circundante ou na adesdo a matriz extracelular e a disponibilidade de nutrientes [32].

Tém vindo a ser identificados varios mecanismos de regulacdo independentes das
cinases da via de sinalizacdo principal, abrindo novos caminhos para possiveis
inibidores terapéuticos. Ainda assim, as implicacoes das fun¢oes de YAP/TAZ em

mecanismos celulares e metabdlicos sao em grande parte ainda desconhecidas.

As juncoes intercelulares, nas quais se incluem as juncoes de oclusdo e as aderentes,
sao utilizadas pelas células epiteliais para adesao entre si e estabelecem a polaridade
apico-basal através da divisio da membrana plasmatica nos dominios apical e
basolateral [34]. Em densidades celulares elevadas, os contactos estabelecidos entre as
células transmitem sinais inibitérios ao crescimento, os quais sao transmitidos pela via
Hippo. Este é um dos mecanismos principais pelo qual a via de sinalizacao regula o
crescimento de tecidos e 6rgaos, restringindo o crescimento e proliferacao celular,
apresentando-se também como essencial no desenvolvimento embrionario. Com o
aumento das juncoes aderentes e das jungOes apertadas entre células confluentes, ha

ativacao das cinases LATS e consequente supressao de YAP/TAZ [25].

Os complexos de proteinas envolvidas na polaridade apico-basal da célula estabelecem
um contacto direto com a cascata de cinases principal desta via de sinalizacdo, tendo
sido identificados como reguladores upstream na via. Incluem-se as proteinas da
familia angiomotina (AMOT), a integrina SRC (do inglés, family of nonreceptor
protein tyrosine kinases), a E-caderina (interage com o complexo formado entre 14-3-3
e YAP/TAZ através da proteina a-catenina), os scaffolds proteicos
AJUBA/TRIP6/LIMD1 (regulam LATS), e proteinas como NF2 (proteina do
citoesqueleto neurofibromina) a qual é reconhecida como supressor tumoral uma vez
que consegue ativar LATS1/2 [2]. Em especifico, é dada especial relevancia a proteina
de juncbes celulares apertadas angiomotina e a proteina a-catenina. Estas duas
proteinas sao reconhecidas pelo seu importante papel regulatério, como mediadoras
entre a adesdo celular e a regulacdo de YAP uma vez que podem ligar-se diretamente ao
cofator transcricional e alterar a sua localizacdo, bem como a fosforilacdo dos seus
residuos de Ser127 [28]. A a-catenina, como componente das juncoes aderentes, é
especialmente reconhecida como responsavel e critica para o fornecimento de

informacoes de adesao de células vizinhas [26].
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As alteracoes na morfologia da célula (no citoesqueleto de actomiosina) causadas por
diferentes sinais mecanicos provenientes do meio envolvente, sdo sinalizadas através
de integrinas em contacto com a matriz extracelular e induzem a translocacido de
YAP/TAZ para o nuacleo, por um mecanismo desconhecido. A rigidez da matriz
extracelular pode regular YAP/TAZ através do rearranjo de Rho GTPase e do
citoesqueleto, independentemente das cinases da cascata principal da via Hippo. Uma
vez que o citoesqueleto pode responder a e integrar estes sinais, os filamentos de actina
(F-actina) tém um papel importante na adaptacao das células a estes (fisiologicamente
ou na tumorigénese), podendo resultar na sua proliferacao, apoptose ou diferenciacao e
migracdo. Em Drosophila, a polimerizacdo de F-actina induz o aumento do

crescimento de 6rgaos através da ativacao de Yki (homologo de YAP/TAZ) [33].

A via Hippo pode também ser regulada por sinais provenientes de uma crosstalk com
outras vias de sinalizacao, onde se inclui a via PI3K. Alguns fatores de crescimento,
como os lipidos acido lisofosfatidico (LPA, do inglés, lisophosphatidic acid) e
esfingosina-1-fosfato (S1P) e hormonas (glucagon, adrenalina, a trombina), sinalizam
através de recetores acoplados a proteinas G (GPCRs , do inglés, G protein-coupled

receptor ) e induzem YAP/TAZ através da F-actina [27].

O soro fetal bovino (FBS) é o suplemento mais utilizado para a cultura de células
eucarioticas in vitro, sendo uma fonte essencial de nutrientes como fatores de

crescimento, hormonas, hidratos de carbono, vitaminas, aminoacidos e lipidos.

Um estudo focado na analise de componentes lipidicos presentes no FBS identificou o
lipido de sinalizacao esfingosina-1-fosfato (S1P) como um ativador de YAP. No soro,
S1P encontra-se em grande parte (65%) ligado a lipoproteinas, principalmente a
lipoproteinas de elevada densidade (HDL, do inglés, High Density Lipoprotein), e
regula funcoes celulares como a proliferaciao, diferenciacado e a migracao. S1P ao
desfosforilar os residuos de Ser127 de YAP, regula a sua transcricao nuclear e ativacao,
induzindo a expressdo de CTGF e CYR61. O decréscimo da concentracdo de FBS
mostrou induzir dramaticamente a retencao citoplasmatica de YAP e a fosforilacao de
Ser127, de forma independente das cinases MTS1/2 e LATS1/2 em células renais

embrionarias humanas HEK293A [34].

O 4cido lisofosfatidico é, tal como S1P, um lipido regulador da atividade de YAP
presente no soro e também um componente celular derivado primariamente de
fosfolipidos da membrana, que atua através da ligacdo a recetores acoplados a

proteinas G e de sinalizacdo por RhoGTPases [35], que respondem nao sb a estimulos
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mecanicos indutores de alteracGes no citoesqueleto de actina, como a stress energético,
e a componentes lipidicos e intermediérios lipidicos da via do mevalonato. Induzem

também a atividade da fosfolipase A, que converte o acido fosfatidico (PA) em LPA.

Os lipidos S1P e LPA apresentam niveis elevados em véarios tipos de cancro. No CaP,
foram identificados seis recetores de LPA (LPA1-6) que podem acoplar-se a diferentes
proteinas G e ativar varias cascatas de sinalizacdo responsaveis pela migracao
(Rho/Rock e PI3K/Rac), proliferacdo e sobrevivéncia (Ras/MAPK e PI3K/Akt). Pode
ainda ativar a sinaliza¢ao via fosfolipase C e assim induzir a produc¢ao de Ca2* através
do segundo mensageiro inositol trifosfato (IP;) e a ativacdo da proteina cinase C por
DAG. Em células neoplasicas de CaP PC-3 e DU-145 (insensiveis a androgénios), foi
identificada uma expressao mais elevada do recetor LPA1, o qual pode induzir qualquer

uma das vias de sinalizacdo mencionadas [36].

Normalmente, a inativacao de YAP inicia-se pelas cinases LATS 1/2, que podem ser
ativadas por MST1/2 (ou pelas cinases MAP4K e TAOK). Na membrana plasmatica,
LATS 1/2 formam um complexo com NF2 e a proteina adaptadora MOB1. MOB1 é
necessaria para a ativacao de NF2 que, por sua vez, facilita a translocacao de LATS para
a membrana, onde ocorre a sua fosforilagdo e ativacdo, que permite a retencio de
YAP/TAZ no citoplasma (Figura 5). O facto de a via de sinalizacao Hippo ser controlada
principalmente por regulacao negativa pelas cinases MST1/2 e LATS 1/2 torna dificil a

sua inibicdo farmacologica.
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Figura 5 - Regulacido da via de sinalizacio Hippo pela interacido entre lipidos e proteinas

mediada pelo acido fosfatidico. Adaptado de [37] e [38].
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No entanto, o PA, quando presente, interage com LATS e NF2 a upstream na via
Hippo, e impede a formacdo do complexo entre LATS e MOB1, assim como a
translocacdo de LATS mediada por NF2. A fosforilacdo de YAP néo ocorre, permitindo

que ative a transcricao genética (Figura 5) [37].

O efeito da estimulacao com FBS ja foi testado em PC-3, tendo-se avaliado o efeito na
expressao de genes com possivel influéncia na via de sinalizagdo Hippo, ndo mostrando
ter influéncia na via de sinalizacdo regulada por proteinas AMOT, localizadas na
juncoes apicais de células epiteliais, quando avaliadas as suas funcées na promocao de
tumorigénese pela expressao de YAP/TAZ [39]. Noutro estudo na mesma linha celular,
o soro mostrou induzir a invasao e promover a formacao de canais microvasculares por
células metastaticas ou células tumorais agressivas. O processo foi descrito pela
ativacao de EphA2 (um recetor de proteinas da familia efrina-A presentes em células
adjacentes) e o aumento da twist/VE-caderina, com consequente ativacao da via de
sinalizacao PI3K/Akt. Esta sinalizacdo dependente de contacto intercelular resultou
num aumento da colagenase MMP-2, responsavel pela quebra da matriz extracelular e
da membrana basal, assim como de LAMC2 (proteina mediadora de adesao celular; do
inglés, Laminin subunit gamma-2) conduzindo, em conjunto, ao processo de metastase

e invasao de PC-3 [40].

Como referido anteriormente, a via do mevalonato é uma via metabdlica cujos
intermediarios estdo envolvidos na regulacdo de YAP/TAZ. A inibicdo da enzima
responsavel pela etapa limitante da reagao de producao de colesterol desta via, a HMG-
CoA redutase, por uma classe de farmacos designados por estatinas, influencia

localizacdo e a ativacao de YAP/TAZ (Figura 5) [37,38].

O espetro de acOes das estatinas ndo se limita a reducdo dos niveis de colesterol, razao
pela qual constituem a linha priméaria e secundaria de prevencao de doencas
cardiovasculares, tendo varios outros efeitos independentes (pleiotropicos),
relacionados com a inibi¢do da sintese de isoprenoides (ou terpendides). Ao inibir a
enzima HMG-CoA redutase, que catalisa a conversao de HMCoA em 4cido mevalo6nico,
as estatinas promovem a inibicao de YAP/TAZ em multiplas linhas celulares (de cancro

da mama, dos ovarios, adenocarcinoma pancreatico, CPCNP, entre outros)[38].

Da via de sintese do colesterol, resulta a sintese dos terpendides - pirofosfato de
geranilgeranil (PGG) e pirofosfato de farnesil (PF) — através de processos designados
por geranilgeranilacdo e farnesilagao, respetivamente. O PGG e o PF conseguem ligar-

se a GTP e associar-se a moléculas de sinalizagdo intracelular na membrana celular
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(Figura 5). O PGG liga-se a Rac e/ou a RhoGTPases, associadas a formacao de espécies
reativas de oxigénio e a ativacao da via pro-inflamatoria e o PF liga-se a proteina Ras,
com funcbes na proliferacdo celular [37]. A translocacdo da proteina Ras para a
membrana estd dependente da farnesilacito de Rho e Rac é dependente da

geranilgeranilacao.

A inibicao da ativacao de RhoGTPases por PGG, impede a ativacao da fosfolipase D,
responsavel pela producao de PA e assim nao ocorre a ativacao de YAP. Desta forma, as
estatinas conseguem inibir a ativacdo da via Hippo numa sinalizacdo dependente do
lipido PA (Figura 6).
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Capitulo 2

Objetivos

Este trabalho focou-se na avaliacao da hipotese de RalGPS2 ser necessério a ativacao de
YAP/TAZ na linha celular de CaP PC-3. Para tal, foram usadas varias abordagens

experimentais de modo a:

= Estabelecer condicoes de avaliacio do crescimento celular em
suspensao/esferbides segundo a técnica de adesao a papel de filtro de celulose
(descrita como forma de promover o enriquecimento em células estaminais).

= Otimizar as condicoes de transfecao celular com siRNA.

= Avaliar o efeito do silenciamento de RALGPS2 no crescimento celular.

= Avaliar o efeito do silenciamento de RALGPS2 na inducdo espontanea de

apoptose e na distribuicao do ciclo celular.

= Avaliar o nivel de ativacdo dos cofatores de transcricio YAP/TAZ apos
silenciamento de RALGPS2 (por avaliacao dos niveis de mRNA de 2 genes sob a
sua regulacao: CTGF e CYR61).
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Capitulo 3

Materiais e métodos

3.1. Cultura celular em condicoes de adesao

As linhas celulares PC-3 (carcinoma da prostata; ATCC: CRL-174) e LNCaP
(adenocarcinoma da prostata, grau IV; ATCC: CRL-3471) foram cultivadas em meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640, com L-Glutamina e vermelho de fenol;
BioWest, Franca) suplementado com 10% (v/v) de Soro Fetal Bovino (FBS) inativado
por calor, 10 mM de HEPES, 2 g/L de bicarbonato de sdédio (NaHCO;), 1 mM de

piruvato de sédio e 1% penicilina/estreptomicina (Merck, Alemanha).

As células foram incubadas a 37 °C numa atmosfera humidificada com 5% de CO. e
mantidas em condicoes de crescimento exponencial, sendo subcultivadas assim que
atingissem uma confluéncia de aproximadamente 80%, importante para manter a
integridade das linhas celulares, e também de forma a garantir a quantidade de células

suficientes para cultivar e realizar os ensaios necessarios.

No procedimento de subcultura, o meio foi removido, as células foram lavadas com PBS
1x [NaCl 137 mM (8,007 g/L), KCI 2,7 mM (0,201 g/L), Na,HPO, 10 mM (1,42 g/L) e
KH.PO, 2,0 mM (0,272 g/L)] e colocadas em suspensao recorrendo-se ao uso de uma
solucao de tripsina (125 mg/L), EDTA (1 mM) e glucose (0,1%) em PBS (1 x) a pH 7,4,

sendo posteriormente diluidas em meio fresco.

3.2. Ensaio de avaliacao do crescimento em condicoes de

adesao a papel de filtro de celulose

Para avaliacdo do crescimento em suspensao/esferdides, foi aplicada uma técnica de
adesdo a papel de filtro de celulose [41], As linhas PC-3 e LNCaP foram semeadas em
placas de 35 mm revestidas com agarose (1,5%) (Fisher Scientific, EUA) e com um
disco de papel de filtro qualitativo esterilizado, a uma densidade de 800000

células/mL num volume de 1,6 mL de meio RPMI completo.

Apbs os tempos de incubacao de 2, 4, 6, 8, 10 e 13 dias, o disco de papel de filtro foi
removido para uma nova placa de cultura de 35 mm, procedendo-se a lavagem com

PBS 1x, e a adicao de 1 mL de tripsina-EDTA-glucose de forma a fazer soltar as células
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em adesdo. Apos incubacao durante 15 minutos a 37 °C, foi adicionado meio de cultura
RPMI completo para inativacao da a¢ao da tripsina. A suspensao celular foi transferida
para um tubo de centrifuga e centrifugada a 250 x g durante 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 100 uL de meio completo, sendo
contadas a células viaveis com igual volume de corante azul de tripano (i.e., trypan
blue), em camara de Neubauer, no microscopio invertido. O calculo da densidade
celular foi feito através da média do total de células viaveis nos oito quadrantes da

camara, aplicando-se a equacao apresentada abaixo.

n° células/mL = média de células viaveis x 2 x 104 (Eq. 1)

3.3. Avaliacao do crescimento celular e otimizacao das
condicOes experimentais

Para avaliar o crescimento celular das células em cultura ao longo de varios dias
recorreu-se ao ensaio de redugao da resazurina (7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-one 10-
oxide). As células viaveis e, portanto, com metabolismo ativo, tém a capacidade de
reduzir a resazurina, através das enzimas desidrogenases. Forma-se a resorufina (um
composto que apresenta fluorescéncia) quantificavel por fluorimetria (excitacao a 540-
570 nm; emissao a 580-610 nm) e também por espetrofotometria (absorvéncia maxima
a 570 nm). Em células viaveis ocorre um aumento de fluorescéncia e alteracdo na
absorvéncia (uma vez que a resazurina tem um maximo de absorvéncia a 600 nm). Foi
importante garantir a inexisténcia de contaminacdo, uma vez que poderia resultar em
falsos-positivos, assim como tentar proteger a solucdo de resazurina da luz para

garantir que a percentagem de reducao fosse apenas alterada pelas células.

A resazurina (sal de sédio, Alfa Aesar) foi pesada (30 mg) e diluida em PBS 1x (50 mL)
com agitacdo magnética e protegida da luz durante aproximadamente 15 minutos.
Procedeu-se a sua filtracao através de um filtro de seringa de acetato de celulose (0,22
um) e armazenamento a -20 °C em aliquotas, protegidas da luz direta. Para aferir a
concentracao da solucao stock, preparou-se uma amostra diluida (100x) em PBS e
mediu-se a absorvéncia a 570 e 600 nm. Através dos respetivos coeficientes de extincao
molar, foi calculada a concentracdo de resazurina oxidada e a percentagem de

resazurina reduzida, aplicando-se a seguinte equacao:

EO‘;""E-tll.'.'l nm X AS?U T _tx— EOXS'?U T X AE-UU nm_tx
EREDs70nm X Agoonmreo — EREDgoonm X Asoonm ro

% de reducdo =

Eq. 2
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Onde, € é o coeficiente de extincdo molar da resazurina; A é a absorvéncia medida; to

indica o tempo da primeira medicao; tx indica tempo da medicao final, x.

Tabela 1 — Coeficientes de extin¢io molar para as formas oxidada e reduzida da resazurina

[42].

Comprimento de onda e resazurina reduzida (¢RED) | € resazurina oxidada (¢0X)

570 nm 155677 80586

600 nm 14652 117216

Utilizou-se a solu¢do tampao de bicarbonato Krebs-Ringer (KRB, do Inglés Krebs-
Ringer Bicarbonate (1,5 mM, NaH.PO,.H.O 0,83 mM Na,HPO,, 4,56 mM KCl, 119,78
mM NacCl, 1,67 mM MgClL..6H,0, 15 mM NaHCO,, 10 mM D-Glucose anidra, solucao de
CaCl,.2H,0 (1M)) para diluicao da solucao stock de resazurina a 50 uM. Antes de cada
utilizacao nos ensaios de viabilidade, foi adicionada as células a solugdo de resazurina
apos remocao do meio de cultura, com incubacdo a 37 °C. Apos incubacao foi lida a
fluorescéncia (excitacdo 544 nm, emissao 590 nm, cut off 590 nm) ou a absorvéncia
(570 nm e 600 nm).

Através dos coeficientes de extingdo molar para as formas oxidadas e reduzidas de
resazurina (Tabela 1) obtiveram-se as percentagens de reducdo da resazurina ao longo

do tempo.

Para validar a distribuicio homogénea das células nos pocos das placas multiwell
foram inicialmente semeadas placas que nao foram tratadas, com avaliacdo da
variabilidade (desvio padrao) de crescimento celular ao longo da placa (e por linhas e
colunas) até esta reduzir com o treino do operador. Foi considerada homogeneidade
suficiente quando os varios conjuntos de replicados, conforme o desenho experimental

a usar nas experiéncias com transfecao, nao eram significativamente diferentes entre si.
3.4. siRNAs para transfecao de células

Os siRNAs foram obtidos na forma de duplexos hibridizados e dessalinizados, secos.
Foi usada como controlo negativo uma sequéncia contra o gene da Luciferase (siLuc),
inexistente nas células usadas. Como controlo positivo foi usada uma sequéncia contra
o gene PLK1 (siPLK1). Este gene codifica uma proteina serina/treonina cinase cuja
expressao é elevada durante a mitose, sendo um regulador importante do ciclo celular,
e que estad envolvida em véarios tipos de cancro. O seu silenciamento tem um forte

impacto no crescimento celular. Para o knockdown do gene da proteina RalGPS2 em
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estudo foi usada uma sequéncia especifica (siRalGPS2 #231) e um pool de siRalGPS2
(ON-TARGET plus Human RALGPS2 (55103) siRNA - SMART pool) (Tabela 2).

Tabela 2 — Sequéncias alvo de siRNA. As respetivas sequéncias de siRNA adquiridas a

Eurogentec continham overhangs adicionais de DNA (dTdT).

Designaciao Sequéncia alvo (sense) Origem
siLuc 5- CGUACGCGGAAUACUUCGA -3’ Eurogentec
siPLK1 5- CGGGCAAGAUUGUGCCUAA -3 Eurogentec
siRalGPS2 #231 5- GAUUCAGCAUACCCAUCAA -3’ Eurogentec
. ON-TARGET plus Human RALGPS2
pool siRalGPS2 . Dharmacon
(55103) siRNA - SMART pool

As concentracoes das solugOes stock apoOs reconstituicio do siRNA em agua livre de
RNases foram confirmadas através da medicao da absorvéncia por espetrofotometria
UV a 260 nm. As diluicoes subsequentes foram feitas em tampao siRNA pH 7,5,
preparado por diluicio do tampao 5x (300 mM KCl, 30 mM HEPES, 1.0 mM
MgCL..6H.O) em &gua isenta de RNases (tratada com 0,1% de Dietilpirocarbonato
(DEPC; Thermofisher Scientific, EUA) e autoclavada) e aliquotadas para minimizar a

repeticao de ciclos de congelamento/descongelamento.

3.5. Estabelecimento das condicoes de transfecao

Para otimizacao dos ensaios de transfecao da linha PC-3, as células foram semeadas em
placas de 96 pocos, a uma densidade otimizada para esta linha, de 1000 células/poco
num volume final de 64 pL de meio RPMI completo, de forma a obter-se confluéncia

aos 5 dias de incubacao apo6s a transfecao.

A transfecdo foi efetuada ap6s um dia de incubacdo. Os siRNAs (10 nM/poco) foram
entregues as células na forma de lipoplexos preparados com o reagente comercial de
transfecao Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen) em meio Opti-MEM (Gibco), a uma
concentracdo final otimizada. Foram adicionados 16 upL de lipoplexos
siRNA:Lipofectamina RNAiMAX a cada poco. Os lipoplexos foram incubados com o
siRNA durante aproximadamente 5 minutos a temperatura ambiente, e posteriormente
adicionados as células. Foram estabelecidas condigoes teste de 6 replicados para cada
condicao de transfecdo, tendo sido testadas sete condi¢oes diferentes, as quais diferiam
essencialmente na razao lipofectamina: siRNA e na concentracao de siRNA por pogo. O
procedimento foi executado de forma diferente das instrugdes indicadas pelo

fabricante, com o propoésito de haver toxicidade minima associada a transfecao
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(diferenca entre células nao tratadas e tratadas com a sequéncia de controlo negativo,

i.e., siLuc) e um efeito maximo do controlo positivo (siPLK1).

As 48 h apbs a transfecdo, foi adicionado 120 pL de meio de cultura fresco a cada poco.
Apoés 5 dias do momento da transfegdo, foi avaliada a viabilidade celular através do
ensaio de reducio de resazurina. O meio foi substituido por 200 pL de tampao KRB
(suplementada com D-glucose 10 mM) contendo resazurina a 50 uM. As células foram
incubadas durante um periodo de 2 a 4 h, a 37 °C e 5% CO.. A fluorescéncia foi lida em
intervalos de tempo de 1 h num leitor de placas, nos comprimentos de onda de 544 nm
(excitacao) e 500 nm (emissao) e os resultados expressos em termos da percentagem do

sinal de fluorescéncia de células nao tratadas apos subtracao do sinal de background.

A selecao das condicoes ideais de transfecao foi feita de acordo com o seguinte critério:
maximizacdo da reducao de resazurina pelas células tratadas com siLuc (siRNA
controlo negativo), preferencialmente superior a 75%, e minimizacao da reducao de

resazurina pelas células tratadas com siPLK1 (controlo positivo).

3.6. Avaliacao da apoptose (populacao sub-G1) e

distribuicao do ciclo celular

De forma semelhante a transfe¢ao efetuada na otimizagao das condicoes de transfe¢ao
descrita na seccao anterior, as células foram semeadas em placas de cultura de 35 mm
(Orange) a uma densidade de 24000 células/placa (em 1,6 mL de meio RPMI
completo). A transfecdo foi efetuada ~24 h apds, com 400 uL de lipoplexos
siRNA:Lipofectamina RNAiMAX por cada placa, o correspondente a 20 pmol de
siRNA. Apos 48 h, foi adicionado 1 mL de meio de cultura completo fresco a cada placa.
Ao 5° dia de incubacdo, os sobrenadantes foram recolhidos para tubos de centrifuga de
15 mL devidamente identificados e feita uma lavagem com PBS 1x. As células foram
tripsinizadas com solucdo de tripsina-EDTA-glucose, como anteriormente descrito, e
adicionadas ao respetivo tubo. Ap6s repeticao da lavagem do poco com PBS 1x, os tubos
foram centrifugados a 300 x g por 5 minutos. As células foram ressuspensas em PBS
1x, fixadas e permeabilizadas em 0,5 mL de etanol 70% (v/v) previamente arrefecido a
-20 °C e adicionado em fio lento com recurso ao vortex, e os tubos foram armazenados

a-20 °C.

Previamente a da realizagdo da andlise por citometria, foi adicionado 5 mL de PBS 1x,
para diluicdo do etanol, e a suspensao centrifugada a 400 x g por 5 minutos. Apos

descarte do sobrenadante, o pellet foi novamente ressuspenso em 0,4 mL de PBS 1x e
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adicionados 0,5 mL de tampao de extracao de DNA (0,2 M de NaHPO, e 0,004% (v/V)
de Triton X-100). Apds incubacdo a temperatura ambiente durante 5 minutos, e
centrifugacdo a 400 x g durante 5 minutos, o sobrenadante foi removido e o pellet
ressuspenso em 0,3 mL de solucdo de marcacdo de DNA (20 ug/mL de iodeto de
propideo e 10 pg/ml de RNase livre de DNase em PBS (Ribonuclease A de pancreas
bovino (Merck, Alemanha; R4875).

As células foram incubadas, protegidas da luz, durante pelo menos 30 minutos a
temperatura ambiente e analisadas por citometria de fluxo (BD FACSCalibur™, BD
Biosciences) com recurso a um laser de 488 nm para excitacdo do iodeto de propideo.
Foi medida a fluorescéncia no canal apropriado (FL3) assim como a dispersao frontal e
lateral (FSC, forward scatter, e SSC, side scatter), recolhendo-se no minimo 20000
eventos. Para obtencao de resultados fez-se um ajuste de parametros no citometro,
ajustando-se o canal de FSC, SSC e FL3-hight em escala logaritmica, bem como FL3-
area e FL3-width em escala linear, e utilizadas estas calibracoes para a recolha das

amostras.

3.7. Extracao de RNA e sintese de cDNA

As células foram tripsinizadas e centrifugadas a 250 x g durante 5 minutos. O pellet de
células foi ressuspenso em PBS 1x, e transferido para um tubo eppendorf estéril. Apos
nova centrifugacdo a 250 x g durante 5 minutos, adicionou-se 100 uL de reagente
TRIzol (Invitrogen, Portugal) a cada tubo para extracio de RNA. As amostras foram
congeladas a - 80 °C até a etapa seguinte. As amostras foram descongeladas e
incubadas durante 5 minutos a temperatura ambiente. Na hotte, foi adicionado 20 pL
de cloroférmio a cada amostra com agitacao em vortex durante aproximadamente 15
segundos. Apo6s incubacdo a temperatura ambiente durante 10 minutos, a mistura foi
centrifugada a 14000 rpm, a 4 °C, durante 15 minutos, formando-se trés fases visiveis:
uma aquosa contendo o RNA, a interfase contendo DNA e uma fase organica composta
por proteinas. Recolheu-se a fase aquosa de cada amostra para novos tubos eppendorf
estéreis previamente identificados. Adicionou-se 50 pL de isopropanol a cada tubo
sendo depois invertidos trés vezes para misturar. As amostras foram incubadas
novamente a temperatura ambiente durante 10 minutos, e de seguida centrifugadas a
14000 rpm e 4 °C durante 10 minutos. Ap6s remocao do sobrenadante, adicionou-se
100 pL de etanol frio a 75% (v/v). As amostras foram centrifugadas a 9500 rpm, a 4 °C,
durante 5 minutos. Estes dois tltimos passos foram repetidos, o etanol removido, e o
pellet de RNA seco ao ar. Uma vez seco, foi ressuspenso em 20 uL de 4gua isenta de

RNases e armazenado a -80 °C até a sua quantificacao.
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A integridade do RNA (0,5 ug) foi adquirida por eletroforese num gel de agarose a 1%
por marcacao com o corante de acidos nucleicos SYBR Green (ThermoFisher Scientific,
Espanha). A quantificacao e avaliacao da pureza foi feita por medicao das absorvéncias
a 260 nm (e 280 nm) no espectrofotbmetro UV-Vis NanoDrop (Implen
NanoPhotometer UV/Vis spectrophotometer) com a tampa de fator 50, em 2 uL de

amostra.

A partir de 1 ug de RNA, foi feita a transcri¢ao reversa de RNA , em dois passos (Figura
6) de cada amostra a ¢cDNA, com recurso ao NZY First-Strand ¢cDNA Synthesis Kit
(Nzytech, Lisboa, Portugal). Foram utilizados 10 pL de 2x Master Mix, 2 uL de Enzyme

Mix e completado o volume de 20 pL. com agua isenta de RNases.

- : DNA
/ S . ) : polimerase
5+ ranscriptase =
L reversa : / TN
: { @=L\ cDNA
NSNS\ RNA : 7 ' .";;D‘é 7
T Oligo (dT)/ Primers .
4N Primers
Tampé&o e H:0 isenta de RNases \Mm-uu dNTPs

Tamp@o e H:0 isenta de RNases

Figura 6 — Reacdo de qPCR em dois passos.

Os componentes da rea¢ao foram colocados em tubos de microcentrifuga e a sintese
iniciada no termociclador T100TM (Bio-Rad Laboratories) de acordo com o programa
de temperaturas indicado na tabela 3. Apds 45 minutos de reacdo, foi adicionado 1 pL

de RNase H (E. coli) a cada amostra.

Tabela 3 — Condicoes de sintese de cDNA.
A sintese do cDNA ocorre na etapa 2 pela transcriptase reversa a 50 °C. Na etapa 4 € adicionada

manualmente a RNAse H, que degrada o RNA durante o passo seguinte (etapa 5).

Etapa | Temperatura (°C) | Tempo (minutos)
1 25 10
2 50 30
3 85 5
4 37 ©
5 37 20
6 4 0

26



RalGPS2 na proliferacio e sobrevivéncia de células tumorais humanas de cancro da prostata

3.7.1. Reacao quantitativa de PCR em tempo real (qPCR)

As sequéncias de primers usados nas reacoes de PCR (Tabela 4) foram primeiramente
diluidas em agua livre de RNases para uma concentracio de 100 pmol/pL.
Posteriormente foi feita uma segunda diluicao (20 vezes) para obter uma solucao stock

de trabalho de 5 pmol/uL (5 uL solugao stock primer + 95 uL H,0).

Tabela 4 — Sequéncias de primers forward e reverse usados na analise por gPCR.

Primers Sequéncia Origem

Beta-2-microglobulina 5 ATG AGT ATG CCT GCCGTG TG 3’ STAB VIDA
5 CAA ACCTCC ATG ATG CTG CTTAC 3’

H_RALGPS2_for1855 5 TGG CTG ATG ACC CTG AACAT 3’ STAB VIDA
H_RALGPS2_rev2084 5  GGT CCT CAT GCT CACGTAGA 3’

5  CCAATG ACAACGCCTCCTG3
H_CTGF_for87 STAB VIDA
5 TGG TGC AGC CAGAAAGCTC3’

H_CTGF_revio29

5 AGCCTC GCATCCTATACAACC3’
H_CYR61_for871 STAB VIDA
5" TTCTTT CAC AAG GCG GCACTC3’

H_CYR61_revio13

As reacoes de qPCR foram efetuadas no termociclador CFX Connect™ Real-Time
System (Bio-Rad Laboratories), usando 1,2 pL (5 pmol/uL) de cada um dos primers, 10
uL de SYBR Green PCR Master Mix 1x, 6,6 uL de agua isenta de RNases e 1 uL de
cDNA, resultando num volume final de 20 uL por poco. A temperatura de melting
usada foi de 60 °C. Para normalizar a expressao dos genes em estudo, foram usados

primers para a detecdo do gene housekeeping beta-2-microglobulina.

A reacao de qPCR foi efetuada apos desnaturacao inicial a 95 °C durante 5 min, seguida
de 10 segundos, a temperatura de annealing a 56 °C durante 30 segundos e a
polimerizacao a 72 °C por 20 segundos. A especificidade das reacoes foi verificada pela
andlise das curvas de melting, sendo as amostras analisadas em duplicado ou

triplicado.

Foi testada a eficiéncia dos primers usados, com diluicGes sucessivas de 0,5 e 25%, em
agua DEPC. A expressao de cada mRNA foi calculada de acordo com o modelo

matematico de Pfaffl [43], através da formula: 2-(AACH,
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3.7.2. Avaliacao da estimulacao e inibicao de YAP/TAZ na expressao
de CTGF e CYRG61

De forma a verificar se seria possivel detetar a inibicao e/ou ativacao de YAP/TAZ em
células PC-3, foi testada a sua estimulacdo com FBS 10% e a sua inibicdo com

sinvastatina.

A cultura celular de PC-3 foi feita como descrito na seccido 3.2. No primeiro dia de
incubacao, foi adicionado 0,4 mL de meio completo por placa. No ensaio de ativacao
por FBS, ao terceiro dia, foi adicionado mais 1 mL por placa de meio completo. Ao
quinto dia, 12 h antes do fim do tempo de incubacio, o meio completo foi removido. Foi
feita uma lavagem com PBS 1x (1 mL/placa) e posteriormente adicionados 3 mL de
meio sem FBS por placa. No final do tempo de incubacao, o meio de cada placa foi
removido, repetindo-se o procedimento de lavagem com PBS 1x. As placas de controlo
negativo permaneceram em meio sem soro e as restantes foram estimuladas com soro,
tendo-se adicionado 3 mL/placa de meio completo (com 10% FBS) durante 30 e 60

minutos, respetivamente.

Para o ensaio de inibicdo de YAP/TAZ, 48 h antes do fim do tempo de incubacio, o
meio das células foi removido e substituido por 3 mL de meio completo com uma
solucdo de sinvastatina (10 puM), preparada a partir de um stock 20 mg/g em
dimetilsulféxido (DMSO). As placas de controlo negativo foi adicionado 3 mL de meio

com a mesma percentagem de DMSO.

Ao quinto dia, as células foram tripsinizadas do modo habitual, anteriormente descrito,
e centrifugadas a 250 x g durante 5 minutos. Seguiu-se o procedimento de extracao de

RNA e quantificacao por qPCR descrito na sec¢ao 3.7.1.

3.7.3. Ativacao de YAP/TAZ e silenciamento de RalGPS2

As células foram semeadas de acordo com o procedimento descrito em 3.6. Apos 1 dia
de incubacdo foi feita transfecio com siLuc e com siRalGPS2. Como anteriormente
descrito, as células foram privadas de soro 12h antes do fim do tempo de incubacao.
Posteriormente, o meio completo foi removido, foi feita uma lavagem com PBS 1x, e
adicionados 3 mL de meio completo por placa, com FBS 10%, durante 60 minutos. As
placas correspondentes aos controlos negativos foram mantidas em meio sem FBS até
ao fim do tempo de incubagdo. As amostras foram preparadas para extracdo de RNA e

para analise posterior por qPCR como descrito na seccao 3.7.
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Capitulo 4

Resultados e discussao

4.1. Resultados de otimizacao de condicoes experimentais

4.1.1. Ensaio de avaliacao do crescimento em condicoes de adesao a

papel de filtro de celulose

Inicialmente foi testada a possibilidade de avaliar o crescimento de células PC-3 e
LNCaP em condicoes de suspensao/esferdides segundo a técnica de adesao a papel de
filtro de celulose. A capacidade de formacao de esferdides em baixas condicoes de
adesdo é comumente utilizada para identificar a capacidade de autorrenovacao das
células tumorais. Esta caracteristica, apresentada por possiveis células estaminais

cancerigenas, permite-lhes manter a viabilidade de tumores solidos [41].

As células estaminais cancerigenas sdao um subgrupo de células tumorais com
caracteristicas vantajosas de células estaminais, que lhes conferem a capacidade de
iniciacdo e a metastase de tumores para 6rgaos distantes. Geralmente, apenas uma
pequena percentagem de células cancerigenas apresenta este potencial, no entanto,
representam um alvo terapéutico interessante em varios tipos de cancro, incluindo o

CaP, no qual sao recorrentes as metastases 6sseas e em nodulos linfaticos [41].

As células das linhas PC-3 e LNCaP, quando colocadas a crescer na auséncia de adesao
ao plastico, em substrato de agarose 1,5% e em contacto com papel de filtro de celulose,
na presenca de soro (em meio completo), apresentaram uma taxa de sobrevivéncia,
apos 2 dias, de cerca 1,2% (PC-3) e 4,4% (LNCaP). A partir do 2° dia mantiveram um
numero variavel, mas baixo, de células viaveis durante pelo menos duas semanas

(Figura 7).
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Figura 7 - Variacao do niimero de células PC-3 e LNCaP ao longo do tempo, durante um

periodo de incubacao de 13 dias em condicoes de auséncia de adesao.

Este ensaio permite demonstrar que sob condicoes de cultura normais (linhas celulares
semeadas em meio completo), uma pequena percentagem de células tumorais de CaP,
quer da linha PC-3 quer da linha LNCaP, apresentam a caracteristica de potenciais
células estaminais cancerigenas de capacidade de crescimento e sobrevivéncia sob
condicoes de baixa adesdo durante o periodo de incubagao testado de 13 dias. Contudo,
verificou-se alguma dificuldade em avaliar a viabilidade celular através do ensaio de
reducdo de resazurina com este método. Adicionalmente, foi dificil ter resultados
reprodutiveis, pelo que se decidiu nao continuar a realizagao de ensaios com recurso a

técnica de crescimento celular nestas condicoes.

4.1.2. Selecao do ensaio de avaliacio da viabilidade celular e

otimizacao das condicoes experimentais

Foi feita uma comparacao entre as técnicas de reducao do MTT e reducao da resazurina
na anéalise da viabilidade celular. O ensaio de MTT é um dos ensaios comumente usados
como indicador de viabilidade celular, baseando-se na reducao do sal de tetrazodlio (de
cor amarela) por desidrogenases mitocondriais de células viaveis, a formazano (de cor
azul), um composto insolivel em 4gua. Os cristais de formazano sdao depois
normalmente dissolvidos através de um solvente organico (DMSO) o que representa
um passo adicional comparando com o ensaio de redugdo da resazurina.
Adicionalmente, obteve-se um elevado namero de cristais, dificultando as medicoes de
absorvéncia, que eram superiores a 2, sendo necessarias diluicoes posteriores, para

respeitar os limites de medicao de acordo com a lei de Lambert-Beer, acrescentando
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morosidade ao processo. Foi, portanto, selecionado o ensaio de resazurina por
apresentar mais vantagens, incluindo a obtencao de resultados de forma mais rapida,
segura e eficiente. Permitiu ainda fazer leituras a varios tempos e escolher o tempo de

incubacao mais adequado.

Foi testada inicialmente a confluéncia celular obtida na auséncia de transfecao, de
forma a confirmar a homogeneidade da distribuicao de células por po¢o em cada placa
de 96 pogos, e o nimero de células a semear. A densidade e homogeneidade da
distribuicao celular da linha PC-3 foram otimizadas com sucesso para obtencao de sub-
confluéncia celular apoés 5 dias de cultura apos a transfecao (6 dias a partir da
distribuicdo em placa), na tentativa de testar o efeito do silenciamento causado pela
transfecao durante este periodo de tempo. Com a linha LNCaP verificou-se uma maior
dificuldade em obter resultados consistentes, pelo que se usou subsequentemente

apenas a linha PC-3.

Para otimizar o tempo de incubacao com a resazurina analisou-se a variacao da
percentagem de resazurina reduzida ao longo do tempo (por absorvéncia, Figura 8.a).
Alternadamente, foi avaliada a fluorescéncia, conforme apresentado na Figura 8.b). A
percentagem da forma reduzida de resazurina, calculada através das medicoes de
absorvéncia, aumentou ao longo do tempo (Figura 8.a), como esperado, indicando a
reducdo da resazurina pelas células viaveis ao longo do tempo de incuba¢ao. Também a
fluorescéncia mostrou um aumento linear (Figura 8.b). Contudo, a concentracao de
resazurina total (soma das formas oxidada e reduzida) diminuiu ligeiramente ao longo
do tempo (Figura 8.a), indicando que devemos usar tempos de incubacdo que nao
ultrapassem cerca de 35% de resazurina reduzida. O coeficiente de variacao relativo as
medicoes de absorvéncia e de fluorescéncia, também foi diminuindo ao longo do tempo
(Figura 8.c) indicando a obtencao de resultados mais fidveis com tempos de incubacao
maiores, e com a medicdo de fluorescéncia comparativamente a medicao de
absorvéncia. Adicionalmente, a existéncia de linearidade da fluorescéncia em relagao a
percentagem de resazurina reduzida (Figura 8.d) indica a fiabilidade do método de
medicao por fluorescéncia na obtencdo da percentagem de resazurina reduzida pelas
células PC-3 (desde que nao ultrapassando as 17500 unidades relativas de

fluorescéncia).
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Figura 8 - Medicoes de absorvéncia e fluorescéncia ao longo do tempo no ensaio de reduciao

da resazurina, ap6s 6 dias de incubacio da linha PC-3, na auséncia de transfecao.

a) Variacao da forma reduzida de resazurina (%) e da concentracao de resazurina total ([Resazurina total]
(uM) = [Res red] + [Res Ox]) ao longo do tempo. b) Variacao da fluorescéncia, com subtracao do branco,
em Unidades Relativas de Fluorescéncia (RFU). c¢) Coeficientes de varidncia correspondentes as medigoes
de absorvéncia e de fluorescéncia. d) Regressao linear de RFU em relacdo a percentagem de resazurina

reduzida.

4.1.3. Otimizacao da condicao de transfecio com siRNA em células
PC-3

O estudo do silenciamento iniciou-se pela selecao da condi¢ao de transfecao de siRNA
mais adequada para a linha celular PC-3. Esta corresponderia a condicdo de transfecao
que apresentasse o minimo de toxicidade inespecifica originada pelo reagente de
transfecdo e efeitos inespecificos do siRNA. Esta caracteristica foi verificada pela
transfecdo com siRNA contra o gene da Luciferase (siLuc), usado como controlo
negativo, uma vez que este gene alvo ndo esta presente em células humanas. Nas

transfecoes com siLuc foi dada preferéncia as condicoes testadas que apresentassem
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uma reducao de resazurina pelas células viaveis superior a 75%. De modo a investigar a
eficiéncia da transfecdo, foi utilizado siRNA contra o gene de PLK1 como controlo
positivo, pretendendo-se obter uma minimizacdo da reducdo da resazurina pelas

células transfetadas.

As diferentes condicoes testadas diferiram na concentracao de siRNA e no volume de
reagente de lipofectamina utilizado para 10 pmol (i.e. 0,01 nM) de siRNA (Figura 9).
Foi selecionada a condicao de transfecio 10 nM siRNA e uma razao de 1,5 pL de
lipofectamina para 10 pmol de siRNA, por apresentar de forma consistente as
caracteristicas espectaveis durante a otimizacao da transfecdo, nomeadamente uma
percentagem de viabilidade celular proxima ou superior a 80% em células transfetadas
com siLuc, e de cerca de 20% para siPLK1 assim como o maior efeito na viabilidade
celular observavel apods transfecio com siRalGPS2, observando-se uma reducao
marcada do crescimento celular, de aproximadamente 59% (siRalGPS2 #231),

relativamente ao controlo de transfecao (siLuc).

O silenciamento do gene de RalGPS2 foi testado inicialmente apenas com a sequéncia
de siRalGP2 #231 em diferentes condigoes e posteriormente com um pool de

siRalGPS2 com a condig¢ao escolhida (Figura 9).
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Figura 9 - Percentagem de viabilidade celular obtida para cada condicio de transfecao com
siRNAs (siLuc, siPLK1, siRalGPS2 #231 e pool RalGPS2) aos 5 dias apos a transfecao.

A viabilidade celular foi avaliada em PC-3 e normalizada relativamente a células nao tratadas. Os dados
correspondem a média + desvio padrao, n = 1 a 3 ensaios independentes realizados em dias diferentes, em
sextuplicado para cada condic¢o testada. O efeito entre as médias foi estatisticamente comparado com o

controlo negativo siLuc por teste t, com um nivel de significincia de 0.05, **p < 0.01.
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4.2. Efeito do silenciamento de RalGPS2 na morfologia

celular

Foi possivel observar uma alteracio morfologica induzida pela transfecdo de
siRalGPS2, assim como uma reducdo no crescimento celular aos 3 e 5 dias apos a
transfecao (Figura 10). Nas células de controlo negativo, mantidas em condicoes de
incubacado favoraveis ao seu crescimento, observa-se a morfologia normal desta linha
celular, classificada por morfologia epitelial. As células tém dimensoes regulares, uma
forma poligonal e atingem uma confluéncia méxima ao quinto dia de incubagdo. As
células transfetadas com siRalGPS2 #231 e com a pool de siRalGPS2 apresentam uma
forma claramente distinta dos controlos, observando-se também diferencgas entre o
efeito da sequéncia tnica e a pool de siRNAs. Enquanto as células transfetadas com
siRalGPS2 (#231) aparentam uma morfologia caracteristicamente apoptotica, com
defeitos visiveis a nivel da membrana citoplasmatica assim como diminuicdo da
confluéncia, as células transfetadas com um pool de sequéncias de siRalGPS2 sofreram
também diminuicdo de viabilidade, observando-se um alongamento dos corpos

celulares.

Controlo negativo

siRalGPSz (#231)

pool siRalGPS2

Figura 10 — Efeitos do silenciamento de RalGPS2 na morfologia de células PC-3 in vitro.
Sado mostrados diferentes tempos de incubacao (3 e 5 dias apoés a transfecao): controlo negativo 10x;

siRalGPS2 (#231) 20x; pool siRalGPS2 10x.
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Sao frequentemente observadas diferencas na morfologia das células durante a morte
celular programada, as quais podem nao apresentar uma morfologia tipica de apoptose
(como diminuicdo de tamanho, ruffling da membrana designado por budding e
condensacdao da cromatina), o que se pode dever ao tipo de célula ou ao estimulo
induzido [42]. Contudo, poderao haver também efeitos off target destas sequéncias de

siRNA, que podem ter contribuido para as diferencas morfologicas observadas.

4.3. Validacao da eficiéncia do silenciamento de RalGPS2

através de analise por qPCR

De forma a validar a eficiéncia do silenciamento dos siRNAs contra o gene de RalGPS2,
foi analisada a expressio de mRNA de RalGPS2 por qPCR aos 3 e aos 5 dias de
incubagdo apos transfecdo. Os resultados demonstram a eficiéncia da transfecao no
knockdown do nivel de expressao do gene de RalGPS2, observando-se uma diminuicao
da expressao de mRNA acentuada nos dois tempos de incubacao testados. No entanto
esta diminuicdo é ligeiramente mais significativa apds transfecio com a pool de
siRalGPS2. Na transfecio com siRalGPS2 #231, verifica-se uma eficacia do

silenciamento mais notoria e significativa aos 5 dias de incubacao ap6s a transfecao.
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Figura 11 - Expressio de mRNA de RalGPS2 aos 3 e 5 dias apds transfecio com siLuc
(controlo negativo), um pool de siRalGPS2 e siRalGPS2 #231 analisada por qPCR.

Os dados estao representados como média + desvio padrdo de n=2 ou n=1 replicados, correspondentes a
medicoes de um dia em replicados de 2 pocos. O efeito foi estatisticamente comparado com o controlo

negativo siLuc por Two-way ANOVA (****p < 0.0001, **p < 0.01).
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4.4. Efeito do silenciamento de RalGPS2 na apoptose e

distribuicao no ciclo celular

A inducao espontinea de apoptose e o efeito na distribuicdo no ciclo celular apoés
transfecao foram testados por marcacao celular com iodeto de propideo via citometria
de fluxo. Este ensaio seguiu as instrucées de um protocolo ja existente otimizado para

uso em células aderentes [44].

O iodeto de propidio é um composto emissor de fluorescéncia usado na marcacao
nuclear de células, que permite detetar o nivel de DNA ou RNA em cada célula através

da sua ligacao estequiométrica aos acidos nucleicos.

Quando em apoptose, as células sofrem alteracées morfologicas e bioquimicas. Numa
fase inicial, ocorre a ativacdo de caspases, as quais clivam substratos proteicos do
citoesqueleto e nicleo e ativam DNases, resultando numa clivagem do DNA e na
formacao de fragmentos de DNA degradados. O DNA nao degradado permanece no
nucleo, enquanto o degradado pode ser extraido por apresentar menor peso molecular

(observavel, por exemplo, por eletroforese em gel de agarose) [44].

A realizacao deste ensaio de fluorescéncia por citometria de fluxo permite distinguir as
células apoptoticas (numa fase em que ja tenha havido clivagem do DNA) por
observacdo do aumento no ndmero de eventos hipodiploides (regido sub-G1). Nos
resultados obtidos, apresentados no grafico da Figura 12, observou-se o aumento mais
significativo de apoptose em células transfetadas com a sequéncia tnica de RalGPS2
(RalGPS2 #231) em comparacdo com o numero relativo de células apoptoéticas obtido

apos transfecao com o controlo siLuc (grafico A).

A B
10 80 = (G0/1
9 | -—
8-_ % 60— - G2/M

P

ek

Numero relativo de
células apoptoticas

o«

1
Namero relativo
de células (%)
B
o
1

20—

N o & Controlo siLuc siRalGPS2 pool
#231 siRalGPS2

Figura 12 - Distribuicao de células apoptéticas no ciclo celular, 5 dias apés a transfecao.
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O efeito foi estatisticamente comparado com o controlo negativo siLuc por Two-way ANOVA (****p <
0.0001, **p < 0.01; os dados correspondem a 2 ensaios independentes, tendo cada transfecio sido feita em
duplicado). O grafico A corresponde ao numero relativo de células apoptéticas (populagdo Sub-G1) apds
silenciamento de RalGPS2, relativo ao grupo silenciado com siLuc. O grafico B indica qual a distribui¢io no

ciclo celular das células ndo apoptoéticas.

Podemos ainda analisar a sua distribuicdo pelas fases do ciclo celular. Nas células
transfetadas com siRalGPS2 #231, ha uma diferenca significativa da percentagem de
células nas fases do ciclo celular, com maior releviancia no aumento de células nas fases
G2/M e diminuicdo na fase Go/Gi, relativamente as transfetadas com siLuc. Nas
células transfetadas com pool de siRalGPS2, ndo se observou uma diferenca
significativa, isto é, nao foi possivel confirmar os efeitos do silenciamento de RalGPS2
na distribuicao do ciclo celular, comparativamente aos efeitos obtidos com a sequéncia
unica de siRNA (#231). Este resultado obtido pode ser, possivelmente devido a efeitos
off target. Seria importante otimizar as condicoes de marcacao das células mortas ou
apoptoticas para repetir a analise do ciclo celular uma vez que houve dificuldade em
distinguir e definir as regioes pertencentes as fases S e G2/M. Devido a degradacao do
DNA que ocorre na apoptose, existe maior dificuldade em distinguir o nimero de
eventos celulares pertencentes a cada uma das fases, havendo uma “fusao” do sinal da
fase S com a G2/M e vice-versa. Poderia ser utilizado um marcador de apoptose
adicional, como por exemplo para detecao da atividade de caspases, de forma a poder
haver uma melhoria da capacidade de distingdo das diferentes fases nas células
verdadeiramente nao apoptoticas.

Em trabalhos anteriores o silenciamento de RalGPS2 provocou defeitos da citocinese
em células HeLa de cancro cervical [22], o que poderia explicar aqui o aumento em
G2/M. Contudo, o efeito observado em células de adenocarcinoma do pulmao (A549 e
H1299) foi de paragem em Go/G1 [5]. O diferente nivel de silenciamento também pode
ser um fator com influéncia no fenétipo observado. A clarificagdo deste assunto, requer,

portanto, investigacao futura.
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4.5. Avaliacao da ativacaio de YAP / TAZ apos
silenciamento de RalGPS2, estimulacio com soro ou

inibicao com sinvastatina

4.5.1. Efeito do silenciamento de RalGPS2 na expressao de mRNA de
YAP/TAZ

De forma a verificar a hipotese de que que o silenciamento de RalGPS2 induz alteracao
da expressao de YAP/TAZ, foi avaliado o seu efeito na expressao de mRNA dos genes a
downstream na via de sinalizacdo Hippo, CTGF e CYR61, de cuja transcricao e
traducao resultam proteinas da matriz celular envolvidas na regulaciao do crescimento

tumoral.

Como mostrado na Figura 11, a analise dos niveis de expressao em células PC-3 apos 3 e
5 dias da transfecdo com siRalGPS2 indica uma menor percentagem média de
expressao de mRNA de RalGPS2 aos 5 dias apos o silenciamento, em compara¢ao com

3 dias de incubacgao.

Foram avaliados os mesmos tempos de incubac¢do no ensaio de anédlise da expressao

dos dois genes regulados por YAP/TAZ.
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Figura 13 - Analise da ativaciao dos cofatores YAP/TAZ através dos niveis de expressio de
mRNA de CTGF e CYRG61, obtida por qPCR aos 3 e aos 5 dias de incubacéo apos transfecao.

Os dados estao representados como a média + desvio padrao de n=2 duplicados (n = 1 para siRalGPS2
#231 aos 3 dias de incubacgio) de um ensaio independente. O efeito foi estatisticamente comparado com o
controlo negativo siLuc por Two-way ANOVA, nio tendo sido verificadas diferencas significativas entre as

médias com um nivel de significancia de 0.05.
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Os niveis de expressao de CTGF e CYR61, analisados por qPCR, em células PC-3 apoés a
transfecdo com os respetivos siRNAs, como mostra a Figura 13, indicam que o
silenciamento de siRalGPS2 nao aparentou diminuir significativamente a sua

expressao, relativamente ao controlo negativo silLuc.

Embora nao tenha sido obtida significancia estatistica para entre as médias dos niveis
de expressao, verifica-se a existéncia de um aumento na expressao de mRNA de CTGF,
mais notavel apods transfecdo com a sequéncia #231 de siRalGPS2 quando em
comparacao com os resultados obtidos apos transfecdo com a pool de siRalGPS2. O
aumento de expressio de mRNA de CYR61 aparenta ser menos evidente apos o

silenciamento.

4.5.2. Estimulacao e inibicao de YAP/TAZ

Como ja mencionado, a transdugao do sinal na via de sinalizacao Hippo é regulada por
uma cascata de cinases principal na qual a proteina adaptadora SAV1 auxilia a acao das
cinases MST1/2 na fosforilacao da cinase LATS 1/2 responsavel pela sua ativacao. YAP
e TAZ sao constituidos por motivos HXRXXS (Ser127 em YAP e Ser89 em TAZ) que, ao
ser fosforilados por LATS 1/2, conduzem a inibicao dos co-ativadores transcricionais

YAP e TAZ e ao seu sequestro no citoplasma, onde permanecem ligados a proteina 14-

3-3 [351.

Um estudo em células renais embrionarias humanas (HEK293A) verificou a influéncia
da diminuicao da concentracao de FBS na fosforilacado de Ser127 em YAP, e na sua
consequente retencao citoplasmatica [35]. A adicdo de FBS em células confluentes
sobrepds-se a inibicdo de YAP originada pelo contacto intercelular: os autores do
estudo observaram a desfosforilacdo e ativagdo de YAP bem como a ocorréncia da sua
translocacdo para o nudcleo da célula. Esta ativacdo revelou-se independente do
silenciamento das cinases upstream. Foi identificado o componente lipidico ativo no
soro, S1P como o principal indutor de YAP, entre outros lipidos presentes no soro, ja
anteriormente indicados como ativadores da expressdo de CTGF e CYR61. S1P é um
lipido de sinalizacao que pode ligar-se a lipoproteinas como HDL no soro, e regula a
proliferacdo, migracdo e diferenciagio celulares. O mecanismo de ativacdo de YAP foi

associado a sinalizacao via GPCRs e RhoGTPases.

A influéncia da estimulacdo com FBS na expressao de genes com possivel efeito na via
de sinalizacdo Hippo ja foi testada em PC-3. Foi investigada a possivel influéncia das

proteinas da familia angiomotina no crescimento celular apés estimulagdo com soro. O
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efeito foi independente da estimulacdo pelos fatores presentes no soro [38]. Desta
forma, procedeu-se a avaliacdo dos niveis de expressdo de CTGF e CYR61 em células
PC-3, privadas de soro durante 12h e posteriormente estimuladas durante 30 e 60

minutos com FBS 10% (Figura 14).

Os resultados indicam que a estimulacdao com FBS 10% parece ativar a atividade
transcricional de YAP, verificando-se apenas um aumento significativo da expressao do
gene alvo Cyr61 ap6s 30 minutos de estimulagdo, em relaciao ao controlo sem estimulo.
Contudo, nao se verificou significancia estatistica neste ensaio e portanto, a repeticao
do ensaio seria necessaria, dada a variabilidade obtida, para obtencao de resultados
mais significativos. Ainda assim, estes resultados demonstram que é possivel detetar a
ativacao transiente dos niveis de expressao de CTGF e CYR61 em células PC-3, que sao

por defeito relativamente baixos em células cultivadas com soro.
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Figura 14 - Analise da expressio de mRNA de CTGF e Cyr61 por qPCR apés privacio e
estimulo com FBS 10% durante 30 e 60 minutos e tratamento com sinvastatina (10 uM) em
células PC-3.

Os dados estdo representados como a média + desvio padrao de um ensaio independente e n=2 amostras
quantificadas em triplicado. O efeito foi estatisticamente comparado por Two-way ANOVA (****p <

0.0001; **p < 0.01 relativamente ao controlo).

Ja quanto a possibilidade de detetar a reducdo da expressao destes genes, com
relativamente baixos niveis de expressdo constitutiva, foi usado o tratamento com

sinvastatina para o comprovar.

As estatinas representam uma classe de farmacos inibidores da enzima HMG-CoA
redutase, a qual catalisa a producdo de acido mevalénico, numa etapa limitante da

sintese de colesterol na via de sinalizacdo do mevalonato. Num estudo de avaliacao do
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efeito de estatinas na inibicdo da atividade transcricional de YAP/TAZ em linhas
celulares de cancro humano, a sinvastatina, assim como a cerivastatina, causaram a sua

inibicdo, marcada pela diminuicao da expressao de CTGF e CYR61 [38].

No presente estudo, foi testado o mesmo efeito de inibicao da transcricdo em PC-3,
recorrendo-se a uma solucdo de sinvastatina (10 uM) diluida em meio de cultura. Os
resultados mostraram a sua eficacia nesta linha celular de CaP, verificando-se uma
diminuicdo da expressao de mRNA de CTGF e CYR®61, relativamente ao controlo com
soro (Figura 14), que necessitaria, contudo, de mais repeticoes para se alcancar

significado estatistico.

Uma vez que foi possivel verificar o efeito esperado de inibicdo na linha celular PC-3,
procedeu-se ao silenciamento de RalGPS2 com privacao de soro 12h antes do fim do
tempo de incubacdo e posterior estimulacdo com FBS 10% durante 60 minutos. Os
resultados, da analise posterior da expressao relativa de mRNA de CTGF e de RalGPS2
sao apresentados na Figura 15. Nas amostras estimuladas com soro, embora o
silenciamento de RalGPS2 tenha sido apenas parcialmente eficaz, verifica-se o aumento
da expressao de CTGF relativamente a células controlo nao estimuladas, nao diferente
do observado em células controlo submetidas ao mesmo estimulo, embora devido a
elevada variabilidade e a dimensao do ensaio (falta de repeticoes), ndo seja significativo

estatisticamente.
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Figura 15 - Analise da expressio de mRNA de CTGF e RalGPS2 por qPCR, apds transfecio
com siRalGPS2 #231 e privacio (24 h) ou estimulo (60 min) com FBS 10% em células PC-3.
O efeito foi estatisticamente comparado por Two-way ANOVA. Os dados correspondem a média + desvio

padrao de um ensaio independente e n=2 ou n=1 amostras quantificadas em triplicado.
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Conclui-se que o estimulo da via de sinalizacao por FBS, tem tendéncia para induzir a
atividade transcricional de YAP/TAZ, embora nao tenha sido possivel conclui-lo com
significancia. A inibicdo de RalGPS2 nio parece ter resultado em extensao suficiente,
nao sendo possivel concluir acerca do seu papel na diminuicao da transcri¢ao dos genes
alvo de YAP/TAZ. Contudo, o conjunto dos resultados obtidos parece indicar que
RalGPS2 nao é necessaria para a ativacao dos cofatores YAP/TAZ, quer constitutiva,

quer sob estimulo de FBS, em células PC-3.
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Capitulo 5

Conclusoes e perspetivas futuras

No presente trabalho pretendeu-se avaliar a hipotese do possivel envolvimento de
RalGPS2 na regulacdo da via de sinalizacdo Hippo. Nao tendo sido possivel validar
condicoes de crescimento de esferoides da presenca de soro adequadas, procedeu-se ao
silenciamento do gene de RalGPS2 por siRNA apenas em células cultivadas em
condicoes de aderéncia, recorrendo-se a uma sequéncia de siRNA usada em trabalhos
anteriores e a um pool de siRNAs contra RalGPS2. Este silenciamento revelou ter um
efeito na reducao do crescimento celular de PC-3, indicado pela diminuicao da
percentagem de células viaveis capazes de reduzir a forma oxidada (nao fluorescente)
da resazurina a resorfurina, em cerca de 59% relativamente as células transfetadas com
um controlo negativo (siRNA contra o gene da luciferase, nao presente em células

humanas).

A andlise da expressao de mRNA de RalGPS2 por qPCR, indicou a eficacia do
silenciamento, tendo diminuido significativamente quer aos 3 quer aos 5 dias de
incubacdo apds a transfecdao. O efeito de diminui¢ao do crescimento celular induzido
pelo silenciamento causou a apoptose espontanea das células transfetadas, tal como
mostrado pelo ensaio de citometria de fluxo com marcacao do contetido nuclear
fragmentado por iodeto de propidio. Este ensaio permitiu ainda analisar a percentagem
relativa de células nas diferentes fases do ciclo celular. Os resultados nao foram
conclusivos, uma vez que indicaram a inducdo de paragens em G2/M ou Go/G1
(tendéncia sem significado estatistico devido ao baixo niimero de repeti¢des) ou G2/M,
dependendo da sequéncia com que foi realizada a transfecao (siRalGPS2 #231 ou pool

de siRalGPS2), supondo-se a possivel existéncia de efeitos off target.

Foi também possivel observar os efeitos do silenciamento na alteracdo da morfologia
das células ao microscopio. Para além da reduciao do nimero de células, foi possivel

verificar defeitos na membrana, caracteristicos de apoptose.

Ao contrario do expectavel, o silenciamento ndo mostrou reduzir os niveis de expressao
de mRNA de dois genes regulados pelos co-ativadores transcricionais YAP/TAZ da via
de sinalizacdo Hippo. A expressao de CTGF e de CYR61 foi avaliada em condicoes de

estimulo por FBS e de inibi¢ao por sinvastatina, as quais tiveram o efeito esperado de
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aumento e diminuicao da expressao, ao contrario do silenciamento, o qual nao revelou
estar associado a diminuicao da atividade de YAP/TAZ. Procedeu-se ainda ao
silenciamento de RalGPS2 em condicOes de estimulo por FBS de modo a perceber se
teria influéncia na expressio de mRNA de CTGF. Novamente, nao foi observada
diminuicdo da expressdo verificando-se, contudo, que o silenciamento nao foi

totalmente eficaz.

Embora o silenciamento de RalGPS2 nao tenha mostrado estar associado a inativacao
dos co-ativadores de transcricaio YAP/TAZ, havendo dificuldade também na
reprodutibilidade do nivel de silenciamento, a observacao de reducao do crescimento
celular por inducao de apoptose e aparente paragem no ciclo celular indicam o papel
relevante, e fracamente explorado, deste fator de troca de nucleétidos de guanina. No
futuro, seria importante avaliar e estudar a sua influéncia noutras linhas celulares de

CaP de forma a confirmar estas descobertas.
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Apéndice
Resultados exemplificativos dos obtidos no ensaio de citometria de fluxo com marcacao

por iodeto de propidio.

A
1,0K = _
800 =
& -
o -
(7}
T 600 =
&) ]
(7]
e -
5 400 =
@ -
[
200 = F "k
J L * I Ciclo celular
] . SubG1 99 4
J 0,77
0 |
T T T
—T T
100 |D| ID2 103 |04 GO0 200 1.0K
FL3-H :: FL3-Heiaht
FL3-& :: FL3-Area
B
1,0k <
| 2,0k =
800 = ]
= _ i
= - 15K —
[
T 00 = ]
i 1 # ]
[T - I
HH J ] T
T 1.0K =
o 400 = i
] - 4
1. 1 4
200 = AL A0 =
] subet | Ciclo celular ]
i 1,26 | oman .
0 T T T T oy
1" 10’ 10° 10° 1wt 0 200 400 800 80D 10K
FL3-H :: FL3-Heiaht FL3-A = FL3-Ares

[continua na pagina seguinte]

49



RalGPS2 na proliferacao e sobrevivéncia de células tumorais humanas de cancro da prostata

C
1.0K - i
] 150 =
200 = 1
- i _
= - i
[T}
I 600 = 100
&) i
() 4
e i
i i
0 400 = 1
1 4 4
[TiS
1 50 =
200 = D
] SukG1 *] Ciclo celular i
] 342 | GB3 A g
0 0
T T
1P o e 1o it 1] 200 400 600 800 1,0K
FL3-H :: FL3-Heichit FL3-A : FL3-Area
D
10K = 800
800 = 1
. 600 =
£ ] ]
= -
[T} -
T 00 =
2] Bl o
- 3 400 =
o i 3
- B
o 400 =
[ g 4
L
200 — : 200
| -SubG1| Ciclo celular |
_ 133 L 869 |
b ]
T T IIIIII T T IIIIIII T T IIIIIII T T T 11T 0
i 1 2 4 L LI R L
10 10 10 10 10 0 800 800 1.0K

FL3-H :: FL3-Heichit

FL3-A :: FL3-Area

Figura Apéndice 1 - Analise de células apoptoticas apds transfecio com os respetivos siRNAs. A.

Controlo negativo, B. siLuc, C. siRalGPS2 #231 e D. pool de siRalGPS2. Nos graficos da esquerda é possivel

distinguir os eventos pertencentes a regido Sub-Gi, correspondentes as células apoptoéticas, através do

sinal de fluorescéncia (FL3) e FCS (forward scatter). Esta analise foi feita depois de excluir eventos que

nio eram singletos, e excluindo os eventos considerados debris na aquisicio. Est4 também identificada a

area utilizada para a anéalise da distribuicdo no ciclo celular. A direita estd representada a analise de

distribuicdo do nimero de células em cada fase do ciclo celular (fase G1 - roxo; fase S - amarelo; fase G2 -

verde).
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