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RESUMO

GARCIA, C. B. Acumulo da ribonucleoproteina heterogénea nuclear K em
cancer de cabegca e pescoco: estudos mitocondriais. 2014. 89f. Tese
(Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2014.

A ribonucleoproteina heterogénea nuclear K (hnRNP K) € uma proteina envolvida
em processos de expressao génica e tem sido proposta como ligante de RNAs
mensageiros mitocondriais. Apesar de ser considerada um marcador de pior
progndéstico no cancer de cabega e pescogo, o papel da hnRNP K nesta doenga
ainda é pouco conhecido. O objetivo deste trabalho foi estudar o envolvimento da
hnRNP K na mitocdndria com énfase na bioenergética e na identificacdo de novos
potenciais ligantes de hnRNP K. As linhagens celulares utilizadas foram de
carcinoma de cabecga e pescogo (HN13 e CAL 27) com silenciamento de RNA para
hnRNP K e células HEK293 com super-expressdao de hnRNP K. O efeito do acumulo
celular da hnRNP K na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial foi avaliado
por meio da atividade dos complexos mitocondriais I, Il e V em células HN13. A
reducdo do nivel de hnRNP K usando RNA de interferéncia promoveu uma
diminui¢do da atividade dos complexos nas células HN13, indicando o envolvimento
da proteina na eficiéncia do transporte de elétrons na cadeia respiratoria
mitocondrial. Células HEK293 com super-expressdo da hnRNP K (HEK293/hnRNP
K) e as linhagens HN13 e CAL 27 com silenciamento e redugéo estavel de hnRNP K
foram utilizadas para determinar o papel de hnRNP K no potencial de membrana
mitocondrial, niveis de ATP, producdo de lactato e consumo de oxigénio. Células
HEK293/hnRNP K comparadas ao controle apresentaram maior nivel de ATP,
menor potencial de membrana mitocondrial, menor consumo de oxigénio e maior
produgdo de lactato. As células HN13 com redugdo da hnRNP K apresentaram
niveis mais baixos de ATP, com menor liberacao de lactato para o meio extracelular
€ maior consumo de oxigénio. Esses resultados sugerem que o acumulo da proteina
hnRNP K tem agao importante na mitocondria por alterar o metabolismo
bioenergético celular de fosforilagdo oxidativa para glicolise anaerdbica. A estratégia
de co-imunoprecipitagdo usando anticorpos para hnRNP K, digestdo de proteinas
com tripsina e cromatografia liquida acoplada a espectrémetria de massa foi usada
para encontrar novos potenciais ligantes de hnRNP K. A analise dos dados com o
software SEPro identificou 57 proteinas candidatas a ligantes da hnRNP K. Trés
proteinas foram validadas por co-IP e Western blotting: o fator de transcrigao
mitocondrial PTCD3, YB1 e PSF. Propomos que a hnRNP K apresenta fungcédo na
energética mitocondrial, e provavelmente, a sua interagdo com PTCD3 participa
desta fungéo.

Palavras-chave: hnRNP K, cancer de cabegca e pescoco, mitocéndria,
bioenergética, espectrometria de massas.



ABSTRACT

GARCIA, C. B. Accumulation of heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K in
head and neck cancer: mitochondrial studies. 2014. 89f. Thesis (Doctoral).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Séao
Paulo, Ribeirao Preto, 2014.

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K (hnRNP K) is a protein involved in gene
expression processes, which has been proposed to bind mitochondrial mRNAs.
Despite it to be considered a prognostic marker in cancer, the hnRNPK role in this
disease is unknown. We addressed the involvement of hnRNP K in mitochondria with
emphasis on bioenergetics and identification of new potential ligands of hnRNP K.
The cell lines used were from head and neck squamous cell carcinoma (HN13 and
CAL 27) with RNA silencing for hnRNP K , and HEK293 cells with overexpression of
hnRNP K. The effects of cellular accumulation of hnRNP K in mitochondrial electron
chain carriers were assessed by the activity of mitochondrial complexes I, Il and V in
HN13 cells. Reduced levels of hnRNP K using RNA interference promoted a
decrease in the activity of the complexes in HN13 cells, indicating the involvement of
the protein in the efficiency of the electron transport in mitochondrial respiratory
chain. HEK293 cells with overexpression of hnRNP K (HEK293/hnRNP K) and HN13
and CAL 27 cells with silencing and stable reduction of hnRNP K were used to
determine the role of hnRNP K in mitochondrial membrane potential, ATP levels,
lactate production and oxygen consumption. HEK293/hnRNP K, compared to control
cells, showed higher levels of ATP, reduced mitochondrial membrane potential, lower
oxygen consumption and higher production of lactate. HN13 cells with reduced
hnRNP K had lower ATP levels, with lower release of lactate to the extracellular
medium and higher oxygen consumption. These results suggest that accumulation of
hnRNP K protein plays a role in mitochondria by changing the cellular energetic
metabolism from oxidative phosphorylation to glycolysis. The strategy of co-
immunoprecipitation using antibodies for hnRNP K, protein digestion with trypsin, and
liquid chromatography, coupled to mass spectrometer, were used to search for new
potential ligands of hnRNP K. Data analysis with software SEPro identified 57
candidate proteins binding to hnRNP K. Three proteins were validated by co-IP and
Western blotting: the mitochondrial transcription factor PTCD3, YB1, and PSF. We
propose that hnRNP K plays a role in the mitochondrial energetics, and probably its
interaction with PTCD3 participates in this function.

Keywords: hnRNP K, HNSCC, mitochondria, bioenergetics, mass spectrometry.



ABSTRACTO

GARCIA, C. B. Acumulaciéon de ribonucleoproteina nuclear heterogénea de K
en cancer de cabeza y cuello: estudios mitocondriales. 2014. 89f. Tesis
(Doctorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2014.

La ribonucleoproteina heterogénea nuclear K (hnRNP K) es una proteina implicada
en procesos de expresion génica y se ha propuesto como ligante del RNAm
mitocondrial. Aunque se considera un marcador de mal prondstico en el cancer de
cabeza y cuello, el papel de la hnRNP K en esta enfermedad es aun desconocido. El
objetivo de este trabajo fue estudiar la participacion de la hnRNP K en la funcion
mitocondrial, con énfasis en la bioenergética y la identificacion de nuevos ligandos
para la hnRNP K. Las lineas celulares utilizadas fueron el carcinoma de la cabeza y
el cuello (HN13 y CAL 27) con el silenciamiento de RNA y las células HEK293 con la
sobreexpresion de hnRNP K. El efecto de la acumulacion celular de hnRNP K en la
cadena transportadora de electrones mitocondrial se evalué mediante la actividad
mitocondrial de los complejos |, Il y V en las células HN13. La reduccion del nivel de
hnRNP K usando la interferencia de RNA promovié una disminucién en la actividad
de los complejos en las células HN13, lo que sugiere la implicacion de la proteina en
la eficiencia del transporte de electrones en la cadena respiratoria mitocondrial.
Células HEK293 con sobreexpresion de hnRNP K (HEK293/hnRNP K) y células
HN13 y CAL 27 con silenciamiento y disminucion estable de hnRNP K se utilizaron
para determinar el papel de hnRNP K en el potencial de membrana mitocondrial, los
niveles de ATP, la produccion de lactato y el consumo de oxigeno. Las células
HEK293/hnRNP K mostraron mayores niveles de ATP, menor potencial de
membrana mitocondrial, una reduccion del consumo de oxigeno y un aumento de la
produccion de lactato en comparacion con los controles. Las células HN13 con
reducida hnRNP K tenian niveles de ATP inferiores, con una menor liberacion de
lactato en el medio extracelular y mayor consumo de oxigeno. Estos resultados
sugieren que la acumulacién de la proteina hnRNP K tiene un papel importante en
las mitocondrias para alterar el metabolismo bioenergético celular de la fosforilacion
oxidativa a la glucdlisis anaerdbica. La estrategia de co-inmunoprecipitacion
utilizando anticuerpos hnRNP K, digestion de proteinas con tripsina y cromatografia
liquida acoplada a espectrometro de masas se utilizd para buscar nuevos ligandos
de hnRNP K. El andlisis de los datos con el software PatternLab identificaron 57
proteinas candidatas para la unién a la hnRNP K. Tres proteinas fueron validadas
por la co-IP y Western Blot: el factor de transcripcion mitocondrial PTCD3, YB1 y
PSF. Se puede proponer que hnRNP K tiene un papel importante en la mitocondria
y, al que menos en parte, su interaccién con PTCD3 debe contribuir a esta funcion.

Palabras clave: hnRNP K, cancer de cabeza y cuello, mitocondria, bioenergetica,
espectrometria de masas



Introducdo 1

1. INTRODUCAO

1.1. Cancer de cabega e pesco¢o

O cancer de cabecga e pescogo esta entre as neoplasias mais comuns em
todo o mundo, com cerca de 600.000 casos novos e 300.000 mortes a cada ano
(Parkin et al., 2005; Curado e Hashibe, 2009). No Brasil, as estimativas da incidéncia
deste tipo de cancer para o ano de 2014 apontam 4.010 casos novos em mulheres e
11.280 casos novos em homens, representando a quinta neoplasia mais frequente
na populacdo masculina, excetuando as neoplasias de pele ndao melanoma
(Ministério Da Saude, 2013).

O cancer de cabecga e pescogo compreende as lesdes localizadas no labio,
nariz, boca, faringe, laringe, glandulas salivares e tiredides. Quando diagnosticado
precocemente, esse tipo de céncer apresenta bom progndstico. Pacientes com
lesdes em estagios iniciais frequentemente manifestam poucos sintomas, o que
resulta no atraso do diagnéstico e na diminuigdo do tempo de sobrevida. O
tratamento de escolha, tanto nesses casos como nos mais avangados, €, em geral,
a resseccao cirurgica, mas também séo utilizadas, de forma isolada ou combinadas,
a radioterapia e a quimioterapia (Forastiere et al., 2001; Ministério Da Saude, 2013).

Os principais fatores de risco para as neoplasias de cabeca e pescog¢o sao o
uso prolongado de tabaco e alcool (Sturgis, 2013) e as infecgcdes por papilomavirus
humano (Ragin, Modugno e Gollin, 2007). O uso concomitante de alcool e tabaco
estabelece um sinergismo entre esses fatores de risco, aumentando 30 vezes o
risco de desenvolvimento deste tipo de tumor (Ministério Da Saude, 2013).

Sabe-se que a maioria das células tumorais sdo derivadas da expansao
clonal e crescimento aberrante de uma célula tronco tumoral ou a partir de algumas
células iniciadoras de tumor que tenha readquirido a capacidade de auto-renovagao
(Lobo et al., 2007). Células normais proliferam-se somente quando necessario,
como resultado de um equilibrio delicado entre fatores de promocgao e inibicao do
crescimento sob a influéncia de sinais bioquimicos fornecidos por células vizinhas e
fatores circulantes. No cancer, as células substituem esses mecanismos de controle
e ditam seu proprio programa de proliferagdo, geralmente se multiplicando de forma
irrestrita e, ao longo do tempo, passam a escapar de processos de senescéncia e
morte celular. Além disso, conseguem aumentar a sua oferta de oxigénio e

nutrientes, pela formagado de novos vasos sanguineos, e adquirem a capacidade de
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migrar de seu sitio original, invadindo os tecidos circundantes e promovendo
metastases em locais anatdmicos distantes. Essas mudangas progressivas no
comportamento celular tumoral, da proliferacdo ligeiramente desregulada para
malignidade (metastase), sdo o resultado do acumulo de alteragbes genéticas e
epigenéticas em um conjunto limitado de genes, oncogenes e genes supressores
tumorais, duas classes de genes que alterados podem desencadear e promover o
crescimento tumoral (Hanahan e Weinberg, 2011).

A atividade e/ou quantidade aumentada ou diminuida de certas moléculas
presentes em células de carcinoma de cabeca e pescog¢o sao responsaveis por seu
comportamento maligno. Por conseguinte, varios grupos tém explorado o uso de
técnicas de protedmica para investigar a natureza das proteinas presentes nesse
tipo de cancer. Tal abordagem permitiu a identificagdo em amostras de carcinoma
de lingua quando comparado com mucosa normal de proteinas associadas a
tumores, tais como proteinas de choque térmico (HSP 60 e HSP27), calgranulina B,
ATP sintase B, miosina, tropomiosina e galectina 1 (He et al., 2004). Em outro
estudo, varias enzimas dlicoliticas, HSPs, antigenos de tumor, proteinas do
citoesqueleto, enzimas envolvidas nos sistemas de desintoxicagdo e anti-oxidantes,
proteinas envolvidas em vias de sinalizagcdo intracelular e mitocondrial foram
consideradas como superexpressos em tumores de cabecga e pescoco. Estes dados
indicam que varias vias celulares estdo envolvidas no processo de tumorigénese e
sugerem uma abordagem de estratégia multipla para combater a doenga (Chen et
al., 2004).

1.2. Ribonucleoproteina heterogénea nuclear K (hnRNP K)

O grupo de ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (hnRNP)s constitui
uma grande familia de proteinas, com aproximadamente 20 membros (Swanson e
Dreyfuss, 1988; Matunis, Michael e Dreyfuss, 1992; Dreyfuss, Kim e Kataoka, 2002;
Leopoldino et al., 2007). Uma das proteinas mais estudadas € a hnRNP K, uma
proteina de 65 quilodaltons (kDa) que contém trés dominios homélogos K (KH) onde
se ligam moléculas de acido desoxirribonucléico (DNA) e acido ribonucléico (RNA)
(Siomi et al., 1993), e um dominio de interagao proteica (KI) responsavel pela

associagdao de hnRNP K com outras proteinas (Makeyev e Liebhaber, 2002), que
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contém sitios de ancoragem ricos em prolina que interagem, por exemplo, com
dominios SH3 da familia de quinases Src (Van Seuningen et al., 1995).

A hnRNP K ¢é uma proteina localizada em multiplos compartimentos
subcelulares, como nucleo, citoplasma e mitocéndria (Ostrowski et al., 2002;
Bomsztyk, Denisenko e Ostrowski, 2004; Mikula et al., 2006). A diversidade das
interagbes de hnRNP K sugere seu envolvimento em varios processos que
compdem a expressao génica, como remodelagem de cromatina, transcrigcéo,
splicing, traducao e estabilidade do RNA mensageiro (RNAm) (Bomsztyk, Denisenko
e Ostrowski, 2004).

Varios trabalhos tém mostrado aumento na expressdo de hnRNP K em
diversos tipos de cancer e o seu papel na regulagao da tumorigénese. Esta atividade
tumorigénica de hnRNP K parece ser conferida pela sua habilidade de aumentar a
proliferagdo celular (Lynch et al., 2005), seus efeitos antiapoptéticos (Chen et al.,
2009), potencial clonogénico (Notari et al., 2006) e capacidade de metastases (Inoue
et al., 2007).

Elementos localizados na regido promotora de genes importantes na
tumorigénese tais como c-MYC, c-SCR, BRCA, e timidina quinase sao reconhecidos
pela hnRNP K (Michelotti et al., 1996; Ritchie et al., 2003; Lynch et al., 2005). Além
disto, o gene BCL-X, que codifica uma proteina envolvida na regulagao de apoptose,
possui duas isoformas produzidas por splicing, BCL-X_ e BCL-Xs, com atividade anti-
apoptética e pro-apoptotica, respectivamente. Recentemente, hnRNP K foi descrita
como participante da regulagdo negativa da produgdo da isoforma pro-apoptética
BCL-Xs em células sob estimulo de insulina (Revil et al., 2009).

hnRNP K pode regular a expressdo da enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD) por meio de ligacdo a sequéncias regulatérias denominadas
acentuadoras de splicing exdnico (exonic splicing enhancers - ESE) ou silenciadoras
de splicing exdnico (exonic splicing silencers - ESS). Sob condi¢cdes de privagao de
nutrientes, a expressao de hnRNP K é aumentada, o que leva ao aumento de sua
ligagdo a regido ESS inibindo o splicing de transcritos de G6PD e o acumulo de seu
RNAm (Cyphert et al., 2013). A enzima G6PD participa de varias vias de biossintese,
como a sintese de acidos graxos, colesterol e aminoacidos, € na manutengao dos
niveis de glutationa reduzida. Além disso, regula a taxa de converséo de glicose a
ribose-5-fosfato, precursor para a biossintese de nucleotideos (Salati e Amir-
Ahmady, 2001).
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A proteina hnRNP K possui também capacidade de ligar ao promotor do gene
do fator de iniciagdo da tradugao eucariotico 4E (elF4E) e ativar sua transcrigao.
Este fator desempenha importante papel na proliferagdo celular e sua
superexpressao ocorre em varios tumores, incluindo cancer de cabega e pescogo,
mama, colon, pulmdo e vesicula biliar. A transcricdo de elF4E apresenta-se
aumentada quando ambos c-Myc e hnRNP K estdo superexpressos, sugerindo que
a proteina hnRNP K pode cooperar com outras proteinas na inducdo de genes
envolvidos no crescimento do tumor (Lynch et al., 2005).

Estudos recentes mostraram que o aumento da proteina hnRNP K em cancer
de préstata € mais evidente na matriz nuclear e é crucial para ativacédo de varias vias
de sinalizagdo envolvidas na carcinogénese (Barboro et al., 2009). Em pacientes
com carcinoma de pancreas foi observado acumulo citoplasmatico de hnRNP K
associado a p53 mutante (Zhou et al., 2010). Niveis alterados de expressao de
hnRNP K foram descritos em pacientes com carcinoma colorretal, e seu acumulo no
citoplasma foi associado a pior prognéstico nesse tipo de neoplasia (Carpenter et al.,
2006). Em cancer de cabega e pescogco também foi verificada associacéo
significativa entre a expressdo de hnRNP K e progndstico (Matos-Silva, 2009; Matta
et al., 2009). Em carcinoma nasofaringeal, a localizagao citoplasmatica aberrante de
hnRNP K foi associada com menor sobrevida global e sobrevida livre de metastase
(Chen et al., 2008). De acordo com Inoue e cols. (Inoue et al., 2007), seu acumulo
no citoplasma esta envolvido na migracao celular/metastase e aumenta a resisténcia
das células de carcinoma nasofaringeal a apoptose induzida por hipoxia.

hnRNP K foi identificada como alvo de degradagao proteossomal dependente
da murine double minute 2 (MDM2/HDM2), uma proteina que controla a atividade e
o nivel da proteina p53 em células ndo danificadas (Moumen et al., 2005). MDM2
pode atuar como uma ubiquitina ligase E3 para degradar p53. Niveis elevados de
MDM2 podem inativar as funcdes de apoptose e parada do ciclo celular de p53,
como acontece em mutagdes ou delecdes de p53, eventos comuns na génese de
muitos tipos de tumores (lwakuma e Lozano, 2003). Em resposta ao dano no DNA, a
regulagédo negativa de p53 por MDM2 ¢ inibida, o que leva a estabilizagao e ativagao
de p53; p53 e hnRNP K s&o recrutadas para os promotores de genes responsivos a
p53 de um modo mutuamente dependente. Acredita-se que a hnRNP K, servindo

como um co-fator para p53, facilita a montagem e/ou estabilidade do complexo
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promotor de p53 (Moumen et al., 2005) e ajuda a proteina p53 a buscar sitios alvos
no genoma, um evento chave na ativagao génica (Prives e Hall, 1999).

O papel da hnRNP K no desenvolvimento e na progressdo das neoplasias
tem sido bem documentado na literatura, mas ainda existem varias lacunas no
conhecimento sobre suas diversas fungdes. Um estudo de protedmica, por exemplo,
mostra uma ampla interagcdo e envolvimento da proteina hnRNP K com proteinas
mitocondriais (Mikula et al., 2006), mas pouco se sabe sobre o0 seu papel na
atividade mitocondrial. A acdo da proteina hnRNP K no nivel da proteina
mitocondrial desacopladora 2 (UCP2) foi demonstrada de modo associado a insulina
(Ostrowski et al., 2004a). Outro fato importante € que a hnRNP K interage in vivo
com diversos RNAs nucleares e mitocondriais codificantes e nao-codificantes
(Klimek-Tomczak et al.,, 2004), podendo integrar sinais de varias cascatas de
sinalizagcdo no nucleo, citoplasma e mitocondria, e esta ligacdo proteina-RNA é
estimulada pela insulina (Dzwonek, Mikula e Ostrowski, 2006). Com base nestas
evidéncias, a investigacao do papel de hnRNP K na mitocdndria e em sua funcao é

essencial.

1.3. Mitocondria

Mitocondrias s&o organelas presentes em células eucaridticas superiores e
desempenham diversas fungdes relacionadas a produgao de energia e manutengao
da vida celular. A principal cascata bioquimica que acontece nessa organela é a
fosforilagcdo oxidativa, uma série de reagdes coordenadas de oxidagao e reducgao,
catalisadas por cinco subunidades enzimaticas transportadoras de elétrons
incorporadas a membrana mitocondrial interna (complexos I-IV e F41Fo-ATP sintase)
e dois fatores soluveis (citocromo ¢ e coenzima Q10), que funcionam como
translocadores de protrons para o espago intermembrana, resultando na geragao de
um gradiente eletroquimico que é dissipado de forma controlada pela ATP sintase
para gerar a maior parte do ATP intracelular (Reichert e Neupert, 2004). Vias
metabdlicas adicionais que ocorrem dentro da mitocéndria incluem o ciclo do acido
tricarboxilico (ciclo de Krebs), B-oxidagédo de acidos graxos, biossintese do heme,
esteroidogénese, metabolismo de certos aminoacidos, os passos iniciais do ciclo da

uréia e algumas reagdes de gliconeogénese e cetogénese (Galluzzi et al., 2010).
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Alteragbes nos padrbes normais dos componentes mitocondriais podem
ocasionar disfungdes nessas organelas e consequentemente desencadear doengas
como o cancer. Em 2000, Hanahan e Weinberg postularam os Hallmarks of Cancer
(Hanahan e Weinberg, 2000), que caracterizam a maioria das neoplasias humanas:
auto-suficiéncia em sinais de crescimento; insensibilidade para sinais de inibicdo de
crescimento; evasdo da morte celular programada; potencial ilimitado de replicagao;
angiogénese sustentada; capacidade de invadir tecidos e criar metastases. Mais
recentemente, foram incluidas duas caracteristicas cruciais para a aquisicdo das
anteriores, a instabilidade gendémica e a inflamagdo promovida pelo tumor, e outras
caracteristicas emergentes, como a reprogramagédo do metabolismo energético e o
escape do sistema imune (Hanahan e Weinberg, 2011). E importante ressaltar que
varias dessas caracteristicas podem ser direta ou indiretamente ligadas a
mitocdndria (Galluzzi et al., 2010).

O DNA mitocondrial humano (DNAmt) € uma molécula de dupla fita circular
com 16,6 quilobases (kb) que codifica 13 polipeptideos, que inclui sete subunidades
do complexo | da cadeia respiratoria (ND1-ND6, ND4L), uma subunidade do
complexo Il (CYTB), trés subunidades do complexo IV (COI-COIll), e duas
subunidades do complexo V (ATP6 e ATPS8); 22 RNA transportadores e dois RNA
ribossomais (Attardi e Schatz, 1988). O DNAmt é mais vulneravel a lesdes oxidativas
que o DNA nuclear, por estar mais exposto a acdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) produzidas como subprodutos do processo da fosforilagdo oxidativa; isso
pode ser responsavel pelo aumento das mutagcdes no DNAmt frequentemente
observadas em cancer (Chatterjee, Mambo e Sidransky, 2006). Além disso, uma
série de alteragdbes metabdlicas associadas com fungdo mitocondrial foram
observadas em carcinomas, como aumento da gliconeogénese e glicolise, aumento
da expressdo de proteinas transportadoras de glicose, redu¢cdo da oxidagao de
piruvato e aumento da producao de acido latico, redu¢cdo na oxidacao de acidos
graxos, modificagdo no metabolismo do aminoacidos e aumento na atividade da via
das pentoses fosfato (Chatterjee, Mambo e Sidransky, 2006).

Em tumores de cabeca e pescocgo, estudos mostraram uma frequéncia de
mutag¢des mitocondriais que variam de 21% a 51% (Liévre et al., 2006; Zhou et al.,
2007) e a maioria das mutagdées mitocondriais ocorrem durante ou apds a transigao
do epitélio pré-neoplasico para carcinoma, indicando que estas alteracdes sdo um
acontecimento tardio nesta doencga (Mithani et al., 2007).
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1.4. Metabolismo energético no cancer

A observagdo de que células tumorais apresentavam diferengas no
metabolismo energético comparadas com células normais originou a hipotese de
Warburg (Warburg, 1956b). Otto Warburg observou que tecidos tumorais consumiam
glicose em niveis mais altos que tecidos normais e criou a seguinte hipdtese,

conhecida como efeito Warburg (Warburg, 1966):

Cancer, above all other diseases, has countless secondary causes. But,
even for cancer, there is only one prime cause. Summarized in a few
words, is the replacement of the respiration of oxygen in normal body cells
by a fermentation of sugar.

A alta taxa de glicolise aerdbica sob condigbes normais de oxigénio é devido
a uma deficiéncia na respiragao. De fato, a formacao de ATP pela via glicolitica tem
baixa eficiéncia, porém acontece de forma mais rapida que a fosforilagdo oxidativa.
Essa geragcdo rapida de energia é benéfica para células em proliferacdo, pois
também fornece intermediarios glicoliticos necessarios para a biossintese de acidos
nucleicos, lipideos e aminoacidos (Deberardinis et al., 2008).

O aumento da glicolise € acompanhado pela produgcdo aumentada de lactato,
com a consequente acidificagdo do microambiente tumoral. Sugere-se que esta
acidose latica local serve para degradar o estroma que circunda o tumor, induzindo a
apoptose e necrose de células ndo malignas (Gillies e Gatenby, 2007). No entanto, o
metabolismo tumoral € muito complexo para ser explicado por um simples fenétipo
metabdlico (Nakajima e Van Houten, 2013). Recentes estudos ressaltam a
complexidade do metabolismo tumoral, propondo um modelo de simbiose
metabdlica no microambiente tumoral, em que duas populagdes metabolicamente
distintas se relacionam - quer sejam entre células tumorais ou entre células do tumor
e do estroma - e os produtos finais da glicdlise de uma serve como metabdlitos para
a fosforilagdo oxidativa da segunda populacao (Sonveaux et al., 2008; Bonuccelli et
al., 2010; Migneco et al., 2010).

Embora alguns tipos de cancer tenham uma preferéncia pela glicose como
fonte primaria de energia (Sandulache et al., 2011), o consumo de glutamina tem
sido apontado como essencial para o crescimento tumoral em alguns tipos de
cancer (Wise e Thompson, 2010). O catabolismo da glutamina tem um duplo
proposito, de gerar NADPH para fungbes biossintéticas pela glutamindlise a lactato e
fornecer esqueletos de carbono na forma de oxaloacetato (Deberardinis et al., 2008).
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O papel da hipéxia no microambiente tumoral também merece destaque. A
maioria dos tumores solidos contém areas pobremente oxigenadas (Hockel e
Vaupel, 2001). A resposta a limitagdo de oxigénio € mediada em parte pela proteina
fator indutor de hipdxia (HIF)-1a, que desencadeia uma série de eventos conduzindo
a um rearranjo metabdlico, incluindo o aumento da expressao de transportador de
glicose 1 (Glut-1), aumento da atividade de enzimas glicoliticas, além de limitar a
fosforilagdo oxidativa, induzindo a expressdo de piruvato desidrogenase quinase
(PDK1), que leva a redugé&o no consumo de oxigénio e na produgao de piruvato, dois
substratos importantes para a fosforilagdo oxidativa (Papandreou et al., 2006).

Alteracdes genéticas especificas em proteinas chave podem também alterar
o metabolismo (Figura 1). Mutacdes que ativem Akt e inativem p53 sdo associadas
com glicélise aumentada (Nakajima e Van Houten, 2013). O oncogene Akt tem sido
descrito como regulador da proliferacéo e sobrevivéncia celular (Cheng et al., 1997).
A via fosfatidilinositol 3-quinase esta frequentemente ativada no tumor, e sua
ativagdo através de Akt aumenta a captacéo de glicose e sua utilizagdo (Weinberg e
Chandel, 2009). A proteina supressora tumoral p53 tem sido mostrada controlando
importantes fungbes metabdlicas. p53 ndo mutada estimula a fosforilacdo oxidativa
pela regulacdo da proteina sintese de citocromo c oxidase 2 (SCO2). SCO2 é
importante para a regulagdo da citocromo ¢ oxidase, principal local de utilizagdo do
oxigénio em células eucaribticas. A diminuicdo da expressao de p53 resultou na
diminuicdo da expressado da proteina SCO2 e no consumo reduzido de oxigénio,
imitando o fendtipo de células deficientes em p53 (Matoba et al., 2006). Além disso,
p53 controla a proteina reguladora de glicélise e apoptose induzida por p53 (TIGAR),
assim sob condi¢bes em que ha a perda de fungado de p53 a regulagao diminuida de
TIGAR pode estar associada com o aumento de glicolise (Bensaad et al., 2006).

Myc também esta envolvida na biogénese mitocondrial. Por exemplo, c-myc é
conhecido por ativar a maioria dos genes de enzimas glicoliticas, incluindo lactato
desidrogenase-A (LDHA) e GLUT1, no intuito de melhorar tanto a produgéo de
lactato quanto a absor¢do de glicose (Shim et al.,, 1997; Osthus et al., 2000).
Curiosamente, tem sido sugerido que HIF-1a colabora com c-myc na promog¢ao do
fenodtipo glicolitico quando c-myc esta superexpresso, por meio da indugao
cooperativa de PDK1, hexoquinase Il (HK-Il) e LDHA (Dang et al., 2008).
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Figura 1. Alteracdes genéticas envolvidas no fenétipo glicolitico de células
tumorais. O diagrama representa a incidéncia de mutagdes de ganho de fungao em
oncogenes (simbolos ovais) e perda de fungdo em supressores tumorais
(retangulos) na glicolise e na utilizagcdo mitocondrial de piruvato em células tumorais.
Hipoxia (baixo O;) induz a estabilizacédo de HIF-1a, que promove a ativagdo da
transcricdo do transportador de glicose Glut-1, de genes glicoliticos e PDK1. A
expressao de PDK1 resulta na inativagao de piruvato-desidrogenase e, portanto, na
diminuicdo da oxidagédo do piruvato no ciclo do TCA simultaneamente a sua maior
reducdo citoplasmatica a lactato pela LDHA. Além disso, HIF-1a reciprocamente
regula a expressdo de duas isoformas do complexo de citocromo-oxidase c. O
oncogene myc também mantém a via glicolitica aumentada pela ativagdo da
transcricdo de genes glicoliticos. Altos niveis de c-myc também podem promover a
producao de espécies reativas de oxigénio (EROs/ROS), que podem danificar o
DNA nuclear (nDNA) e mitocondrial (mtDNA). A perda de fungdo de p53 promove
aumento no fendtipo glicolitico pela repressdo da expressao TIGAR. Da mesma
forma, a perda de funcdo de p53 diminuiu a expressdo de SCO2, um gene
necessario para a montagem adequada da citocromo ¢ oxidase, limitando a
atividade da mitocondria em células tumorais. Adaptado de (Ortega et al., 2009).

O aumento do metabolismo celular tumoral leva ao aumento da producéo de
EROs. A mitocOndria é considerada a principal fonte de EROs celular, tanto em
condicoes fisioldgicas (Turrens, 2003; Lambert e Brand, 2009) como no céancer
(Pelicano, Carney e Huang, 2004). Quando ocorre aumento da geragdo de
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superéxido ou deficiéncia nas defesas antioxidantes, EROs acumulam-se, podendo
inclusive induzir mais EROs por causar mutacdo no genoma mitocondrial, dando
origem a transportadores de elétrons ineficientes (Penta et al., 2001; Indo et al.,
2007). Além disso, EROs tem sido associado ao aumento da sobrevivéncia celular
no cancer, por inibir vias que causam apoptose (Clerkin et al., 2008).

Com base nestas informacdes, neste trabalho propds-se identificar novos
ligantes de hnRNP K e caracterizar o papel da proteina hnRNP K no metabolismo
energético de células tumorais.
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2. OBJETIVOS

Objetivos gerais

Entender o papel da proteina hnRNP K na bioenergética celular e identificar

novas proteinas ligantes da hnRNP K com impacto na mitocéndria.

Objetivos especificos

1. Avaliar o papel de hnRNP K na bioenergética celular tumoral por meio dos
seguintes parametros: potencial de membrana mitocondrial, niveis intracelulares de
ATP, nivel de lactato no meio extracelular, consumo de oxigénio e captagao de
glicose em células ndo tumorais superexpressando a proteina e em linhagens

tumorais com silenciamento de hnRNP K.

2. Identificar novas proteinas que interagem com hnRNP K em células nao
tumorais usando estratégias experimentais de co-imunoprecipitagao, protedmica e

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS).

3. Validar novas interacbes hnRNP K-proteina com potencial agcdo na atividade

mitocondrial utilizando técnica de Western blotting.
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6. CONCLUSOES

O dados obtidos neste estudo permitem as seguintes conclusdes:

1. A proteina hnRNP K influencia o metabolismo, favorecendo a glicélise em relagéo
a fosforilagao oxidativa;

2. Novos potenciais ligantes da hnRNP K foram identificados por co-
imunoprecipitagcdo e espectrometria de massas, sendo dois deles validados por
Western blotting: PSF e PTCD3;

3. hnRNP K regula o nivel e atividade dos complexos |, Il e V da cadeia respiratéria
mitocondrial e a interacdo hnRNP K-PTCD3 pode ter um importante papel nesta

acao.
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