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REF.: DISPENSA DE APRESENTACAO DE PROJETO DE PESQUISA PARA
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Prezado Senhor,

Informamos que a pesquisa intitulada “Andlise funcional da proteina do
reticulo endoplasmatico ERP29 em carcinoma de orofaringe”, para fins de tese de
doutorado do Programa de Pds-Graduacdo em Clinica Médica, da Faculdade de
Ciéncias Médicas, sob a responsabilidade da pesquisadora supracitada, orientacéo
do Prof. Dr. Gustavo Jacob Lourenco e co-orientacdo da Prof.2 Dra. Carmen Silva

Passos Lima, destina-se a avaliar o papel do ERP29 no CCEOF.

Deste modo, conforme consta no referido projeto, anexado ao documento, o
estudo utilizara cultura de linhagens celulares nado necessita tramitar pelo Comité
de Etica em Pesquisas envolvendo Seres Humanos, tendo em vista o banco de
dados PMAQ-AB é publico, disponivel no site  situado em

https://aps.saude.gov.br/ape/pmad/ciclo3/ (Microdados da avaliacdo externa ->

Maodulo eletrénico).Atenciosamente,

Dra. Renata Maria dos Santos Celeghini

COORDENADORA DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
UNICAMP
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RESUMO

A ERp29 é uma proteina chaperona envolvida no processo de enovelamento e secrecdo de
proteinas. O papel da ERp29 no desenvolvimento e na progressao tumoral € controverso e,
no entanto, sua funcdo na carcinogénese de orofaringe ainda é desconhecida. Assim, os
objetivos do presente estudo sdo os de avaliar o papel do gene ERP29 na carcinogénese
do carcinoma de células escamosas de orofaringe (CCEOF), identificar genes modulados
pelo ERP29, identificar proteinas que interagem com a ERp29, avaliar o papel do ERP29 no
estresse do reticulo endoplasmatico (RE), e verificar a influéncia do ERP29 na sobrevida
dos pacientes com CCEOF. Inicialmente, serdo avaliados, em linhagens celulares de CCE
de faringe humano, sensivel e resistente a cisplatina, a hiperexpressao e o silenciamento do
gene ERP29, por meio da transfeccdo de um vetor de expressdo e de um RNA de
interferéncia, respectivamente. As células modificadas serdo submetidas aos ensaios de
deteccdo do ciclo celular, da apoptose e de migracdo celular. A possivel alteracdo da
expressao de genes, e seus conteudos proteicos, pelo ERP29, sera identificada por
microarranjos de DNA e validada por meio da PCR quantitativa (JQPCR) e western blotting. A
identificacao de proteinas que interagem com a ERp29 sera realizada por meio dos ensaios
de eletroforese bidimensional e de co-imunoprecipitagdo. O papel do ERP29 no estresse do
RE sera avaliado por meio do tratamento com tunicamicina seguido de andlise por qPCR.
Os resultados das diferencas entre os grupos serdo avaliados por meio dos testes t e
ANOVA ou Mann-Whitney e Kruskal-Wallis. Assim, esperamos identificar um possivel alvo
terapéutico para o tratamento do CCEOF, especialmente aqueles que apresentam

resisténcia a cisplatina.

Palavras chave: céancer de orofaringe, ERP29, chaperona, estresse do reticulo

endoplasmatico, quimioresisténcia, cisplatina
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INTRODUCAO

Consideracdes gerais

O termo carcinoma de células escamosas (CCE) de cabeca e pescoco (CP) é usado
para descrever tumores do tipo histologico identificados na cavidade oral, faringe, fossa
nasal, seios paranasais e laringe (Mendenhall et al., 2011).

O CCECP representa um grave problema de salde no mundo e € o oitavo tipo de
neoplasia mais comum (Bray et al., 2018). Cerca de 835.000 novos casos do tumor sdo
identificados a cada ano em todo o mundo com cerca de 431.000 mortes a ele atribuidas
(Bray et al., 2018). No Brasil, estimaram-se para os anos de 2018 e 2019, 11.200 casos
novos de CCE de cavidade oral em homens e 3.500 casos em mulheres. Para 0 mesmo
periodo, estimam-se 6.390 casos novos de CCE de laringe em homens e 1.280 casos em
mulheres (Instituto Nacional do Cancer, 2018).

Dentre os tumores de CP, o CCE de faringe (CCEF) merece destaque devido as altas
taxas de mortalidade (Ferlay et al., 2015). O CCEF inclui tumores de nasofaringe, orofaringe
(OF) e hipofaringe (Mittal, 2011), sendo o CCEOF considerado de comportamento mais
agressivo entre eles (Lambert et al.,, 2011). Ele é classificado em tumores da regido
amigdaliana, da base de lingua, da parede posterior da faringe, do palato mole e da Uvula
(Lambert et al., 2011).

Aspectos clinicos e do tumor

As queixas mais frequentes referidas por pacientes com o CCEOF séo a odinofagia, a
disfagia, 0 aumento de volume na regido, a dificuldade na ingestdo de alimentos, a dor e 0
sangramento local (Mendenhall et al., 2011). A idade média de apresentagdo da doencga é
de 64 anos e cerca de dois ter¢os dos pacientes sdo homens (Mendenhall et al., 2011).

O CCEOF pode ser classificado de acordo com os graus de diferenciacdo celular,
sendo eles: bem diferenciado (grau I), moderadamente diferenciado (grau Il), pouco
diferenciado (grau lll) ou indiferenciado (Gale & Zidar, 2013).

O estabelecimento do planejamento terapéutico e do prognostico do CCEOF
baseiam-se principalmente em parametros clinicos, radiolégicos e histopatolégicos (Barnes
et al., 2005), e no sistema de estagio TNM, de acordo com os critérios definidos pelo
American Joint Comitee on Cancer (AJCC) (Amin et al., 2017). O sistema TNM considera o
tamanho do tumor (T), a presencga de metastase em linfonodos cervicais (N) e de metastase
a distancia (M) (Amin et al., 2017). A presenca de metastase em linfonodos cervicais é o

principal fator prognéstico adverso independente (Licitra & Felip, 2009).
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O objetivo do tratamento dos pacientes com CCECP, incluindo o CCEOF, é a cura
com a maxima preservagao de estruturas anatbmicas e suas respectivas fun¢des. No caso
de tumores em estagio inicial, o tratamento fundamenta-se na cirurgia ou radioterapia (RT)
(Leemans et al.,, 2011). Entretanto, a maioria dos pacientes apresenta ao diagndstico o
tumor em estagio avancado (estagios Ill ou IV), sendo preconizada a terapéutica multimodal
com cirurgia, RT e quimioterapia (QT) a base de platina (Belcher et al., 2014; Zhu et al.,
2017).

Apesar das abordagens de tratamento agressivas e multidisciplinares, o indice de
sobrevivéncia de cinco anos permanece pouco alterado nos ultimos 40 anos e apenas 40 a
50% dos pacientes com CCECP atingem tal indice (Amar et al., 2012). Para os pacientes
com CCEOF, o indice de sobrevida global é de apenas 30% em cinco anos (Farias et al.,
2006; Philouze et al.,, 2017). A insensibilidade intrinseca ou a resisténcia adquirida a
cisplatina (CDDP) e, assim, a recorréncia do tumor continuam a impedir o sucesso do

tratamento dos pacientes com CCEOF (Shen et al., 2012).

Fatores predisponentes

Os principais fatores envolvidos com a origem do CCEOF sdo o tabagismo e o
etilismo (Mendenhall et al., 2011; Fotopoulos & Pavlidis, 2015). O consumo de alcool e
tabaco, atuando sinergicamente, aumenta o risco de desenvolvimento de CCEOF quando
comparados aos individuos sem os referidos habitos (Lambert et al., 2011). Os
carcinébgenos quimicos presentes no tabaco e no élcool, como o benzopireno e o
acetaldeido, induzem o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio, que resulta
em danos oxidativos do DNA de células epiteliais e a associagdo com o CCEOF (Ziech et
al., 2011).

O papilomavirus humano (HPV) foi detectado em cerca de 25% no CCECP e 60% no
CCEOF, e parece constituir um fator prognéstico favoravel para seus portadores (Dayyani
et al., 2010). A inser¢cdo do DNA viral no DNA das células epiteliais determina a inativagéo
das proteinas supressoras tumorais p53 e retinoblastoma e, possivelmente, o surgimento
do tumor (Psyrri & Cohen, 2011). A apresentagéo clinica e o comportamento dos tumores
de OF associados ao HPV séo distintos dos tumores ndo associados ao HPV (Panwar et
al., 2017). Pacientes com CCEOF associado ao HPV séo tipicamente mais jovens, com
menos comorbidades e com o habito de tabagismo menos frequente do que os pacientes
com CCEOF nao associado ao HPV (Mehanna et al., 2010; Chaturvedi et al., 2011). Além

disso, o progndstico dos pacientes com CCEOF associado ao HPV é mais favoravel do que
5
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0s CCEOF néo associado ao HPV, sendo que cerca de 80% dos pacientes atingem o indice
de sobrevida global de 5 anos (Fossum et al., 2017; Lee et al., 2017; Norregaard et al.,
2018). Entretanto, a prevaléncia do HPV em diversas regides do Brasil, incluindo a regiao
de Campinas, € baixa (L6pez et al., 2014, Costa et al., 2016).

Multiplos eventos genéticos, como a perda ou a aquisicdo de funcdes de moléculas
gue regulam o controle do ciclo celular, os sistemas de reparo do DNA, a apoptose, e a
angiogénese sao responsaveis pela ocorréncia e agressividade do CCECP, incluindo o
CCEOF (Leemans et al., 2011; Tan et al., 2013; Martin et al., 2014; Zhu et al., 2017). Ainda,
foram identificadas alteragfes genéticas associadas a resisténcia ao tratamento com CDDP
nos pacientes de CCECP, incluindo os de OF (McDermott et al., 2018; Roy et al., 2018).

Proteina do reticulo endoplasmatico 29

Localizado no cromossomo 12, regido gq24.13, o gene ERP29 codifica a proteina do
reticulo endoplasmatico 29 (ERp29), que é composta por 261 aminodacidos (Ferrari et al.,
1998). A ERp29 € uma proteina chaperona constituida por um dominio N-terminal, onde
esta localizado uma regidao de dimerizacdo, requerida na formacdo de homo ou
heterodimeros com outras proteinas (Barak et al., 2009) e por um dominio C-terminal,
essencial para o acoplamento e a secrecdo de substratos (Rainey-Barger et al., 2009).

As chaperonas estdo envolvidas no processo de enovelamento e secrecdo de
proteinas celulares do reticulo endoplasmatico (RE) para o complexo de Golgi ou superficie
das células eucaritticas (Sargsyan et al., 2002). O processo de enovelamento de proteinas
permite a conformacao funcional da proteina, no qual as cadeias lineares de polipeptideos
sdo convertidas em estruturas tridimensionais, conferindo estabilidade e permitindo a
ligacdo covalente a outras proteinas (Wilkinson & Gilbert, 2004). Erros nesse processo
induzem a expressao das chaperonas GRP94 e GRP78 e podem acarretar perda de funcao
ou o acumulo de proteinas, interferindo na homeostase da sintese e do transporte de
proteinas por meio do RE das células (Wilkinson & Gilbert, 2004).

A hiperexpressdo da ERp29 foi relatada em condigbes em que hd o aumento na
producdo e na secrecdo de proteinas requeridas pelo microambiente celular (Sargsyan et
al., 2002).

O papel da ERp29 no desenvolvimento e na progressédo tumoral ainda é controverso
(Chen & Zhang, 2015). A expressao do ERP29 foi inversamente proporcional a proliferacéo
das células de linhagem de céncer de pulméo (Shnyder et al., 2008), de cancer de mama

(Bambang et al., 2013) e em células de carcinoma gastrico (Wu et al., 2017). Em contraste,
6
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foi observado o aumento da expressdo do ERP29 em linhagem de células de melanoma, de
adenocarcinoma de mama, de céncer de pulméo, de colo uterino (Myung et al., 2004), de
figado (Feng et al., 2007), de leucemia mieldide aguda (Banjerdpongchai et al., 2010), de
tumores colorretais metastéticos (Deng et al., 2014) e em células tumorais de pacientes
com cancer colorretal (Fan et al., 2015).

Zhang et al. (2008) observaram que linhagem de células epiteliais do intestino de
ratos, quando expostas a radiacdo ionizante, apresentaram hiperexpressao da ERp29,
sugerindo um potencial papel protetor contra o estresse oxidativo celular, evitando que as
células entrassem em apoptose (Zhang et al., 2008). Em contraste, a hipoexpressao da
ERp29 foi associada com a diminuicdo da apoptose em linhagens tumorais de mama
tratadas com a curcumina, um potencial agente anti-tumoral (Fang et al., 2011) e em células
epiteliais da tireoide e fibroblastos de ratos nulos para o gene ERP29 (Hirsch et al., 2014).

A hiperexpressao da ERp29 foi associada ao aumento da resisténcia ao tratamento
por RT em linhagem celular e em células do tumor de carcinoma de nasofaringe (Qi et al.,
2012; Wu et al., 2012).

A hipoexpressédo da ERp29 foi associada com a recorréncia e com o perfil metastatico
em tumores de mama, melanoma e colorretal (Chen & Zhang, 2015). Em linhagem tumoral
de mama, a hipoexpressdo da ERp29 foi associada a ativacdo da transicdo epitélio-
mesénquima, evento em que as células epiteliais adquirem a capacidade de invadir tecidos
adjacentes (mesenquimais) e assim, gerar metastases (Bambang et al., 2009). Em
contraste, a hiperexpressdo da ERp29 foi observada em linhagem celular de céncer de
mama metastatico (Xu et al., 2010) e em células tumorais de pacientes com melanoma
mestastatico (Linge et al.,, 2012), quando comparados aos tecidos nao-metastaticos
correspondentes.

Em pacientes com tumor colorretal, a hiperexpressdo da ERp29, juntamente com a
hiperexpresséo das proteinas CLIC4 e Smac/DIABLO, relacionadas com o mecanismo de
metéstase, foram associadas ao pior prognéstico da doenca (Deng et al., 2014). Em
contraste, em pacientes com adenocarcinoma de pancreas, a hipoexpressédo da ERp29 foi
associada a invaséo tumoral e pior sobrevida global dos pacientes (Zhang et al., 2016). Em
carcinoma gastrico, a hipoexpressao da ERp29 também foi associada ao pior progndstico
dos pacientes com a doenca, possivelmente pela ativacédo de vias da proliferacéo celular e

eventos metastaticos (Wu et al., 2017).
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Zhang et al. (2017) observaram que a hipoexpressao do gene ERP29 aumentou a
eficacia ao tratamento quimioterdpico a base de CDDP de células da linhagem de cancer de
pulm&o com a deleg&o do gene TP53 (Zhang et al., 2017).

Porém, ndo ha na literatura relatos sobre a funcdo do gene ERP29 e sua relevancia
na carcinogénese do CCEOF.

Frente ao exposto, nos pareceu de interesse identificar o papel do gene ERP29 no

surgimento e tratamento de tumores de CCEOF.

OBJETIVOS

Obijetivo geral
° Avaliar o papel do ERP29 no CCEOF.

Obijetivos especificos

o Verificar a influéncia da superexpressao e do silenciamento do ERP29 no ciclo celular,
na apoptose e na migracao de células de linhagens de CCEOF sensivel e resistente a
CDDP;

. Identificar genes associados com a expressao diferencial do ERP29 em linhagens de
CCEOF sensivel e resistente a CDDP;

° Identificar proteinas que interagem com a ERp29 em linhagens de CCEOF sensivel e
resistente a CDDP;

° Avaliar o papel do ERP29 no estresse do RE em linhagens de CCEOF sensivel e

resistente a CDDP.

MATERIAL E METODOS

A superexpressédo e o silenciamento do ERP29 serdo induzidos em linhagens de
CCEOF sensivel e resistente a CDDP denominadas FaDu (HTB-43™, American Type
Culture Collection®) e UT-SCC-26A (CVCL-7829), respectivamente. Os procedimentos
contardo com a insercdo de um vetor de clonagem especifico para a superexpressao do
gene e com a inser¢cdo de um pequeno RNA de interferéncia (siRNA) especifico para o

silenciamento do ERP29.

1. Cultura de células

As células das linhagens FaDu e UT-SCC-26A serdo cultivadas em meio Dulbecco’s

Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco®, EUA), suplementado com 10% de soro fetal
8
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bovino (Cultilab, BRA), 100 U/ml de penicilina e 100 ug/ml de sulfato de estreptomicina
(Cultilab, BRA). As células serdo cultivadas em atmosfera umidificada com 5% de CO; a
37°C. Para a avaliagdo da quimioresisténcia, as células serdo tratadas com diferentes
concentracdes de CDDP (10, 20 e 40uM) (Sigma®, EUA) por 48 horas.

2. Superexpressao do ERP29

A inducdo da superexpressao do ERP29 sera realizada por meio da clonagem do
RNA mensageiro (MRNA) do ERP29 no vetor de expressdao pcDNA3.1(+) que sera
transfectado nas linhagens FaDu e UT-SCC-26A. Vale comentar que o pcDNA3.1(+) possui

genes de resisténcia a ampicilina e a neomicina.

2.1 Clonagem do ERP29
Informamos que a padronizagdo do método de clonagem do ERP29 foi inicialmente
realizada. A amplificagdo do mRNA do ERP29 (NM_006817) (maior isoforma com 1.623

pares de bases (pb)) excluindo-se a regido 3’ nao traduzida (Anexo 1) foi realizada por

meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com iniciadores especificos (Anexo 1) que
incluem os sitios de restricdo das enzimas EcoRI e Xhol que permitem a correta ligacao dos
fragmentos do ERP29 no vetor de clonagem. A PCR foi realizada com o DNA gendmico
humano controle (Applied Biosystems®, EUA), com a enzima Platinum® Tag DNA
Polymerase High Fidelity (Thermo Scientific®, EUA) e com reagentes de otimizagdo da
reacao, seguindo as recomendactes do fabricante.

Os fragmentos obtidos por meio da PCR e o vetor pcDNA3.1(+) foram digeridos com
as enzimas de restricdo EcoRI e Xhol. A reacdo de digestdo ocorreu por 2 horas a 37°C.
Apods a digestao enzimatica, os fragmentos foram purificados por meio do kit QIAquick PCR
Purification (Qiagen®, GER). O vetor pcDNA3.1(+) foi purificado por meio do kit QIAEX Il
Gel Extraction (Qiagen®, GER).

Em seguida, os fragmentos do ERP29 foram clonados no vetor pcDNA3.1(+) por meio
da enzima T4 DNA Ligase (New England Biolabs®, EUA), seguindo as recomendacdes do
fabricante. Ap6s a clonagem, o plasmideo pcDNA3.1(+)_ERP29 foi obtido.

O plasmideo pcDNA3.1(+)_ERP29 foi transformado em bactérias E. coli DH5a (Life
Technologies®, EUA) por meio de choque térmico a 42°C por 30 segundos, seguindo o
protocolo do fabricante. As coldonias das bactérias foram selecionadas por meio do

tratamento das bactérias com o antibiético ampicilina. Os clones obtidos foram submetidos
9
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a extragdo do DNA plasmidial por meio do kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen®, GER). A
insercdo e a orientagdo do fragmento com o ERP29 foram confirmadas por meio do
sequenciador Sanger 3730xL (Applied Biosystems®, EUA).

2.2 Transfeccdo do ERP29

As linhagens FaDu e UT-SCC-26A serdo cultivadas em condicdes ideais descritas

previamente até atingirem 70% de confluéncia. Posteriormente, o0 meio de cultura DMEM
serd substituido pelo meio de cultura Opti-MEM® (Gibco®, EUA), sem antibiéticos e com
concentra¢cdes minimas de soro fetal bovino, para a realizagdo dos experimentos.

O plasmideo pcDNA3.1(+)_ERP29 e o vetor pcDNA3.1(+) vazio (controle da reacédo)
serdo transfectados nas respectivas linhagens utilizando o reagente Lipofectamina 2000™
(Life Technologies®, EUA), por meio do processo de endocitose, seguindo as instrucées do
fabricante.

Informamos que a padronizagdo do método de transfeccdo do ERP29 foi inicialmente
realizada em células da linhagem FaDu e a superexpressao do ERP29 foi analisada pela
PCR quantitativa (qPCR). Ainda, a padronizacdo também sera realizada em células da
linhagem UT-SCC-26A, posteriormente. Sera realizada, também, a confirmacdo da
porcentagem de células corretamente transfectadas com o plasmideo por meio da analise
da proteina verde fluorescente (GFP) por citometria de fluxo.

Apés 48 e 72 horas, o mRNA das células FaDu foi extraido por meio do reagente
Trizol® (Invitrogen®, EUA), seguindo as instrucdes do fabricante. A superexpressdo do
ERP29 foi confirmada pela gPCR, utilizando o reagente SYBR Green PCR Master Mix®
(Applied Biosystems®, EUA) e iniciadores especificos, de acordo com o protocolo do
fabricante. A superexpressédo da proteina ERp29 sera confirmada por meio da técnica de
WB, de acordo com protocolo padrao, utilizando anticorpos especificos e os reagentes do
kit SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific®, EUA). Vale
comentar que o gene GAPDH e sua proteina serdo utilizados como controle endégeno nas
reacoes de gPCR e WB, respectivamente.

Nossos resultados de padronizagcdo demonstraram que, de fato, houve aumento na
expressao do gene ERP29 nas células FaDu transfectadas com o plasmideo pcDNA3.1(+)-
ERP29 tanto em 48 horas (476,00 unidades arbitrarias (UAs) + 45,95 desvio padréo (DP)
vs. 0,96 UAs + 0,06 DP; p= 0,004), quanto em 72 horas (1072,13 UAs * 242,25 DP vs. 0,77
UAs + 0,20 DP; p= 0,003) apés a transfeccdo quando comparadas as células FaDu sem
transfeccéo (Figura 1).
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3. Silenciamento do ERP29
A inducao do silenciamento do ERP29 nas respectivas linhagens seré realizada por

meio do siRNA_ERP29 (ensaio n® 136101, Invitrogen®, EUA), de acordo com o protocolo
descrito por Chen et al. (2015). O siRNA controle negativo (ensaio n°® AM4611, Invitrogen®,

EUA) sera utilizado como controle dos experimentos.

3.1 siRNA

As linhagens FaDu e UT-SCC-26A serdo cultivadas em condi¢bes ideais descritas
previamente até atingirem 70% de confluéncia. Posteriormente, o0 meio de cultura DMEM
serd substituido pelo meio de cultura Opti-MEM® (Gibco®, EUA), sem antibiéticos e com
concentra¢cdes minimas de soro fetal bovino, para a realizagdo dos experimentos.

Informamos que a padronizacdo do método de silenciamento do ERP29 foi
inicialmente realizada em células da linhagem FaDu e analisadas por qPCR. A
padronizacdo também sera realizada em células da linhagem UT-SCC-26A, posteriormente.

O siRNA_ERP29 e o siRNA controle negativo foram transfectados nas células
utilizando o reagente Lipofectamina 2000™ (Life Technologies®, EUA). Apés 48 e 72 horas,
o mRNA das células foi extraido por meio do reagente Trizol® (Invitrogen®, EUA), seguindo
as instrugdes do fabricante. O silenciamento do ERP29 foi confirmado por meio dos ensaios
de gPCR e serdo, também, confirmados por WB.

Nossos resultados de padronizacdo demonstraram que, de fato, houve diminuicdo na
expressao do gene ERP29 nas células transfectadas com o siRNA-ERP29 em 72 horas
apos a transfeccado (0,08 UAs + 0,03 DP vs. 0,77 UAs = 0,20 DP; p= 0,004) quando
comparadas as células FaDu sem transfec¢do (Figura 1). Com base nesses resultados,
selecionamos o periodo de 72 horas para realizar os prOXimos experimentos propostos no

presente projeto.
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Figura 1. Expressado do gene ERP29 de acordo com os grupos de células da linhagem de
carcinoma de células escamosas de faringe humano (FaDu). Houve aumento na
expressao génica nas células transfectadas com o plasmideo pcDNA3.1(+)-
ERP29 tanto em 48 horas (476,00 unidades arbitrarias (UAs) + 45,95 desvio
padrédo (DP) vs. 0,96 UAs £ 0,06 DP; p= 0,004)(*), quanto em 72 horas (1072,13
UAs = 242,25 DP vs. 0,77 UAs = 0,20 DP; p= 0,003)(**), e diminuicdo na
expressao génica nas células transfectadas com o siRNA-ERP29 em 72 horas
(0,08 UAs £ 0,03 DP vs. 0,77 UAs + 0,20 DP; p= 0,004)(***) ap6s a transfeccéo,

guando comparadas as células FaDu

4, Ensaios funcionais

Os ensaios para deteccdo do ciclo celular, da apoptose e de migracdo celular serdo
realizados em células das linhagens FaDu e UT-SCC-26A que superexpressam e que
silenciam o ERP29, obtidas anteriormente. Os referidos ensaios serdo avaliados por meio
de citometria de fluxo. Vale comentar que o citbmetro de fluxo esta disponivel para
utilizacdo em nosso laboratério. Os experimentos serdo realizados em triplicata e em trés

experimentos independentes.
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4.1 Ensaio para deteccdo do ciclo celular

As células das referidas linhagens serdo cultivadas em condi¢Bes ideais descritas
anteriormente durante 24 horas. O ciclo celular sera quantificado por meio da marcag¢éao do
DNA celular com 7-amino actinomicina D (BD Biosciences®, EUA) e avaliado por citometria
de fluxo no sistema FACS Verse (BD Biosciences®, EUA), de acordo com o protocolo do

fabricante.

4.2 Ensaio para deteccdo da apoptose

As células das referidas linhagens serdo cultivadas em condi¢fes ideais descritas
previamente durante 72 horas. Em seguida, o meio de cultura sera substituido com DMEM
acrescido de agua oxigenada (Sigma®, EUA), isento de soro fetal bovino, por seis horas. A
apoptose sera quantificada por meio da marcagao das células com o kit Phycoerythrin [PE]-
annexin V apoptosis detection | (BD Biosciences®, EUA) e avaliada por citometria de fluxo
no sistema FACS Verse (BD Biosciences®, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante.

4.3 Ensaio para deteccdo da migracao celular

O ensaio de migracao celular sera realizado em placa transwell com a utilizacdo do kit
BioCoat Matrigel Invasion Chambers (BD Biosciences®, EUA), seguindo as recomendacdes
do fabricante. As células serdo cultivadas em meio de cultura DMEM, sem SFB, na camara
superior da placa transwell. Na camara inferior, sera adicionado meio de cultura contendo
10% de SFB a fim de induzir a migragcéo das células. A placa sera incubada em atmosfera
umidificada com 5% de CO, a 37°C por seis horas. Apds esse periodo, o contetdo da
camara superior sera descartado e as células que migraram seréo fixadas em formaldeido e
coradas com cristal violeta em metanol. As imagens das células serdo obtidas em

microscopio invertido.

5. Identificacdo de genes associados com a expressao diferencial do ERP29

A identificacdo da expressdo de genes associados com a expressdo diferencial do
ERP29 sera realizada por meio da analise do mRNA de células das linhagens FaDu e UT-
SCC-26A que superexpressam e que silenciam o ERP29, obtidas anteriormente. O mRNA

das referidas células serd analisado por meio de ensaios com microarranjos de DNA
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complementar (cDNA) da empresa Affymetrix®. O conjunto de equipamentos, incluindo o
scanner GeneChip™ 3000 7G, da referida empresa esta disponivel em nosso laboratério.

5.1 Microarranjos de cDNA

Serao utilizados os microarranjos denominados Clariom™ S Assay (ensaio n® 902926,
Affymetrix®, EUA), que permitem a andlise de mais de 20 mil genes relacionados com as
principais vias da carcinogénese. Os ensaios com 0s microarranjos serdo realizados com os
reagentes do kit GeneChip® WT PLUS (Applied Biosystems®, EUA), seguindo as
recomendacbes do fabricante. Os procedimentos incluem a sintese de cDNA e de RNA
complementar, a fragmentacdo, a marcagdo com biotina, a hibridizacdo, a lavagem e a

leitura dos dados dos microarranjos.

5.2 Processamento dos dados obtidos por meio dos microarranjos

As imagens captadas pelo scanner serdo submetidas a analise de controle de
qualidade geral por meio do programa computacional Expression Console (Affymetrix®,
EUA). Os valores médios de expressdao génica serdo obtidos por meio do algoritmo
denominado Robust Multiarray Average (RMA) disponivel no programa Bioconductor

(bioconductor.org).

5.3 Selecao dos genes associados com a expressao diferencial do ERP29

A selecédo dos genes diferencialmente expressos sera realizada por meio do algoritmo
RankProd, disponivel no programa Bioconductor, entre os grupos de células: 1) FaDu com
a superexpressado do ERP29 e FaDu com o silenciamento do ERP29, 2) UT-SCC-26A com
a superexpressao do ERP29 e UT-SCC-26A com o silenciamento do ERP29, 3) FaDu com
a superexpressdo do ERP29 e UT-SCC-26A com a superexpressdo do ERP29, 4) FaDu
com o silenciamento do ERP29 e UT-SCC-26A com o silenciamento do ERP29, e 5) FaDu
e UT-SCC-26A.

Valores com p< 0,01 serdo considerados significativos apds o ajuste com a razédo de
falsas descobertas (FDR). Ainda, a correlacdo e a interacdo de vias com 0s genes serédo
analisadas por meio do programa MetaCore (Thomson Reuters®, EUA). Serdo selecionados
trés genes de interesse em cada um dos cinco grupos para validagdo dos resultados por

meio dos métodos de gPCR e de WB, descritos anteriormente.

6. Identificacdo de proteinas que interagem com a ERp29
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A identificacdo de proteinas que interagem com a ERp29 sera, inicialmente, realizada
por eletroforese bidimensional para identificagdo de proteinas alvo utilizando as células das
linhagens FaDu e UT-SCC-26A. Apés a selecdo das proteinas alvo, as células serdo
submetidas ao ensaio de co-imunoprecipitacdo (Co-IP). As referidas células serdo lisadas
em tampao de lise (50mM TrisHCL pH 7,4; 1% de NP40; 0,2% deoxicolato de sdadio)
acrescido dos inibidores de proteases e de fosfatases (Sigma®, EUA). Os lisados de células
serdo incubados com anticorpos especificos a 4°C overnight, seguido de incubacdo com a
proteina A/G sefarose (Santa Cruz®, EUA). Os complexos imunes serdo analisados por WB,
descrito anteriormente.

Os experimentos de identificagdo de proteinas que interagem com a ERp29 serdo
realizados em colaboragéo com o Centro de Biologia Quimica de Proteinas Quinases SGC
(Structural Genome Consortium), localizado na UNICAMP, sob a supervisdo do Dr. Rafael

Coufago.

7. ERP29 e 0 estresse do reticulo endoplasmatico

O papel do ERP29 no estresse do RE sera avaliado por meio do tratamento com
tunicamicina (Sigma®, EUA), indutor classico do estresse do RE. O estresse do RE também
sera induzido por meio do tratamento com CDDP (Sigma®, EUA) em células das linhagens
FaDu e UT-SCC-26A, sensivel e resistente a CDDP, respectivamente. Sera utilizado
também o tratamento com acido 4-fenilbutirico (4-PBA) (Sigma®, EUA), composto capaz de
neutralizar os efeitos do estresse do RE. As células apos atingirem confluéncia, terdo o
meio trocado para DMEM suplementado com tunicamicina ou CDDP ou 4-PBA por 48
horas. Os niveis de GRP94 e GRP78, proteinas representativas do RE, e do ERP29 serdo

guantificados por meio da qPCR e WB, como descritos anteriormente.

8. Andlise estatistica

Inicialmente ser4 avaliada a distribuicdo normal dos valores das amostras por meio do
teste de Shapiro-Wilk. Os resultados que apresentarem distribuicAo normal serdo
analisados por meio do teste t de Student ou ANOVA. Os resultados que apresentarem
distribuicdo ndo-normal serdo analisados por meio do teste de Mann-Whitney ou Kruskal-
Wallis.

A SLE sera calculada a partir da data do diagnostico até a data da primeira
progressao ou recidiva da doenca, ou Obito determinado pela doenca ou perda de

segmento. A SG sera calculada a partir da data do diagnéstico até a data do 6bito por
15
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gualquer causa ou perda de segmento. Os tempos de SLE e SG serdo estimados por meio
da curva de Kaplan-Meier (KM) e a comparagdo entre as curvas de sobrevida sera

realizada por meio do teste de log-rank.
Fatores com valores de p< 0,05 serdo considerados significativos. Todas as analises

serdo realizadas por meio do programa estatistico SPSS 21.0 (SPSS Incorporation®, EUA).
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