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1. Introducéo

A etiologia do CEC oral é multifatorial e ndo h4 uma causa Unica, mas um conjunto de fatores
intrinsecos e extrinsecos que atuam em sinergia e levam ao desenvolvimento da doencgal. Em relacéo aos
fatores extrinsecos podemos citar como principais o tabagismo e o alcoolismo, especialmente se estiverem
associados, além das infeccdes por HPV ou sifilis e a exposicdo a radiacdo ultravioletal?. Os fatores
intrinsecos estdo principalmente relacionados a fatores genéticos e epigenéticos que levam a alteracGes
como modificacdo na expressdo de genes relacionados a supressao e promocao tumoral (proto-oncogenes
e supressores) e relacionadas ao metabolismo da glicose, absorcdo de ferro, e outros'?. O tratamento do
CEC oral é realizado principalmente pela resseccao cirdrgica do tumor primario associada a quimioterapia
e radioterapia?. Atualmente, somente trés terapias alvo sdo aprovadas pelo FDA para tratamento do CEC
oral, incluindo o Cetuximab, um anticorpo humanizado que tem como alvo o EGFR?, e as drogas
Pembrolizumab e Nivolumab, ambas imunoterapicos inibidores de PD-1% No entanto, a sobrevida em 5
anos desses pacientes ainda permanece baixa, ndo excedendo 50% dos casos, e novas terapias alvo séo

necessarias para auxiliar no manejo do CEC oral.

O advento das novas tecnologias no campo da protedmica vem abrindo novas perspectivas para a
compreensdo de diversos tipos de cancer®. Dedicados ndo apenas a identificacdo do conjunto de proteinas
de uma determinada célula, tecido ou fluido, os métodos de protedbmica mais atuais buscam quantificar,
compreender modificagcBes estruturais, interacdes, distribuicdo espacial e compartimentalizacdo das
proteinas, entre outros aspectos®. A aplicacdo de métodos protedmicos pelo nosso grupo vem contribuindo
significativamente na compreensdo de mecanismos envolvidos no desenvolvimento de cancer oral in vitro®-
11 in vivo'?'® em modelos animais, e utilizando amostras de tecido®** ou saliva®'® de pacientes com CEC
oral. Todas essas informacGes podem eventualmente auxiliar na proposi¢cdo de alvos terapéuticos e
marcadores de diagndéstico e progndstico, que possam aprimorar a decisdo clinica para as modalidades de

tratamento e, com isso, melhorar a sobrevida e qualidade de vida dos pacientes.

Estudos realizados em nosso grupo, tem apontado para a Agrina como alvo relevante para a
progressdo de cancer oral®. A Agrina é um proteoglicano de heparam sulfato de alto peso molecular (>200
KDa), o qual é expresso na forma secretada ou transmembrana por varios tipos celulares, como as células
do sistema nervoso, endotelial, pulmonar, renal, tecido hepéatico, em alguns tipos de tumores® ® 11-14. 1519,
Resultados do grupo mostraram uma alta taxa de expressao de Agrina em células de CEC oral, sendo ainda
que a diminuicdo da expressdo dessa proteina (knockdown) levou a diminuigdo da migracdo e adesdo
celular, e aumentou a resisténcia celular a cisplatina, um quimioterapico utilizado no tratamento de tumores
solidos. Além disso, também foi observado que a diminui¢do da expressao deste proteoglicano interfere
negativamente em processos relacionados a progressdo tumoral, como proliferagdo celular, invaséo e
migracdo, dentre outros. Utilizando modelo animal ortotépico em camundongos, demonstrou-se que 0
silenciamento da proteina reduziu a agressividade tumoral em relagdo a capacidade ulcerativa, padréo de
crescimento e invasdo vascular e neural. Em um estudo posterior?, foi investigado em mais detalhes o papel
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funcional da proteina no CEC oral, sendo que novamente foi encontrada uma forte expressédo da mesma,
tanto em carcinomas bem estabelecidos quanto em lesdes potencialmente malignas, levando a conclusao
de gue a Agrina atua no processo de progressao tumoral. Todavia, 0 mecanismo de acdo da Agrina ainda

ndo foi bem caracterizado e suas funcdes patoldgicas permanecem pouco compreendidas.

Apesar dos interessantes achados envolvendo processos tumorais e Agrina, devido a alta
complexidade deste proteoglicano, pouco se sabe sobre quais sdo 0s mecanismos que levam a este papel
patoldgico. O processamento proteolitico de Agrina humana gera fragmentos funcionais de tamanhos
distintos que podem atuar de forma independente no organismo, sendo que 0s mais bem caracterizados s&o
os fragmentos neurotripticos do C-terminal 110 kDa, 90 KDa e 22 KDa e o fragmento N-terminal 110 kDa
(Figura 1). Dentre esses 4 fragmentos, o C-terminal 22 kDa, também conhecido como Agrina C22, se
destaca pelo seu potencial papel em processos tumorigénicos®. Além dessa regido C-terminal ter sido
reportada com atividade tumoral, ela apresenta o0 dominio Laminina-G tipo 3 (LG3), regido regulada por
splicing alternativo, que tem sido experimentalmente descrita sua interagdo com o receptor LRP4, que

apresenta papel central na sinalizacdo do hepatocarcinoma celular.
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Fig. 1— Representacdo esquematica da estrutura da Agrina humana modificada®. O esquema mostra os principais
motivos estruturais presentes na estrutura da Agrina humana secretada, apontando também os sitios de splicing
alternativo Y e Z e a extensdo que compreende os fragmentos C-terminal da Agrina de 90 e 22 kDa (Agrina C90 e
Agrina C22) gerados pela neurotripsina. Os colchetes mostram os dominios mais importantes para interagéo da Agrina
com as proteinas LRP4 e MusK, bem como com a Integrina 1.

Em carcinoma hepatocelular, o desenvolvimento do tumor j& revelou estar associado a interagdo da
porcédo C-terminal de Agrina aos receptores MusK, LRP4, Integrina B1 e VEGFR2%%6-%8, Estes na presenca
da porcdo C-terminal da Agrina iniciam uma cascata de sinalizagdo através da via Wnt/B-catenina pela
ativacdo de proteinas quinases como FAK, ERK e AKT, entre outras, que culminam na intensificacdo de
processos que favorecem a tumorigénese, como angiogénese, proliferagdo, migragdo, invasdo e

sobrevivéncia celular (Figura 2)® 21-15. 2628,
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Fig. 2 — Representacdo esquematica dos mecanismos oncogénicos da Agrina no hepatocarcinoma. A porgéo C-
terminal da Agrina se liga a Proteina de baixa densidade relacionada ao receptor de lipoproteinas 4 (LRP4) para ativar
a Tirosina quinase especifica do musculo (MuSK) e a Integrina B1, formando assim um complexo multiproteico capaz
de ativar a Quinase de adeséo focal (FAK), resultando em uma cascata de sinalizagéo celular que culmina na expressao
de genes que favorecem processos como proliferacdo, invasdo, migragéo e sobrevivéncia celular. A por¢do C-terminal
da Agrina também é capaz de estabilizar o dimero que forma o Receptor do fator de crescimento do endotélio vasculhar
(VEGFR2) formando um complexo proteico com este receptor ¢ a Integrina 1. Esta estabilizagdo por sua vez permite
que o receptor VEGFR2 seja ativado gerando uma cascata de sinalizagdo que culmina no favorecimento de processos
angiogénicos.

Com isso, esse projeto visa caracterizar o papel funcional do dominio C-terminal ativo da Agrina
(Agrina C22 KDa) através de uma caracterizagdo detalhada de sua interagdo com parceiros previamente
selecionados pelo grupo, bem como definir potenciais alvos terapéuticos que possam ser modulados no
CEC oral. Tais parceiros foram identificados a partir de imunoprecipitacdo e pull down de Agrina em trés
linhagens celulares distintas, queratindcitos normais (HMK) e duas linhagens de queratindcitos de
carcinoma oral de células escamosas de baixa e alta agressividade (SCC-9 e HSC3, respectivamente),
seguido por andlise protebmica baseada em espectrometria de massas. Apenas as 4 proteinas identificadas
exclusivamente nas linhagens de carcinoma oral e cuja expressdo génica esta associada com importantes
caracteristicas clinico-patoldgicas relacionadas ao prognostico da doenca (resultados de analises com dados
publicos como TCGA), foram selecionadas para validacao nesse trabalho por meio de ensaio de fase solida
modificado, thermal shift e ensaio de ligacdo covalente (crosslink), seguido por analise funcional e de

verificacdo de fen6tipo celular promovido por potenciais inibidores do complexo.

2. Justificativa e Estado da arte

Dada a limitagdo de alvos terapéuticos disponiveis e a inexisténcia de informacdes dos efeitos da
via de sinalizacdo oncogénica promovida pelo dominio C-terminal de Agrina e seus parceiros de interacdo
em CEC de boca, este projeto visa validar a formacdo do complexo proteico e investigar as vias de

sinalizacdo oncogénica diferenciais promovidas pelo complexo de interacdo para identificar possiveis
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vulnerabilidades em CEC de boca que possam ter relevancia terapéutica. Para isso, serdo empregadas
abordagens baseadas em analise de intera¢Oes proteina-proteina e espectrometria de massas, juntamente
com intervencdo de fendtipo pela modulacdo dos parceiros do dominio C-terminal de Agrina utilizando
peptideos sintéticos e/ou anticorpos. Trata-se de uma abordagem recente e inovadora, que poderéa levar a
descricdo das funcBes de proteinas associadas ao CEC oral e desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas (Figura 3).
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Fig. 3 — Desenho experimental proposto para avalia¢do funcional de inibidores da formag&o do complexo com
0 dominio C-terminal de Agrina (C22).

1. Objetivos

Objetivo geral: Validar a formagdo do complexo do dominio C-terminal de Agrina e seus parceiros de
interacdo previamente identificados e modular sua atividade com intuito de desenvolver estratégias

terapéuticas para inibicdo da progressédo de CEC oral.

Obijetivos especificos:

- Validar a formacdo do complexo do dominio C-terminal de Agrina pela avaliacdo da interagdo
proteina-proteina utilizando proteinas recombinantes em ensaio de fase sélida modificado, thermal
shift, entre outros.

— ldentificar interfaces de interacdo de complexos proteicos e modelar os complexos.

— Analisar os efeitos de inibidores das vias de sinalizacdo por tratamento de linhagens celulares de
CEC oral com menor ou maior agressividade (SCC-9 e HSC-3, respectivamente) com peptideos

sintéticos e anticorpos.

2. Metodologia



Caracterizagdo da formacéo do complexo- A validacdo da formagdo do complexo e a interdependéncia
de cada ligante na formacdo do mesmo sera feita por metodologias como ensaios de fase sélida e thermal
shift.

Identificacdo das Interfaces de Interacédo Proteina-proteina- A identificacdo das interfaces de interacéo
com Agrina e proteinas alvo seré realizada através de cross-linking quimico. Para essa reacdo serdo
necessarias solucdes de 50mM DSS (DSS, spacer arm length: 11.4 A, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
U.S.A) em DMSO e amostras proteicas em solucdo salina de fosfato de sédio 25mM, pH 7.4. As solugdes
serdo misturadas na razao de 20:1 (Crosslinker:Protein) e incubadas a temperatura ambiente por 1h. Ap6s
0 periodo de incubacdo sera realizado o quenching da reacdo com solucdo de Tris 200mM, pH 7.4, a
temperatura ambiente, por 15 minutos. Ao fim da etapa de quenching a amostra sera resolvida por SDS-
PAGE 12% e as fracOes de gel correspondentes serdo submetidas a digestdo com tripsina e analise por LC-
MS/MS.

Screening de potenciais alvos de droga no complexo de interagdo do dominio C-terminal da Agrina-
Alvos de droga aprovados pelo FDA ou em ensaios clinicos serdo recuperados de bases de dados Drugbank
(http://www.drugbank.ca/). Somente os parceiros da Agrina que s@o potenciais alvos de drogas serdo

selecionados para as fases seguintes.

Desenho racional de peptideos sintéticos e sele¢do dos anticorpos- A partir de dados obtidos da
modelagem in silico do complexo, feito em colabora¢do com o Departamento de Biologia Computacional
do LNBio, e da andlise de potenciais alvos de drogas, serdo propostos peptideos sintéticos nao lineares.
Dependendo dos alvos selecionados, serd também avaliada a utilizagdo de anticorpos especificos para
bloqueio.

Ensaios Funcionais e Efeitos nas vias de Sinalizagdo de Agrina e seus parceiros- Com base nos dados
de interagdo proteina-proteina associados a MS, peptideos sintéticos e anticorpos serdo aplicados para
realizar o bloqueio seletivo das interagdes identificadas em vias de sinalizacdo de Agrina e seus parceiros
e verificar seus efeitos em processos associados ao cancer, como proliferacdo e migracgéo, para entdo
desenvolver possiveis estratégias terapéuticas. Os resultados destas perturbagdes serdo avaliados por
abordagens associadas a MS, como protedmica e ensaios de interagdo proteina-proteina e de avaliagdo de
fendtipo, delineados de acordo com os alvos envolvidos. Essas analises serdo realizadas in vitro utilizando

linhagem de CEC oral com menor (SCC-9) ou maior (HSC-3) agressividade.

Resultados esperados

Ao final do projeto esperamos validar o complexo formado entre o dominio C-terminal da Agrina e
seus parceiros pela combinacdo de diferentes metodologias e assim determinar a interface de interacdo
desse complexo. Em seguida, sera realizado o desenho racional de peptideos ou anticorpos que possam
contribuir para interferir na formagdo desse complexo e que possam posteriormente ser utilizados para

desenvolvimento de novas estratégias de intervengdo terapéutica na doenca.


http://www.drugbank.ca/

3. Cronograma de execucdo da pesquisa

Atividades 01 — 03 meses 04 — 06 meses 07 — 09 meses 10 — 12 meses

Clonagem e expressdo
recombinante dos parceiros de
interagdo do dominio C-
terminal de Agrina (C22)

Avaliagdo da formacéo do
complexo in vitro por ensaio de X X X
fase solida e thermal shift.

Identificagdo da interface de
interacdo do complexo por
crosslink seguido por
espectrometria de massas.
Desenho racional de peptideos
n&o lineares e anticorpos para
interferir na formacéo do
complexo.
Avaliacdo do papel da
interacdo do complexo em vias
de sinalizacdo associadas a
CEC oral.

Escrita do relatdrio final e
artigos cientificos
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