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RESUMO 

 

Caracterização de células humanas Hap1 nocaute para FBXO25: via de 

sinalização da ERK quinase e proliferação celular. Vieira, N. A, 2017. 

Dissertação de mestrado 65p. Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 

Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, Julho 2017. 

A proteína FBXO25 é uma E3-ligase do tipo SCF, responsável pela seletividade da 

ligação da Ub à proteína substrato e pelo direcionamento da proteína marcada para 

o barril proteassomal 26s. Sabe-se que FBXO25 é capaz de interagir e ubiquitinar 

a proteína Elk-1 em células HEK293T e, assim, inibir a expressão de genes 

importantes na regulação da proliferação celular, como C-FOS e EGR-1, após 

estímulo com o mitógeno PMA. Aqui mostramos que FBXO25 atua em um outro 

ponto da via das MAPKs, modulando os níveis de fosforilação de ERK1/2. Por meio 

da utilização de células nocaute para FBXO25 (FBXO25KO) foi possível observar 

que o tratamento com PMA promoveu aumento dos níveis de fosforilação de 

ERK1/2 nestas células quando comparadas com sua linhagem parental. Observou-

se também que o estímulo com os mitógenos PMA ou ATP  levou a um aumento da 

proliferação celular não relacionada à modulação direta do ciclo celular nas células 

nocautes, sendo que estas apresentaram uma redução significativa dos seus níveis 

de apoptose. Tomando esses resultados em conjunto, mostramos que FBXO25 

atua sobre a sinalização de MAPK por meio de redução da ativação ERK1/2 e, 

dessa forma, promove uma resposta secundária sobre o fenótipo de proliferação 

celular.  

PALAVRAS CHAVES: 1-FBXO25 , 2-MAPKs- , 3- ERK1/2, 4- Proliferação celular; 
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ABSTRACT 

 

Characterization of human Hap1 knockout cells for FBXO25: ERK kinase 

signaling pathway and cell proliferation. Vieira, N.A, 2017. Masters thesis 65p. 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão 

Preto, July 2017. 

The FBXO25 protein is an SCF-type E3-ligase responsible for the selectivity of 

Ub binding to the protein and the targeting of the labeled protein to the 26s 

proteasome barrel. FBXO25 has been long known to be able to interact and 

ubiquitinate the Elk-1 protein in HEK293T cells, thereby inducing a decrease in 

the expression of important genes in the regulation of cell proliferation such as C-

FOS and EGR-1 after stimulation with the mitogen PMA. Here we show that 

FBXO25 acts at another point in the MAPK pathway by modulating the ERK1/2 

phosphorylation levels. We observed that the treatment with PMA rised the 

phosphorylated levels of ERK1/2 in knockout cells for FBXO25 (FBXO25KO) when 

compared to its parental lineage. Stimulation with the mitogens PMA or ATP also 

led to an increase in cell proliferation unrelated to a direct modulation of the cell 

cycle in knockout cells, with a significant weight of apoptosis levels being 

observed. Taking these results together, we show that FBXO25 acts on MAPK 

signaling by reducing ERK1/2 activation and thus promotes a secondary 

response on the cell proliferation phenotype. 

Key words: 1-FBXO25 , 2-MAPKs- ,3- ERK1/2, 4- Cell proliferation  
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1. INTRODUÇÃO  

1.1 Sistema Ubiquitina-Proteassoma (SUP) e E3 ligase do tipo SCF 

 

A renovação de proteínas é um importante mecanismo de regulação da 

função celular. Esse turnover proteico está em fluxo constante e é composto 

basicamente de dois mecanimos básicos de síntese e degradação, sendo o 

mecanismo de síntese composto de ribossomos e chaperonas e o sistema de 

degradação composto de dois sistemas proteoliticos: o lisossomal e o sistema 

ubiquitina proteassoma (SUP) (Lecker et al., 2006). Esses sistemas são 

responsáveis pela manutenção da homeostasia celular e modulação de diferentes 

processos como transdução de sinal, controle da proliferação, da apoptose, 

ativação de diversos genes, ciclo celular, entre outras vias que são de suma 

importância para o funcionamento da célula (Lecker et al., 2006; Amm et al., 2014; 

Sommer e Wolf, 2014) 

O SUP foi caracterizado bioquimicamente nos anos 80, sendo descrito como 

um sistema de duas etapas dependentes de ATP: 1) ocorre a conjugação covalente 

da ubiquitina (Ub) as proteínas a serem marcadas para degradação, e a segunda 

ocorre a hidrólise das proteínas marcadas com Ub por ação do complexo 

proteolítico proteassomal 26S, que é composto por duas subunidades proteolíticas: 

uma protease multicatalítica (MCP, do inglês multicatalitic protease) multimérica 20S 

e um atpase 19S. (Tanaka, 1998; Kaiser e Huang, 2005; De Bie e Ciechanover, 

2011; Inobe e Matouschek, 2014; Aufderheide et al., 2015). O SUP é considerado 

o principal responsável pela degradação das proteínas citosólicas e nucleares, 

sendo que 80 a 90% das proteínas são degradas por esse sistema. (Nakayama e 

Nakayama, 2006; Darwin, 2009; Prakash et al., 2009; Uchiki et al., 2009; Schmidt e 

Finley, 2014; Aufderheide et al., 2015).  

A Ub é um pequeno polipeptídio constituído por 76 resíduos de aminoácidos 

altamente conservados em eucariotos (Wilkinson, 2000; Kaiser e Huang, 2005; 

Amm et al., 2014; Sommer e Wolf, 2014). O processo de ubiquitinação, nada mais 

é, que a ligação covalente entre a ubiquitina e a proteína a ser degradada, e ocorre 
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por meio de uma série de três reações que ocorrem de modo sequencial (Darwin, 

2009; De Bie e Ciechanover, 2011; Collins et al., 2017). Em primeiro lugar, a Ub é 

ativada por uma E1 (enzima ativadora de Ub) em uma reação dependente de ATP, 

formando uma ligação tioéster entre o grupo carboxilico C-terminal da Ub e o grupo 

sulfidrilo cisteína da enzima E1. Essa Ub é então transferida para uma enzima que 

conjuga a Ub á E2 (enzima conjugadora de Ub), por meio de uma reação de 

tioesterificação. No passo final, uma E3, Ub proteína ligase, catalisa a transferência 

da Ub para os substratos específicos, através da ligação do grupo Ɛ - amino de um 

resíduo de lisina (Lys) da proteína alvo e o grupo C-terminal do resíduo de glicina 

da Ub (Cardozo e Pagano, 2004; Deshaies e Joazeiro, 2009; Lehman, 2009; De Bie 

e Ciechanover, 2011; Liu e Xue, 2011; Berndsen e Wolberger, 2014; Nath e 

Lieberman, 2017), como apresentado na figura 1. 

 

Figura 1. O sistema Ubiquitina-Proteassoma. O processo de ubiquitinação é um processo 
sequencial que envolve três clases de enzimas (E1, E2 e E3). Inicialmente, a enzima ativadora de 
Ub (E1) ativa uma Ub. A ubiquitina ativada é então transferida para enzima conjugadora de Ub (E2), 
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que por sua vez, a transfere para E3, que reconhece e marca o substrato para degradação no 
proteassoma 26S. (Corn, 2007) 

 

As E3 ligases são enzimas chaves no processo de ubiquitinação, pois essas 

são encarregadas de realizar a interação substrato ubiquitina, sendo responsáveis 

pela seletividade da ligação da Ub e pelo direcionamento da proteína marcada para 

o “barril” proteassomal 26s (Uchiki et al., 2009; Metzger et al., 2014). As proteínas 

a serem degradas podem ser mono ou poli-Ubiquitinadas, sendo que na poli-Ub 

ocorre por meio de ligações isopeptídicas entre o ε-amino de um resíduo de lisina 

da primeira Ub e o C-terminal da segunda Ub. As moléculas de Ub podem se ligar 

a seu substrato de diversas formas, sendo que a maneira e o local na qual a Ub 

está ligada pode alterar de forma significativa a sua função. Uma proteína pode 

apresentar ubiquinação de um único resíduo de Lys ou de mais de um resíduo de 

Lys ou ainda apresentar uma combinação das duas formas (Magori e Citovsky, 

2011; Berndsen e Wolberger, 2014). A poliubiquitinação de um proteína na Lys 48 

levam a degradação via proteassomal (Tanaka, 1998; Kravtsova-Ivantsiv et al., 

2013). Enquanto que a Ub em outras lisinas, podem regular não só a degradação 

da proteína, mas também sua atividade em diversos outros processos celulares. 

(De Bie e Ciechanover, 2011; Aufderheide et al., 2015).  

 As E3 Ub-ligases são a classe de enzimas mais heterogêneas na via de 

ubiquitinação (existem> 600 E3s ligases em seres humanos), pois medeiam a 

especificidade do substrato. Atualmente, as ligases do tipo E3, são classificadas  

em três tipos principais, dependendo da presença de domínios característicos e do 

mecanismo de transferência de ubiquitina para a proteína substrato. São as três 

classes:  E3-ligase do tipo HECT, RING e RBR (Morreale, 2016) 

  A família  HECT (Homologus to E6-AP COOH-terminus), E3 ligase 

monomérica, que possui o domínio HECT, que recebe a Ub ativada por E2 e então 

a transfere para o substrato, ou seja,  as HECT formam uma ligação com a Ub antes 

que ocorra a transferência dessa para o resíduo de lisina da proteína a ser 

degradada (Scheffner e Kumar, 2014). A família de E3s tipo RING (Realy Interesting 

New Gene), são as ubiquitina ligases mais abundantes. Elas são caracterizados 
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pela presença de um domínio de ligação ao zinco chamado RING  ou por um 

domínio de U-box, que se asemelha as E3 do tipo RING, mas não contém zinco. Os 

domínios RING e U-box são responsáveis pela ligação do E2 carregado com 

ubiquitina auxiliando na transferência de ubiquitina. As E3-ligases do tipo RINGs, 

que podem ser monoméricas ou oligoméricas e utilizam o domínio RING para 

interagir com E2 (Deshaies e Joazeiro, 2009; Uchiki et al., 2009; Pruneda et al., 

2012; Weathington e Mallampalli, 2013; Metzger et al., 2014; Scheffner e Kumar, 

2014).  

 Em analogia com a família HECT, as E3s ligases do tipo RBR (RING-

between RING-RING), catalisam a transferência da ubiquitina através de uma 

reação de dois passos onde a ubiquitina é primeiro transferida para um catalisador, 

cisteína na E3- ligase e depois ao substrato. O nome RBR deriva da presença de 

dois domínios RING (RING1 e RING2), separados por um domínio intermediário 

(RING ou IBR). RING1 recruta a E2 carregada com ubiquitina e o domínio RING2  

é o que possui uma cisteína catalítica. As ligases RBR E3 contêm domínios 

adicionais que são específicos para cada membro da família.  
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Figura 2. Representação das três classes de E3 ligases. As E3 ligases são classificadas em dois 
grupos, dependendo o modo de ação: As E3 do tipo RING (esquerda) transferem a Ub de E2 
diretamente para o resíduo de lisina da proteína alvo e possuem como subtipo as E3 ligases do tipo 
U-BOX, que não possuem o domínio de ligação zinco. As E3 da família HECT (direita), conjuga a 
Ub em duas etapas 1) a Ub é transferida de E2 para o domínio HECT de uma ligase E3 de tipo HECT 
e, depois, Ub é transferida a um resíduo de lisina da proteína alvo. E a família RBR (RING-between 
RING-RING) (meio) que é análoga a HECT, porém as E3s do tipo RBR catalisam a transferência de 
ubiquitina através de uma reação de dois passos onde a ubiquitina é transferida pela primeira vez 
para uma cisteína na E3 e depois ao substrato. TRENDS in Cell Biology. 
  
 

As E3 ligases do tipo RING excedem em muito os membros da família HECT 

e RBR, portanto são a classe mais estudadas. As E3 ligases do tipo RING podem 

ser enzimas únicas ou pertencerem a um complexo que possui subunidades 

múltiplas com proteínas adaptadoras capazes de mediar a interação entre o 

substrato e as ligases E2, como caracterizado pelo agente promotor de anáfase 
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Complexo (APC) e subfamília SCF1-Skp1-Cullin-F box- (Skp - S phase-kinase-

associated protein-1, Cullin - por selecionar “to cull” substratos para degradação e 

uma proteína tipo F-box que contém um domínio conservado tipo F-box de interação 

com Skp1) (Cardozo e Pagano, 2004; Nakayama e Nakayama, 2005). A proteína 

Cullin 1, serve como uma base para o complexo SCF1, havendo em sua porção N-

terminal a ligação de Skp1 e no C-terminal a ligação de uma proteína contendo um 

domínio RING (RBX ou Roc 1-2), como apresentado na Figura 3. 

 

Figura 3. Estrutura representativa do complexo SCF1. A) Estrutura cristalina do complexo 
SCF/SKP2 de levedura (topo, Zheng et al., 2002, Hao et al., 2005) . O complexo SCF1 (SKP1 / CUL1 
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/ F-box protein) são montados utilizando a CUL1 como base. A CUL1 recruta E2 através de RBX1. 
Os substratos são então recrutados para o complexo por SKP1 e uma proteína F-box variável que 
determina a especificidade com o substrato. (Magori e Citovsky, 2011) 

As E3s ligases da subfamília SCF, foram descritas como importantes 

reguladores de diversos fatores de transcrição e de reguladores da fase do ciclo 

celular uma vez que realizam ubiquitinação dependente de fosforilação de ciclinas 

da fase G1, G2 e M e de inibidores de Cdk (Yamasaki e Pagano, 2004; 

Satyanarayana e Kaldis, 2009; Matsumoto e Nakayama, 2013), e no processo de 

diversas vias de sinalização celular que ocorre por meio de ativação de quinases (Li 

e Blow, 2001; Ang e Wade Harper, 2005; Skaar et al., 2013). 

As proteínas F-box (Cenciarelli et al., 1999; Jin et al., 2004) fazem parte do 

complexo SCF e são responáveís por conferir especificidade ao complexo, uma vez 

que, são responsáveís pelo reconhecimento do substrato para ubiquitinação 

(Cardozo e Pagano, 2004; Uchiki et al., 2009; Skaar et al., 2013; Zhou et al., 2013). 

As proteínas F-box contêm um domínio C-terminal que interage com substratos e 

um motivo F-box, que possui de 40-50 aminoácidos que se liga à proteína Skp1 (Liu 

e Xue, 2011; Magori e Citovsky, 2011; Skaar et al., 2013; 2014; Uddin et al., 2016). 

As proteínas F-box possuem diferentes domínios de interação com o substratos, e 

portanto, são divididas em três categorias: FBXL, proteínas que possuem o domínio 

de interação com o substrato rico em leucina, FBXW, proteinas que possuem 

domínio WD40, e as FBXO, proteínas que possuem outros domínios de interação 

com o substrato (Cenciarelli et al., 1999; Jin et al., 2004). 

 

1.2  Proteína FBXO25 

 

A proteína FBXO25 é uma E3-ligase do tipo SCF1, que possui a capacidade 

de formar um complexo SCF1/FBXO25 estável e ativo, como demonstrado em 

experimentos de ubiquitinação in vitro (Hagens et al., 2006; Maragno et al., 2006). 

A FBXO25 foi descrita como uma proteína paralóga a FBXO32/Atrogin-1, proteína 

conhecida por ser um marcador de atrofia muscular (Bodine et al., 2001; Gomes et 
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al., 2001), no entanto, apesar da similariedade de 65% entre elas, e embora 

FBXO25 esteja presente em abundância em tecidos como: cérebro, rim e intestino, 

quando avaliado a expressão dessa no tecido muscular, foi observado que nesse 

tecido FBXO25, apresenta-se pouco expressa, demonstrando assim que essa não 

foi efeito sobre o músculo e que não participa da sinalização para atrofia muscular 

(Maragno et al., 2006). Estudos subsequentes, de distribuição subcelular da 

proteína FBXO25, demonstraram que a forma endógena de FBXO25, encontra-se 

predominantemente no núcleo de forma extranucleolar, em forma de “agregados” 

denominados “dots” (Hagens et al., 2006; Maragno et al., 2006; Manfiolli et al., 2008) 

Estes corpúsculos nucleares os “dots” parecem estar associados à estrutura 

da cromatina, estando presentes apenas na fase G1/telófase do ciclo celular 

(Manfiolli et al., 2008). Através de experimentos de imunofluorescência utilizando 

dupla-marcação, verificou-se que os corpúsculos de FBXO25, apresentam-se em 

diferentes localizações e com diferente morfologia, quando comparados aos outros 

domínios nucleares já bem caracterizados, speckles, corpos de cajal e gems. Sendo 

assim, um novo corpo nuclear composto de proteínas FBXO25 foi descrito e 

denominado de “FANDs” (FBXO25 Associated Nuclear Domains) (Manfiolli et al., 

2008).  Os FANDs são os primeiros e o único corpúsculo nuclear composto de 

proteínas do tipo F-box descrito até o momento. 

A fim de se obter informações funcionais da FBXO25, e identificar as 

proteínas que que interagem com esta, uma combinação de técnicas proteomicas 

que avaliam a interação proteína- proteína foram aplicadas (TAP-Tandem Affinity 

Purification e duplo-híbrido em leveduras). A partir da combinação dessas duas 

estratégias, foram identificadas 132 proteínas ligantes de FBXO25. Sendo que um 

dos ligantes caracterizados foi β-actina, que interagiu diretamente com FBXO25. A 

utilização de inibidores da polimerização da actina induziu uma redistribuição 

significativa dos FANDs, indicando que esses compartimentos são influenciados 

pelo estado de organizacional da β-actina nuclear. Os ensaios de transcrição 

realizado in vitro (cell free system) combinado com a interferência de anticorpos 

anti-FBXO25, demonstrou que está não só responde ao estado transcricional 
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celular , mas que está diretamente envolvida no processo de transcrição da célula, 

sendo este dependende ou não da via da β- actina nuclear.(Teixeira et al., 2010) 

Outros estudos realizados em nosso laboratório, utilizando “chips” de 

proteínas humana (Human ProtoArray®-Invitrogen), demonstrou que FBXO25 

interage, ubiquitina e medeia a degradação proteassomal do fator de transcrição 

Elk-1, promovendo assim a redução da ativação dos genes como: C-FOS e EGR-1 

em células HEK293T estimuladas pelo mitógeno PMA.(Teixeira et al., 2013)  A fim 

de inverstigar a associação de FBXO25 com outros componentes da via de 

sinalização de ELK-1, o perfil de fosforilação de 43 substratos de quinases foi 

avaliado por meio de FosfoArrays (Phospho-KinaseAntibody Array- comercializado 

pela R&D Systems, EUA), hiperexpressando FBXO25. O dados obtidos, 

demonstraram haver redução significativa dos níveis de fosforilação de ERK1/2 

(pERK1/2), sugerindo o envolvimento de FBXO25 na regulação da via das MAPKs 

(Mitogen-activated protein kinases), via fosforilação de ERK1/2 (Teixeira et al., 

2013).  

1.3 Via das MAPKs (Mitogen-activated protein kinases) sinalização para 

proliferação  

 

A regulação da proliferação celular é um processo complexo, que pode ser 

ativado por diversos fatores externos de crescimento, uma das vias que tem sido 

descritas como reguladoras da proliferação celular é a via das MAPKs (Mitogen-

activated protein kinases). A via das MAPKs é uma das vias de sinalização mais 

conservadas, sendo essa via responsável por sinalizar para diversos processos 

celulares entre eles a proliferação celular, diferenciação, migração, apoptose e 

respostas ao estresse. (Shaul e Seger, 2007) 

A via das MAPKs é formada por três famílias de quinase, MAPK (ERK1/2), 

MAPKK/MAP2K (MEK1/2) e MAPKKK/MAP3K (Raf-1). Essas proteínas são 

responsáveis por gerar uma cascata de três a cinco quinases, sendo que dessas, 

três subníveis são bem caracterizados, a via da ERK (Extracellular signal- regulated 

kinase),  JNK (c-jun  amino N- terminal Kinase) e a via do p38, como apresentado 
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na figura 4 (Legendre et al., 2003; Galaria et al., 2004; Katz et al., 2007; Liu et al., 

2008; Oliveira et al., 2008) 

A ativação dessas vias ocorre por meio de fosforilação sequencial levando a 

ativação dos diversos componentes da via (Katz et al., 2007). As Raf- 1 são os 

primeiros componentes da via a serem ativados, essa ativação pode se dar tanto 

pela fosforilação de resíduos específicos de serina/treonina quanto por interação  

dessa proteína com uma proteína de ligação chamada GTP da família Ras ou Rho 

(Katz et al., 2007; Roberts e Der, 2007; Ramos, J. W., 2008; Dworakowska et al., 

2009; Steelman et al., 2011; Shin et al., 2013) As MAPKKKs são  proteínas quinases 

serina/treonina que quando ativadas, fosforilam e ativam a próxima quinase da via, 

a MAPKK (MEK1/2), essas por sua vez, fosforilam resíduos específicos de treonina 

e tirosina ativando assim as MAPK (ERK1/2). Por fim, a MAPK pode fosforilar 

diversos substratos importantes para a resposta celular, pois depois de ativadas, 

essas proteínas fosforilam diversos substratos em todos os compartimentos 

celulares, incluindo proteínas na membrana, substratos nucleares e proteínas do 

citoesqueleto, além de outras quinases (Alldridge e Bryant, 2003; Katz et al., 2007; 

Roberts e Der, 2007; Shaul e Seger, 2007; Liu et al., 2008).  

A ativação da cascata das MAPKs por Ras, outras formas de ativação, 

envolvendo mecanismos de sinalização bem conhecidos como Ca2+, proteínas G, 

PKC. Parece que uma via de sinalização central foi mantida durante a evolução, 

sendo que as formas de ativação e os componentes ativados foram sendo 

diversificados, isto é, muitos receptores sinalizam através das MAPKs e muitos 

efetores podem ser regulados por ela, figura 4 (Roberts e Der, 2007; Tzivion, 2007; 

Liu et al., 2008; Ramos, J. W., 2008; Rose et al., 2010).  
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Figura 4. Representação da sinalização Canônica da via da MAPKs. Essa via é tipicamente 
ativada por eventos de fosforilação sequencial de três níveis: 1) fosforilação das  MAPKKK 2) 
fosforilação das MAPKK, e 3) fosforilação das MAPK, no entanto diversas outras quinases já foram 
identificadas como participantes dessa via. Além disso, já se sabe da existencia de múltiplos passos 
entre o estímulo celular, a ativação da MAPKKK até a resposta biológica (Rose et al., 2010). 

Diversos trabalhos tem apresentado a participação da via ERK em processos 

biológicos como proliferação, senescência e morte celular (Lu e Xu, 2006; Katz et 

al., 2007; Ramos, J. W., 2008; Dworakowska et al., 2009; Srinivasan et al., 2009; 

Kehat e Molkentin, 2010; Wortzel e Seger, 2011; Roskoski, 2012; Busca et al., 

2016). ERK tem sido apontada como um importante agente modulador da resposta 

a proliferação, uma vez que, essa possui a capacidade de induz a repressão do 

inibidor celular p27, aumento assim a expressão de ciclina D1, demonstrando a 

participação direta dessa via no ciclo celular (Alldridge e Bryant, 2003; Chambard et 

al., 2007). Outros estudos demonstraram ainda que a serotonina, que não é um 
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mitogénio por si só, atua de forma sinérgica com o fator de crescimento de 

fibroblastos, uma vez que, contribui para a manutenção da atividade de ERK na fase 

tardia e demontrando aumento da síntese de DNA e assim a progressão do ciclo 

celular (Nebigil et al., 2000; Chambard et al., 2007; Drozdov et al., 2009; Cook et 

al., 2010). Evidências recentes indicam ainda, que a ativação de ERK ao longo de 

G1 é necessária para  que a célula possa realizar a entrada na fase S (Liu e Greene, 

2001; Chambard et al., 2007; Meloche e Pouyssegur, 2007), demonstrando que 

ERK atua como modulador chave da indução da proliferação (Meloche e 

Pouyssegur, 2007; Drozdov et al., 2009; Dworakowska et al., 2009; Srinivasan et 

al., 2009; Rodriguez et al., 2010). 

Alguns estudos demonstram que mais de uma via das MAPKs podem ser 

ativadas simutaneamente de modo que uma via venha se sobrepor sobre a outra. 

Esse efeito depende diretamente do tipo de ativação, da intensidade dos mesmo e 

dos receptores celulares presentes na célula. (Katz et al., 2006; Liu et al., 2008; 

Oliveira et al., 2008)  

ERK1/2 quando fosforiladas possuem a capacidade de translocar para o 

núcleo ativando diversos genes como C-FOS, EGR-1 e MCL-1, C-MYC (Evan et al., 

1994; Cassimere et al., 2009; Hong et al., 2009; Roskoski, 2012). Em resposta à 

ativação MAPK esse genes quando ativados regulam diversos eventos celulares 

incluindo proliferação celular, diferenciação, sobrevivência e apoptose. Além da 

fosforilação proteica, a ubiquitinação tem sido descrita como um regulador chave de 

diferentes vias de transdução de sinal, incluindo a ativação de ERK (Lu et al., 2002; 

Katz et al., 2007; May e Hill, 2008; Maruyama et al., 2010). 

Texeira et al., (2013) demonstrou que a E3 ligase FBXO25, promove  

ubiquitinação e degradação proteassomal do fator de transcrição Elk-1 levando a 

diminuição da expressão de genes que induzem crescimento.  Diferentes E3 

ligases, atuam sobre a sinalização da via das MAPKs, seja interferindo diretamente 

sobre as proteínas da via ou respondendo aos estímulos provindos dessa 

sinalização,  o qu epermite modular respostas que levam a proliferação ou morte 

celular por exemplo. (Wei et al., 2013; Zhao, J. et al., 2013; Zhao, Jing et al., 2013; 
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Liu et al., 2014; Liu et al., 2015; Liu et al., 2016; Uddin et al., 2016). Dessa forma a 

hipótese desse trabalho é que FBXO25 pode de alguma forma contribuir por meio 

de ubiquitinação na regulação da fosforilação de ERK1/2, modulando assim a 

resposta dessa via aos estímulos para proliferação celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 
 

2 OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral  

 

Avaliar o possível envolvimento da proteína Ubiquitina Ligase FBXO25 na 

regulação da via de sinalização da MAPK/ERK, por meio de caracterização  da 

resposta celular de células humanas HAP1 nocaute para FBXO25 (FBXO25KO) e 

sua possível contribuição no fenótipo de proliferação celular. 

 

2.2 Objetivo especifico  

 

 Caracterizar a linhagem FBXO25KO. 

 Avaliar os efeitos de FBXO25 sobre a sinalização da via das MAPK/ERK . 

 Avaliar os efeitos sobre a regulação sobre a via de proliferação celular. 
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3 MATERIAIS E METODOS  

 

3.1 Linhagem e Cultivo Celular 

 

As células HAP1 (near-haploid cell line) é uma linhagem celular humana 

haplóide (possui uma única cópia de quase todos os cromossomos, exceto do 

cromossomo 15 que está fundido ao cromossomo 19) que apresenta caracteristica 

fiblobrastica, está linhagem celular é derivada da linhagem KBM-7, células de 

leucemia mielóide crônica (LMC). As células foram cultivadas em meio de Dulbecco 

modificado por Iscove (IMDM, Invitrogen Gibco®) suplementado com 20% de soro 

bovino inativado (FBS, Invitrogen Gibco®), 50ug/ml de gentamicina (Invitrogen 

Gibco®). As células foram incubadas e mantidas a 37°C em incubadora com 5% de 

CO2 humidificada.  

As linhagens de células HAP1 FBXO25KO, foram geradas utilizando a técnica 

Crispr-Cas9, onde foi introduzido a nível genômico uma deleção de 23 pares de 

bases (pb), localizada no exon 6 das três variantes de FBXO25, a produção das 

células nocaute foi realizada pela empresa Horizon Genomics, Austria. 

3.2 Avaliação da perda de expressão de FBXO25 mediada por CRISPR-Cas9 

em células HAP1.  

 

A fim de avaliar e caracterizar as células  HAP1 parental e a HAP1 

FBXO25KO, as células foram então cultivadas em placas de 10 cm para obteção do 

DNA genômico que foi extraído a partir da utilização do kit- Sigma’s GenElute 

Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit.  Para amplicação da sequêcia que continha 

a deleção dos 23 pb utilizamos sequência de primes descrita na tabela 1. 
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Tabela 1. Tabela de sequência de primers utilizada para verificação do 

NOCAUTE de FBXO25 

PRIMERS SEQUÊNCIA 

CRISPRGEN- SENSE CCTTGTATGAAGGTCTCTTCAGGTT 

CRISPRGEN-ANTISENSE CCATCTCCTTTGCAACCAAATTTCAA 

 

A reação de PCR foi preparada utilizando uma concentração final de 0,5µM 

de cada primer (Sense e Antisense), 10 ul de 2X Phusion Flash  PCR Master Mix, 

100ng de DNA genômico. A ciclagem para a PCR foi de 1 ciclo de 98° C por 10 

segundos, seguido por 30 ciclos de 98° por 1 segundo, um gradiente de temperatura 

variando de 56 a 62° C por 15 segundos, e 72° C por 1 minutos, e por fim 1 ciclo de 

72° C por 1 minuto. 

O produto de PCR foi analisado em gel de agarose 1% através de 

eletroforese. Esse produto foi então purificado utilizando o QIAquick® Gel Extraction 

kit (QIAGEN). O material purificado foi utilizado para análise de sequenciamento de 

DNA pelo método de Sanger utilizando o “BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

Kit” (ThermoFisher Scientific). A reação foi feita no equipamento ABI Prism 3130 

Genetic Analyzer do Núcleo de Serviços em Biotecnologia da Fundação 

Hemocentro de Ribeirão Preto. Os eletroferogramas e as sequências foram obtidas 

com auxílio do programa Chromas 2.5.0 e foram comparadas com a sequência 

referência depositada no banco de dados Gen Bank (sequência referência 

NC_000008.11) e alinhadas utilizando a plataforma Clustal Omega - Multiple 

Sequence Alignment. 

3.3 Caracterização da taxa de duplicação estimulada com Trifosfato de 

Adenosina (ATP) e Phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA) 
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A fim de medir a duplicação celular, 2,5x 105 células parentais e FBXO25KO 

foram plaqueadas em triplicatas em placas de seis poços. As células foram então 

tratadas ou não com 100 nM de PMA ou com 5mM de ATP, por 24h, sendo o meio 

de cultivo trocado após esse período. As células foram então contadas a cada 3 

dias durante 9 dias, utilizando o contador de células automatizado TC20™ 

Automated Cell Counter - Biorad. Depois da contagem 2,5x 105 células foram 

plaqueadas novamente para contagem subsequentes. Por meio desse ensaio 

obtido um curva de cresciemento que permitiu determinar o tempo de duplicação 

(population doubling time). Os cálculos foram realizados por meio das formulas 

descritas abaixo. A viabilidade celular foi acompanhada por meio da coloração com 

azul de trypan. 

            

           (1) 

DP= Doubling time population  

nF= nº de células final  

nI= nº de células inicial 

Os dados do ensaio de tempo de duplicação foram obtidos por meio de três 

ensaios realizados de forma independente, a fim de validar os dados obtidos.  

3.4 Avaliação da citotoxicidade celular em células parenais e FBXO25KO  

 

 As células HAP1 parental e FBXO25KO  foram tratadas ou não com PMA e 

ATP nas mesma concentrações do experimento anterior, a fim de avaliarmos a 

citotoxidade dos tratamentos sobre as células parentais e FBXO25KO,  ambas 

linhagens foram comparadas com células não tratadas. As células foram 

plaqueadas em placas de 6 poços em triplicata (2,5x 105 células por poço). As 

análises de toxicidade foram feitas após 24 horas, utilizando o ensaio de LDH 

(Lactato Desidrogenase) que permite a detecção de danos ao nível da membrana 

celular. O teste baseia-se na redução do NAD+ a NADH pela LDH (enzima citósolica 

𝐷𝑃 = 2,5 ∗ 𝐿𝑜𝑔𝑛𝐹/nI 
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que é liberada para o meio extracelular quando a integridade da membrana é 

afetada). Os teste foram realizados nos sobrenadantes das linhagens celulares de 

acordo com as intruções mencionadas no kit CytoTox 96® Non-Radioactive 

Cytotoxicity Assay (Promega), e as leitura realizadas em 530nm no equipamento 

Enspire, Perkin-Elmer. Três experimentos foram realizados de formas independetes 

a fim de validar os resultados obtidos. 

3.5 Caracterização do perfil de proliferação celular, ciclo celular  e apoptose 

por meio de citometria de fluxo  

 

As leituras dos ensaios de citometria, foram adquiridos  no citômetro de fluxo 

FACS CANTO II (becton- dickison San Jose, CA), no laboratório de citometria de 

fluxo do Departamento de Imunologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto 

(FMRP-USP). As análises foram feitas por meio do programa FACS DIVA (BD) e 

Modfit 2.0. 

3.5.1 Mensuração da síntese de DNA pela incorporação de 5-bromo-2'-

deoxyuridine (BrdU) 

A incorporação de 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) fornece uma medida da 

proliferação celular, uma vez que o BrdU é um derivado da base 

uridina e possuí uma estrutura análoga à da Timidina o que confere a 

capacidade de poder ser incorporado no DNA durante a fase de síntese (fase S) 

como um substituto da Timidina. A fim de se obter dados de proliferação celular , as 

células parentais e FBXO25ko foram plaqueadas em placas de 6 poços em triplicata 

(2,5x 105 células por poço), sendo expostas a 12 h de privação de soro fetal bovino, 

após esse período as células foram expostas ao tratamento com 100nM de PMA ou 

com 5mM ATP por 24h. Após esse tempo ambas linhagens foram incubadas com 

10 mM de BrdU (Sigma-Aldrich) por 2 h. Após esse tempo as células foram 

coletadas com tripsina e permeabilizadas com etanol a 95% em PBS 1x durante 1 

h a 4°C. Os grânulos celulares foram obtidos por centrifugação a 900g durante 2 

min, ressuspensos em HCl 2N / Triton X-100 a 0,5% e incubados durante 30 min à 
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temperatura ambiente (TA). Os pellets celulares foram então ressuspendidos em 

tetraborato de sódio 0,1M durante 2 min e lavadas três vezes com PBS/BSA 1% à 

TA. Finalmente as células foram ressuspensas em 0,5% de Tween 20 1% de 

BSA/PBS e foi adicionado anti-BrdU-alexa 488 por 1h à TA. As células então foram 

ressuspensas em 100 μL de PBS 1x contendo 30 μg / mL de RNAse A e 50 μg / mL 

de PI por 1h, as amostras foram analisadas na por FACS (BD). Ensaio realizado em 

monocata com três repetições. 

3.5.2 Ensaio de Ciclo Celular – Iodeto de Propídio  

A análise do ciclo celular foi realizada com 2,5 105 células em placas de 6 

poços, as células foram exposta a 12h de privação de soro fetal bovino, sendo então 

posteriormente, tratadas ou não com PMA e ATP nas concetrações já 

apresentadas, o experimento foi realizado sem sincronização do ciclo celular. Após 

24h de tratamento o meio foi removido e as células foram lavadas com PBS 1x e 

foram então soltas, por tripsinização,  e foram centrifugadas a 300g por 5 min, estás 

foram então submetidas a fixação  com paraformaldeído 1% por 15 min em gelo. 

Logo em seguida as amostras foram novamente centrifugadas por 5 min a 300g, o 

sobrenadante foi então descartado e o pellet foi ressuspendido com PBS1x e 

resubmetido a uma nova centrifugação. Após a lavagem das células essas foram 

então fixadas com etanol 95% por 30 minutos. Após este período, foram 

centrifugadas novamente a 300g por 5 min e lavadas em PBS 1x e ressuspendidas 

com 50µg/ml de iodeto de propídio (PI) e 30ug/ml de RNase A, a suspensão foi 

incubado por 1 hora em TA. Os dados foram avaliados no programa ModFit 2.0, 

sendo realizado três experimentos independentes.  

3.5.3 Ensaio de Apoptose celular Apo-BrdU 

Para verificação da taxa de apoptose celular 2,5x 105 células foram 

plaqueadas em triplicatas em placas de seis poço. As células HAP1 parentais e 

FBXO25KO  foram então submetidas ao tratamento com com  100 nM de PMA ou  

ao tratamento com 5mM de ATP por 24h. pós esse período, o meio foi removido as 

células foram lavadas com PBS 1x e foram então soltas, por tripsinização, após isso 
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as células foram centrifugadas a 300g por 5 min, e estás foram então submetidas a 

fixação através da utilização de paraformaldeído 1% por 15 min em gelo. Logo em 

seguida as amostras foram novamente centrifugadas por 5 min a 300g  o 

sobrenadante foi então descartado e o pellet foi ressuspendido com PBS1x e 

resubmetido a uma nova centrifugação. Após a lavagem das células essas foram 

então fixadas com etanol 95% por 30 minutos. Após esse processo As células foram 

submetidas ao ensaio de apoptose utilizando o o APO-BrdU™ TUNEL Assay Kit, 

(Invitrogen Life Technologies). O ensaio foi realizado de acordo com recomendação 

do fabricante, sendo três experimentos realizados de formas independentes. 

3.6 Western Blot 

 

3.6.1  Tratamento das células HAP1 parentais e HAP1 FBXO25KO com PMA e 

ATP  

As células parentais e FBXO25KO foram cultivadas em placas de 10cm com 

meio IMDM incompleto, sem Soro Fetal Bovino, por 16 horas, após esse período de 

privação de soro, as 12 placas foram tratadas com 100 nM de PMA por 0 e 30 

minutos, o nível de pERK1/2 foi analisado por western blotting. As células foram 

submetidas também ao tratamento com 5mM de ATP por 0 e 30 minutos , para 

avaliação do dos níveis de ciclinas D1, ciclina D1 fosforilada e ciclina B.  

3.6.2 Extração Proteica e Western Blot 

As amostras das células parentais e FBXO25KO foram lisadas utilizando 1 ml 

de tampão Tris-HCl (KCl 225 mM, NP40 1%, e Tris-HCl 25mM pH 7,5), mais uma 

mistura de inibidores de proteases (Sigma-Aldrich) e fosfatases ( NaF 10 mM, 

Na3VO4 1mM; Sigma-Aldrich), a solução foi então deixada no gelo para lise, por 30 

minutos. Após esse período, os tubos foram centrifugados a 16800g por 20 minutos, 

a 4°C. O sobrenadante com as proteínas foi colhido, e as proteínas foram 

quantificadas pelo método de Bradford. Os lisados de (HAP1 parental e FBXO25KO), 

foram então submetidas a análise por western blotting, as proteínas foram 



23 
 

transferidas (TransBlot SemiDryer, BIORAD) para membrana de nitrocelulose 

(Transblot 0,45 µm BIORAD) utilizando-se uma corrente de 0,5 mA/40 min, em meio 

contendo glicina 39 mM, Tris 48 mM, 10% SDS e mistura água/metanol 1:5 (vol/vol). 

Após a transferência, a membrana foi corada com Ponceau Red e bloqueada com 

2% de BSA em TTBS (Thermo Scientific) durante 1 hora. As membranas foram 

então incubadas com os anticorpos primários: Anticorpo monoclonal p-ERK1/2 

(Santa Cruz Biotechnology, catálogo#SC-7883) produzido contra IgG1 de 

camundongo; anticorpo policlonal ciclina B (Doação Profa. Dra. Munira Baqui) 

produzido contra IgG de coelho,anticorpo policlonal ciclina D1 (Cellsignalling, 

catálogo#2926) produzido contra IgG de coelho ,anticorpo policlonal ciclina D1 

fosforilada (Thr286) (Cellsignalling#4656), produzido cntra IgG de coelho, a 4°C sob 

leve agitação, overnight. A membrana foi lavada com tampão TTBS (1M Tris-HCl, 

pH 7,2; 5M NaCl e 0,1% Tween 20), e incubada com o anticorpo secundário anti-

IgG de camundongo, conjugados a peroxidase ou anti-IgG de coelho, conjugados a 

peroxidase diluídos em tampão de bloqueio, por 1 hora, a temperatura ambiente. 

Após extensivas lavagens com TTBS a membrana foi revelada utilizando o método 

de quimioluminescência com ECL (Santa Cruz Biotechnology). Posteriormente a 

membrana foi incubada com Anticorpo policlonal ERK-1 e 2 (Santa Cruz 

Biotechnology catálogo#SC-154) produzido em coelho, IgG, anticorpo monoclonal 

anti-GAPDH (Sigma Aldrich#HPA008012) produzido em camundongo, anticorpo 

anti-Beta Tubulina (Sigma Aldrich, catálogo#T8328), produzido em coelho, em 

seguida procedeu o protocolo de lavagens já descrito, a membrana então foi 

incubada com o anticorpo secundário anti-IgG de coelho (invitrogen) ou 

camundongo conjugados a peroxidase (KPL- catalógo #04-18-06) e posteriormente 

a membrana foi revelada como já descrito. As intensidades das bandas foram então 

quantificadas utilizando o programa gel analyzer 2010. 

3.7 Análise estátistica 

  

Os dados foram apresentados como Média ± DP de três experimentos 

independentes. Com exceção o ensaio de Proliferação Celular por incorporação de 

BrdU que foi realizado em monocata com três repetições. A significância estatística 
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foi estimada por teste t de Student não pareado para comparação entre dois grupos. 

Para comparação entre três ou mais grupos foi usado análise de Variância com um 

fator (OneWay ANova) ou Análise de Variância com dois fatores (Two way ANOVA), 

seguido pelo pós teste de Bonferroni ou Tukey. Foram consideradas diferenças 

significativas quando obteve-se p<0,05. Todas análises estatísticas foram 

conduzidas usando o software GraphPad Prism 6®. 

 

4 RESULTADOS  

 

4.1 Avaliação da perda de expressão de FBXO25 mediada por CRISPR-Cas9 

em células HAP1 

 

A fim de caracterizar o envolvimento de FBXO25 na regulação da sinalização 

MAPK via ERK1/2 foi utilizado uma linhagem de células humanas nocaute para 

FBXO25. As células HAP1 sofreram deleção de 23 pares de base no exon 6, por 

meio da técnica de Crispr-Cas9, a região foi escolhida pelo fato de antecede o 

domínio  F-BOX e por englobar todas as três variantes de FBXO25 humana 

modificadas (figura 5 A). As células parentais  e FBXO25KO, foram então submetidas 

a análise por PCR a partir de DNA genômico e analisados por sequenciamento de 

Sanger (figura 5 B, C). Por meio dessas análises, podemos confirmar a deleção 23 

pares de base do gene de FBXO25 nas células FBXO25KO. 
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Figura 5. Caracterização da linhagem de células humanas HAP1 nocaute de FBXO25. (A) 
Representação esquemática do locus de FBXO25 humana, demosntrando edição do genoma no 
exon 6, nas três variantes de FBXO25 (pontos vermelhos). Representação da sequência de pb usada 
para edição do  genoma por CRISPR-Cas 9, sublinhados (preto). (B) sequência alvo. O exon 6 foi 
amplificado a partir de DNA genômico e analisados por sequenciamento de Sanger. (C)  PCR com 
análise  do DNA genômico demonstrando a presença de uma delecção  de 23 pb células 

FBXO25KO.   
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4.2 Caracterização da taxa de duplicação estimulada com Trifosfato de 

Adenosina (ATP) e Phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA) 

 

Para analisar o efeito de FBXO25 sobre fenótipo de crescimento celular 

realizamos ensaios de duplicação celular (Population doubling cell). Inicialmente 

quando comparado o efeito as células FBXO25KO e parentais, observou-se que a 

linhagem FBXO25KO, apresentam crescimento quatro vezes menor que a linhagem, 

além de apresentar um maior número de células inviáveis (figura 6 A, B), Tabela 2. 

No entanto, quando estas células são tratadas com 5mM de ATP, notamos que o 

fenótipo de menor crescimento da célula FBXO25KO é revertido, sendo que esta 

passa a proliferar mais (3X) que a parentais, além de apresentar uma diminuição no 

número de células inviáveis (figura 6 A) Tabela 2. O mesmo resultado foi observado 

quando as células foram tratadas com 100nM de PMA (figura 6B), Tabela 2.  
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Figura 6. Comparação da taxa de duplicação celular das linhagens parentais e FBXO25KO 
estimulada com Trifosfato de Adenosina (ATP) e Phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA). 2,5 x 
105 células parentais e FBXO25KO foram semeadas em placas de seis poços  em triplicatas. Para 
determinar a taxa de  duplicação celular estas células foram contadas a cada 3 dias, durante 9 dias 

utilizando contador de célula automatizado (TC20™ AutomatedCellCounter - Biorad). A) curva das 

células parentais e FBXO25KO com ATP. B) curva das células parentais e FBXO25KO com PMA. # 
indica diferença entre HAP1 parentais  e células FBXO25KO e * indica diferença entre o tratamento. 

P< 0,05 Teste t de student, seguidos do pós-teste de Tukey. 

 

 

Dias 
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Tabela 2. Porcetagem de células viavíes e não viaveís com ou sem tratamento. * indica 

diferença entre as células FBXO25KO e parental. 

% CÉLULA VIÁVEL % CÉLULAS INVIÁVEIS 

 

Parental FBXO25KO Parental FBXO25KO 

S A 90 76 10 24 

ATP 82 93 18 7 

PMA 80 91 20 9 

 

4.3 Avaliação da sintese de DNA incorporação de 5-bromo-2'-deoxyuridine 

(BrdU) 

 

Para verificar se FBXO25 exerce algum efeito sobre a proliferação, o ensaio 

de captação de 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) foi realizado em células FBXO25KO 

e parentais foram tratadas ou não com ATP e PMA  por 24 horas. Assim pode- se 

medir a atividade proliferativa da célula. A partir das leituras realizadas por 

citometria de fluxo, foi possível observar que células parentais apresentaram maior 

incorporação de Brdu que as células FBXO25KO, indicando que as células parentais 

apresentam maior taxa de proliferação. No entanto, quando foi realizada a 

comparação entre os tratamentos, observamos que as células FBXO25KO 

apresentaram aumento da incorporação de BrdU, contudo o mesmo efeito não foi 

observado nas células parentais (Figura 8) 
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Figura 8. Ensaio de proliferação por incorporação de BrdU. Células parentais e FBXO25KO, 
foram tratadas com 100nM de PMA ou com 5mM ATP sendo que SA são células sem ativação. As 
análises foram feitas após 24 horas, sendo os resultados expressos em média ± SD estes foram 
submetidos a Análise de Variância (ANOVA) de duas vias, seguidos do pós-teste de Tukey. ***p < 
0,0001 para comparação entre os grupos com tratamento. Dados obtidos de um único experimento 
com 3 repetições. 
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4.4 Análise do ciclo celular das células parentais e FBXO25KO  

 

Com o objetivo de verificar se FBXO25, de alguma maneira modula a 

resposta do ciclo celular, as células parentais e FBXO25KO foram marcadas com 

iodeto de propido, após serem ou não tratadas com 100nM de PMA e 5 mM de ATP 

por 24 horas. O ensaio foi realizado sem sincronização da população de células 

analisadas. Quando analisados de citometria de fluxo, não foi encontrado alterações 

significativas nas fases do ciclo celular das diferentes linhagens (figura 9 B). No 

entanto, pode-se notar que tanto a célula parental quanto a célula FBXO25KO 

quando estimuladas com PMA ou ATP, apresentaram um ligeiro aumento da fase 

G1 acompanhado de uma redução sutil de células em S. No entanto a fase G2/M 

parece não sofrer alteração como pode- se observar na figura 9 C. Indicando que o 

tratamento de alguma maneira interfere no ciclo celular de forma a causar um 

possível atraso nas fases de G1/S.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 
 

 

 

 

 

Figura 9. Distribuição em porcentagem  das fases do ciclo celular de células parentais e 

FBXO25KO tratadas com ATP e PMA. A) Esquematização do gráfico de ciclo celular. B) gráfico 

de porcentagem de cada fase do ciclo celular das células parentais e FBXO25KO. C) gráficos 
demonstrativos de cada fase do ciclo celular , demonstração da alteração do perfil do ciclo de acordo 
com cada tratamento. Ensaio não apresentou diferenças estátisticas. 
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4.5 Avaliação dos niveís de de ciclina D1 e B1 

 

Com o objetivo de analisar e compreender os resultados obtidos no ensaio 

de ciclo celular, os niveís de ciclina D1 fosforilada (pD1) e não fosforilada, assim 

como os níveis totais de ciclina B1, das células parentais e células FBXO25KO 

tratadas com apenas 5 mM de ATP, foram analisadas por meio da técnica de 

western blotting. Contudo, não foi encontrada nenhuma diferença nós níveis de 

ciclina pD1, D1 e B1 (figura 10 A e B). Esses resultados nós levam a acreditar que 

o mitogéno ATP não induz alteração significativa em niveís de ciclinas de fase G1 

(ciclina D) e nem interfere no nivel de ciclinas presentes durante a mitose (cilcina 

B). 
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Figura 10. Avaliação dos níveís de ciclina D1 e B1 das células parentais e FBXO25KO. As células 

foram submetidas a privação de SFB por 12hs, as mesmas receberam tratamento com 5mM de ATP 

por 30 minutos, após esse tempo as células foram imediatamente submetidas a lise, e os extratos 

submetidos a SDS-PAGE 10%, transferidos para membrana de nitrocelulose e revelada com 

anticorpo policlonal ciclina B1. B) Membrana de nitrocelulose e revelada com anticorpo policlonal 

ciclina D1 e pD1. 
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4.6 Avaliação dos níveis de fosforilação de ERK1/2 em células FBXO25 

 

Para demonstrar o envolvimento de FBXO25 sobre a fosforilação de ERK1/2, 

células parentais e células FBXO25KO, foram estimuladas com PMA. Os extratos 

celulares foram avaliados, demontrando que os nocautes de FBXO25 apresentam 

uma aumento na fosforilação de ERK1/2 (~45%) em comparação com a linha celular 

parental, esse resultado confirma o efeito inibitório de FBXO25 sobre a sinalização 

ERK1/2 (Figura 11 A e B). 
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Figura 11. Analise por Western blotting dos níveis de ERK1/2 fosforilados em células  
parentais e FBXO25KO tratadas ou não com 100ng/ml de PMA. As células foram submetidas a 
privação de SFB por 12hs, as mesmas receberam tratamento com PMA por 30 minutos, após esse 
tempo as células foram imediatamente submetidas a lise, e os extratos submetidos a SDS-PAGE 
10%, transferidos para membrana de nitrocelulose e revelada com anticorpo monoclonal pERK1/2. 
B) quantificação dos níveis de pERK e ERK-total. Os resultados expressos em média ± SD foram 
submetidos a análise de teste t de student, para comparação entre os grupos com tratamento e *p 
<0,05 para comparação dos grupos tratados e não tratados. Dados obtidos de três experimentos 
independentes. 

 

pERK1/2 

ERK TOTAL 
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4.7 Vericação dos niveís de Apoptose e citotoxicidade das células  

parentais e FBXO25KO 

 

Para medir a ocorrência de apoptose nas células parentais e FBXO25KO, 

ambas as linhagens foram submetidas ao ensaio de apoptose utilizando o APO-

BrdU™ TUNEL Assay Kit, (Invitrogen Life Technologies), sendo a mensuração de 

células apoptóticas detectada por citometria de fluxo. Quando analisados as médias 

de absorbância de BrdU, pode-se notar que as células KO apresentaram níveis 

maiores de apoptose quanto comparadas com as células parentais, demonstrando 

assim um possível papel antiapoptótico de FBXO25. Quando as células foram 

ativadas  com 5mM de ATP, pode-se notar um aumento nós níveis de apoptose 

celular nas parentais, sendo esse acompanhado por uma redução dos niveís de 

apoptose nas células FBXO25KO. No entanto, esse efeito não foi observado quando 

ambas as linhagens foram ativadas com 100nM  de PMA, pois não foi observado 

alterações nos níveis de apoptose das células FBXO25KO, ao mesmo tempo que as 

células parentais apresentaram aumento dos níveis de de apoptose, Figura 12. 
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FIGURA12. Ensaio para verificação de apoptose celular: Para medir a ocorrência de apoptose 

nas células parentais e FBXO25KO, foram semeadas 2,5x 105 células em triplicatas em placas de 

seis poço e submetidas ao ensaio de apoptose utilizando o APO-BrdU™ TUNEL Assay Kit, sendo a 

mensuração de células apoptóticas detectada por citometria de fluxo. Os resultados foram expressos 

em média ± SD, estes foram submetidos a Análise de Variância (ANOVA) de duas vias, seguidos do 

pós-teste de Tukey. ***p < 0,0001 para comparação entre os grupos com tratamento e # p <0,005 

para comparação dos grupos tratados e não tratados. Dados obtidos de três experimentos 

independentes. 
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4.8 Ensaio de toxicidade celular (teste do LDH - Lactato desidrogenase) em 

células parentais e FBXO25KO 

 

Para verificar se a ausência de FBXO25 possui efeito sobre o a toxicidade 

celular as células  parentais e FBXO25KO  foram tratadas com 100 nM de PMA, 5mM 

ATP por 24 horas, sendo o ensaio de LDH realizado após esse período. Os 

resultados mostram que há aumento de citotixicidade apenas nas células tratadas 

com ATP e PMA, sendo que as células parentais apresentaram níveis maiores de 

citotoxicidade quando comparadas com  as células FBXO25KO em ambos os 

tratamentos. Esse resulltado demonstra quea presença ou ausência de FBXO25 

não induz alteração da citotoxicidade celular, porém que na presnça de um 

mitogêno esta induz alteração dos parametros de citotoxicicidade. (figura 13) 
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FIGURA 13. Ensaio de toxicidade celular (teste do LDH - Lactato desidrogenase) em células 
parentais e FBXO25KO - As células foram cultivadas em placas de 6 poços, sendo estas tratadas ou 
não tratadas com ATP, PMA . As análises de toxicidade foram feitas após 24 horas, sendo os 
resultados expressos em média ± SD estes foram submetidos a Análise de Variância (ANOVA) de 
duas vias, seguidos do pós-teste de Tukey. ***p < 0,0001 para comparação entre os grupos com 
tratamento e ##p <0,005 para comparação dos grupos tratados e não tratados. Dados obtidos de 
três experimentos independentes. 
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5 DISCUSSÃO 

 

A via MAPK regula numerosos processos biológicos incluindo crescimento 

celular, diferenciação e morte celular apoptótica (Jacobs et al., 1999; Johnson e 

Lapadat, 2002; Murphy e Blenis, 2006; Katz et al., 2007; Shaul e Seger, 2007). Essa 

via é caracterizada por três vias que compartilham diversos substratos e possuem 

diversos pontos em comum, sendo essas, a via quinase regulada por sinal 

extracelular (ERK), a Jun kinase (JNK) e p38 MAPK. A via de ERK1/2 é dependente 

da ligação de moléculas de sinalização a receptores tirosino quinase ou ativação de 

proteína G (Zhong et al., 2002; Roux e Blenis, 2004; Katz et al., 2007; Roberts e 

Der, 2007; May e Hill, 2008; Nakayama et al., 2008; Ramos, Joe W., 2008; Roskoski, 

2012). A ligação de uma molécula ativadora a um receptor, dá inicio a ativação de 

toda a cascata por meio do processo de fosforilação e desfosforilação. Diversos 

estudos tem apresentado a via de ERK como a principal via sinalizadora para a 

proliferação e diferenciação celular.(Zhan et al., 2003; Chambard et al., 2007; Katz 

et al., 2007; Shaul e Seger, 2007; Srinivasan et al., 2009; Wortzel e Seger, 2011; 

Fremin et al., 2015; Chen et al., 2016) 

Nesse trabalho demonstramos como FBXO25 participa da regulação da via 

de MAPK, atuando sobre a ativação de ERK e o crescimento celular. Observamos 

que células FBXO25KO  tratadas com o mitógeno PMA, apresentaram um aumento 

dos níveis de ERK1/2 fosforilada quando comparadas com células parentais, esse 

aumento de ERK induziu um aumento dos parâmetros de proliferação 

acompanhado da diminução das taxas de apoptose das células FBXO25KO. 

Diversos trabalhos tem descrito a via de ERK como sendo um grande intermediador 

para a sinalização de crescimento celular (Matsubayashi et al., 2004; Roux e Blenis, 

2004; Lu e Xu, 2006; Murphy e Blenis, 2006; Wortzel e Seger, 2011). 

Em condições de repouso, a proteína ERK é ancorado no citoplasma por sua 

associação com MEK e por uma rede de microtúbulos (Zehorai et al., 2010). 

Mitógenos como o ATP e o PMA induzem ativação de ERK1 e ERK2 por meio de 

vias distintas, no entanto, ambos induzem uma resposta de translocação rápida e 
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massiva de ERK para o núcleo. O mecanismo molecular da translocação de 

ERK1/2, é resultado do desprendimento das moléculas ERK1/2 de suas âncoras 

(Chen et al., 1992; Chuderland et al., 2008; Zehorai et al., 2010; Roskoski, 2012). A 

transferência de ERK1/2 para o núcleo tem sido descrita como um importante 

modulador do ciclo celular, já que induz a transição da fase G0 para fase G1, sendo 

assim descrito como um importante mediador da resposta de crescimento celular 

(Chambard et al., 2007; Matson e Cook, 2017). Após a translocação para o núcleo, 

ERK1/2 fosforila diversos fatores do complexo ternário, como Elk-1, Sap-1, e Tif-IA 

(Kasza, 2013; Plotnikov et al., 2015). A fosforilação de Elk-1 na porção C - terminal, 

induz o aumento da transcrição de diversas proteína relacionadas ao crescimento, 

tais como c-Fos e c-Myc (Chen et al., 1992; Katz et al., 2006; Roskoski, 2012). 

Diversas proteínas reguladoras do ciclo celular são ativadas por ERK1/2 estão 

localizadas no núcleo, dessa forma o acesso de ERK a seus substratos é um ponto 

essencial a regulação do ciclo celular (Chen et al., 1992; Chuderland et al., 2008; 

Roskoski, 2012; Plotnikov et al., 2015). 

É conhecido que à ativação de ERK é essencial para ativação do ciclo celular, 

uma vez que a ativação de ERK1/2 não só induz a transição da fase G0 para fase 

G1, mas também modula os níveis de ciclina D de forma a realizar transição da fase 

G1 para fase S (Nebigil et al., 2000; Alldridge e Bryant, 2003; Ang e Wade Harper, 

2005; Chambard et al., 2007; Meloche e Pouyssegur, 2007; Von Kriegsheim et al., 

2009; Chen et al., 2010; Du et al., 2011; Yuan et al., 2016; Matson e Cook, 2017). 

Contudo, nossos dados demonstram não haver diferença nos niveís de ciclina D1 e 

de ciclina D1 fosforilada nas células FBXO25KO, também não encontramos 

diferença nos níveis de ciclina B1, marcador clássico da fase de G2/M. Diversos 

trabalhos tem demonstrado que diferentes E3 ligases do tipo SCF, como FBXL2 

(Chen et al., 2012), FBXL7 (Coon et al., 2012), FBXL11 (Kawakami et al., 2015), 

FBXO31 (Liu et al., 2014; Liu et al., 2016), FBXL19 (Zhao, J. et al., 2013), são 

capazes de modular os níveis de ciclinas ou proteínas nucleares participantes da 

ativação ou parada do ciclo celular, demonstrando assim a importância da 

ubiquitinação na regulação da proliferação celular (Aoyama et al., 2004; Cardozo e 

Pagano, 2004; Nakayama e Nakayama, 2005; Kanie et al., 2012). Contudo, quando 
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analisada a porcentagem de cada fase do ciclo celular nenhuma diferença na 

comparação da células FBXO25KO e parental foi encontrada, porém o tratamento 

com ATP e PMA induziu um ligeiro aumento da fase G1 e G2 ao mesmo tempo que 

observamos uma sutil diminuição da fase S, demonstrando o que parece ser um 

efeito compensatório entre as fases, porém os resultados obtidos não deixam claro 

se a proteína FBXO25 estaria envolvida na modulação do ciclo celular como outras 

E3 ligases já conhecidas. Dessa forma FBXO25 parece não atua diretamente sobre 

as proteínas do ciclo celular, mas sim de maneira indireta por meio da resposta a 

fosforilação e ERK. 

Resultados anteriores do laboratório, desmonstraram que FBXO25 medeia a 

ubiquitinação e a degradação do fator de transcrição Elk-1 (Teixeira et al., 2013). O 

fator de transcrição Elk-1 é um ponto comum entre as três vias de sinalização de 

(ERK, JNK e p38), sendo esse responsivo tanto a estimulação com mitógenos, 

estresse e citocinas (Hong et al., 2009; Kasza, 2013). Em resposta a estímulos 

mitogénicos como PMA, ATP e EGF, a via de ERK é ativada por meio da ativação 

de MEK  que por conseguinte ativa/fosforila ERK, que atua fosforilando o fator de 

transcrição Elk-1. Elk-1 fosforilada então acumula-se no núcleo e promove a 

transcrição de genes regulados por Elk-1, como C-FOS, EGR-1 E C- MYC, que são 

fundamentais para a sinalização celular (Lu et al., 2002; Chen et al., 2004; Lu e Xu, 

2006; Shaul e Seger, 2007; Chang et al., 2008; Chuderland et al., 2008; Ramos, J. 

W., 2008; Zehorai et al., 2010; Steelman et al., 2011; Ohtsuka et al., 2016). 

Quando avaliamos os niveís de apoptose, nossos resultados demonstraram 

que a ausência de FBXO25 leva a aumento de morte celular por apoptose quando 

comparada com as células que expressam FBXO25, sendo esse efeito revertido 

após estimulação da via ERK com PMA e ATP, apesar do tratamento induzir 

aumento de apoptose nas células parentais e aumentar de forma geral as taxas de  

citoxicidade, foi possível observar que o tratamento com ATP reverter o quadro de 

morte celular encontrado nas células FBXO25KO, o que não foi observado quando 

submetemos a linhagem ao PMA. Acreditamos que esse efeito ocorra em resposta 

a receptores celulares presentes nessa linhagem e a via ativada, uma vez que a 
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ativação de ERK foi feita com o PMA que atua via PKC e o ATP que atua via receptor 

P2Y. Nossos resultados demonstram que FBXO25 ao modular a via de ERK  leva 

a diminuição da apoptose celular nas células FBXO25KO, acreditamos que esse 

efeito sejá decorrencia da ativação massiva de ERK, que deve se sobrepor a outra 

via da antagônica da MAPK, ex: JNK ou p38, ou ainda que a ativação de ERK esteja 

modulando proteínas nucleares, como c- Myc. No entanto, não foi avaliado 

marcadores especificos de apoptose nesse trabalho, o que não permite explorar 

essa via com maior exatidão.  

Por outro lado, já foi descrito que a ativação continua e prolongada da via de 

ERK1/2, pode provocar  parada ou retardo do ciclo celular, sendo essa regulada por 

aumento da expressão de p21 não mediada por p53 (Tang et al., 2002; Bornstein 

et al., 2003; Nam et al., 2006; Du et al., 2011). Com já foi dito, a fosforilação de 

ERK1/2 pode modular a expressão de diversos fatores de transcrição como c-Myc. 

Esse fator de transcrição em especial medeia a resposta pró proliferação, contudo 

alguns trabalhos tem demonstrado que dependendo da intensidade e da duração 

do estímulo, c-Myc pode induzir uma resposta pró apoptótica (Evan et al., 1994; 

Cassimere et al., 2009).  

Esse dados obtidos quando analisados em conjunto, demonstram que 

FBXO25 possui a capacidade de inibir a via de sinalização de ERK , de forma que 

essa sinalização de ERK modula uma resposta em prol da proliferação. 
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6 CONCLUSÃO  

 

Demonstramos aqui que FBXO25 participa da regulação da via de 

sinalização de MAPK/ERK, exercendo uma ação inibitória sobre a fosforilação de 

ERK1/2, gerando uma resposta secundária em prol proliferação celular. A nossa 

hipótese a partir desses dados é que, FBXO25 modula a ativação de ERK por meio 

da ubiquitinação de um substrato específico ou que está atue ubiquitinando alguma 

fosfatase que atue sobre pERK 1/2. 
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