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Células de um mesmo tumor apresentam diferencas em suas dindmicas de
funcionamento, tanto de carater genético quanto epigenético. Comportamentos unicelulares
geralmente diferem da dindmica média populacional e células de uma mesma populacao
respondem de maneira diferente a um mesmo estimulo, fazendo com que haja um perfil
heterogéneo na ativacdo de vias de sinalizacdo, por exemplo. Nesse processo, tem-se a
atividade das proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKs), as quais sdo uma familia
de proteinas que transmitem sinais do meio extracelular para o nucleo celular através de uma
cascata de sinalizagcdo. Dentre as MAPKSs, a quinase regulada pela sinalizacdo extracelular
(extracellular signal-regulated kinase - ERK) participa da regulagdo de mecanismos
relacionados a crescimento, divisdo e diferenciagdo celular, embriogénese e reparo de tecidos.
Ap6s receber o sinal extracelular, ocorre uma ativagao sequencial das proteinas quinases que
irdo fosforilar seus substratos, propiciando a transcri¢do de genes especificos que regulam as
respostas celulares. A desregulagdo desta via estd relacionada ao desenvolvimento de cancer,
uma vez que altera fungdes celulares que propiciam a tumorigénese.

Sendo assim, o objetivo desse trabalho ¢ produzir uma linhagem celular expressando
estavelmente um reporter fluorescente de translocacdo de ERK quinase (KTRs) e verificar a
dindmica da ativacdo de ERK em células unicas de glioblastoma (GBM). Para isso, a
linhagem de glioblastoma U138-MG foi marcada com reporter fluorescente KTR (Addgene
#90227). O sistema KTR utilizado ¢ uma técnica que permite acompanhar a ativacdo de ERK
em células unicas através da translocacdo nucleo-citoplasmatica da fluorescéncia. Esse vetor
possui uma sequéncia para produgdo de proteina fluorescente, um sinal de localiza¢dao nuclear
e um sinal de exportacdo nuclear, fazendo com que a fluorescéncia verde das células seja
homogeneamente distribuida entre o nicleo e o citoplasma. A ativagdo da quinase levara ao
acimulo da fluorescéncia no citoplasma e uma reducdo na razdo de fluorescéncia nucleo-
citoplasmatica dependendo se a quinase esta ativa ou inativa. Esse vetor foi inserido ao
genoma das células da linhagem U138 por transducdo lentiviral e as células transduzidas
foram tratadas com puromicina para se obter uma linhagem com expressao estavel da proteina
fluorescente. Para validar a expressdo da proteina fluorescente, células foram plaqueadas em
baixa densidade e tratadas com inibidores ¢ ativadores da sinalizagdo de ERK e analisadas
através de microscopia de fluorescéncia com fotos sequenciais para registrar a ativagdo e
inibicdo da via ERK nas células. Dados preliminares utilizando a linhagem transduzida
demonstram que a expressdo da proteina fluorescente ¢ estdvel e capaz de responder a
inibicdo com 0,2 uM de PD184352 em aproximadamente 15 minutos. Apos a remog¢ao do
meio contendo inibidor, as células foram capazes de reativar a sinalizagdo de ERK em
intervalos de tempo entre 5 ¢ 30 minutos, demonstrando que a linhagem ¢ capaz de responder
e demonstrar diferencas na sinalizacdo da via de interesse. A expectativa agora ¢ verificar se
ha diferencas entre as células na dinamica dessas ativagdes e inativagdes ¢ verificar se ha
correlacdo dessa ativagdo com fendtipos celulares.



