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Resumo

O objetivo desta tese é estudar o papel de FGF2 no controle do ciclo
celular em células de mamiferos. Nosso principal modelo, a linhagem Y1, é
derivada de um tumor funcional de cértex de camundongo que possui o proto-
oncogene c-ki-ras amplificado, tendo consequentemente a super-expressao da
proteina c-Ki-Ras na forma ativa (c-Ki-Ras-GTP). Células Y1 sincronizadas na
interface GO/G1 do ciclo celular sdo prontamente responsivas a tratamentos de
FGF2 (fator de crescimento de fibroblasto-2) sendo este capaz de ativar toda a
progressao GO/G1-> S do ciclo celular, mas surpreendentemente, sob estas
mesmas condi¢gdes, FGF2 induz em cultura e in vivo morte celular nesta
linhagem, bloqueando o progresso no ciclo ap6és a entrada na fase S. Sob
condi¢gbes induzidas de baixo c-Ki-Ras-GTP, células Y1 respondem a FGF2
com um aumento na proliferagdo, mostrando que a indugdo de morte nesta
linhagem esta diretamente relacionado com os niveis de Ki-Ras-GTP. Além
disso, a populacéo de células Y1 & heterogénea, caracterizada por uma maioria
de células FGF2-sensiveis e uma minoria de células que sdo selecionadas
positivamente na presenca de FGF2. Estas células FGF2-resistentes exibem
uma resposta proliferativa a FGF2 e apresentam tracos fenotipicos proximos
aos observados em uma célula normal, embora o mecanismo de resisténcia
independa da reducgao dos niveis de Ki-Ras-GTP. Semelhantemente, linhagens
normais de fibroblastos 3T3 exibem uma resposta mitogénica a FGF2 que é
substituida por uma resposta de morte apés sua transformagdo com o
oncogene EJ-ras. Nosso conjunto de resultados associados a uma nova
analise dos dados bibliograficos permite-nos sugerir um novo efeito biolégico
de FGF2: protegao adicional contra o surgimento de tumores originados por

oncogene.

13



Summary

The purpose of this work is to study the role of FGF2 (fibroblast growth
factor-2) in the cell cycle control of mammalian cells. Our model of study is the
lineage Y1, derived from a murine adrenocortical functional tumor, which
presents the proto-oncogene c-ki-ras amplified and, as a consequence, exhibits
enhanced expression of the c-Ki-Ras protein in its active forms (c-Ki-Ras-GTP).
Arrested Y1 cells in the GO/G1 interface of the cell cycle are promptly
responsive to FGF2 treatments, responding with progression through G0/G1~>
S, but surprisingly, under the same conditions, FGF2 elicits a strong death
response in cultured or in vivo cells, blocking the progress in the cell cycle after
S phase entry. Under low c-Ki-Ras-GTP conditions, Y1 cells respond to FGF2
with enhanced proliferation, showing that death induction is related to c-Ki-Ras-
GTP levels. Moreover, the Y1 population is heterogeneous, with a majority of
FGF2-sensitive cells, and a minority of cells that can be positively selected in
the presence of FGF2. These FGF2-resistant cells exhibit a proliferative
response to FGF2 and phenotypic traits close to those observed in normal cells,
even though the mechanisms of resistance are independent of ¢c-Ki-Ras-GTP
decrease. Comparable to that, normal lineages 3T3 display a mitogenic
response to FGF2 that is substituted by a death response after their
transformation with the oncogene EJ-Ras. The collection of our results
associated with a review in the bibliography lead us to suggest a new biological

effect of FGF2: enhanced protection against tumors originated by oncogenes.
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1. Introducao

Ha pouco mais de 50 anos aparecia a célebre publicacdo dos
pesquisadores Francis Crick e James Watson. Neste artigo, publicado pela
Nature em 25 de abril de 1953, os autores revelaram a estrutura tridimensional
do acido desoxirribonucléico (DNA), descrevendo em detalhes a estrutura
helicoidal formada por duas cadeias antiparalelas que se entrelagam em torno
de um eixo comum. Se ndo bastasse, sugeriram o mecanismo de duplicagdo
do material genético. A descoberta tornou-se um paradigma da biologia
molecular e, fixando-se como uma das pegas fundamentais, impulsionou
avangos até entao inimaginaveis na tecnologia de manipulagao genética.

Como fruto desta tecnologia, avangos recentes, estimulados por uma
politica crescente de amparo a pesquisa cientifica, atingiram outro marco
importante: o seqUiénciamento completo do material genético de diversos
organismos, desde bactérias, plantas, camundongos até o homem.

Tendo em vista que o seqliiénciamento do genoma humano, no inicio de
2003, gerou um numero enorme de nucleotideos e genes apenas pouco
superior ao genoma do milho (3,5 bilhdes), podemos perceber qué a admiravel
quantidade de informacgéo gerada e que tem sido cuidadosamente estudada é
de grande valia, mas, por muitas vezes, de dificil interpretagao.

Apesar dos grandes avangos nesta area da ciéncia, a fronteira do
conhecimento atual esbarra na capacidade de decifrarmos a fung¢ao individual e
conjunta das unidades funcionais do DNA: os genes.

Para a montagem correta deste complicado quebra-cabeca, o
conhecimento funcional dos produtos destes genes — o RNA e as proteinas - e
suas inter-relagbes sao, sem duvida, os proximos grandes saltos para
conseguirmos aproveitar a plena potencialidade do genoma.

O estudo do ciclo celular tem-se mostrado um forte aliado nestes
estudos. Através do entendimento dos mecanismos de regulagido celular,
controlados por diferentes biomoléculas, diferentes padrées de expressao

génica e por modificagdes pos-transcricionais no produto destes, poderemos
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identificar e atribuir fungbes a pegas centrais durante a montagem deste

intrincado fendmeno.
1.1 Controle do Ciclo Celular e Cancer.

O perfeito desenvolvimento de um organismo depende do exato
equilibrio entre fendmenos relativamente simples, como morte, proliferagao,
viabilidade, crescimento, diferenciagdo e senescéncia celular, sendo que cada
um destes fendbmenos é controlado por familias génicas especificas ou
“médulos de controle”.

O primoroso funcionamento do ciclo celular € o mecanismo central que
interliga e administra estes “moddulos”, controlando o desenvolvimento e a
homeostase de tecidos e 6rgaos.

Cancer, por definicdo, consiste em alteragées dinamicas mutacionais e
cumulativas no genoma, levando a uma expressdo descontrolada de
oncogenes associados a perda funcional de genes supressores de tumor.
Nesta condicao, o ciclo celular sofre alteragdes em moédulos regulatérios que
governam a correta proliferagdo, comprometendo a homeostase do organismo.

E aceito de forma geral que apesar do vasto catalogo de gendtipos
diferentes de cancer sdo seis as alteragdes essenciais na fisiologia celular que
conferem o fenétipo maligno ao cancer, sdo elas: independéncia de fatores
externos para proliferagdo, insensibilidade a sinais inibitérios, evasdo a
apoptose, potencial de replicagdo ilimitado, indugdo de angiogénese e
metastase (Hanahan et al., 2000).

Apesar dos avangos tecnoldgicos descritos inicialmente, no que diz
respeito ao cancer as descobertas restringem-se basicamente no diagnéstico
precoce dos tumores. Na questdo de medicamentos contra a doenga, poucos
foram os avangamos nestes Gltimos 50 anos e ficamos limitados principalmente
as cirurgias, terapias quimicas e radiologicas.

Nos poucos casos em que ha medicamentos disponiveis, estes tém uso
restrito para manifestagcoes especificas de cancer, como ocorre com alguns
inibidores de proteinas quinase, como o Gefitinib (Iressa, Astra Zeneca

Pharmaceuticals), um inibidor de atividade quinasica associado aos receptores
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de EGF (“Epidermal Growth Factor”) que promete reduzir em 14% os casos de
cancer de pulmao humano; e o 2-phenylaminopyrimidine (Gleevec, Novartis
Inc.) um inibidor de quinases intracelulares utilizado em casos de leucemia
mieldide crbnica (Coutre et al., 1999). Além destes inibidores, estdo os
anticorpos monoclonais humanizados. Atualmente, um dos melhores
desenvolvidos para estes casos é o trastuzamab (Herceptin, Genentech) que
promete ser efetivo contra tumores de mama humanos com elevada expressao
dos EGFR (em 20-30% dos casos), aumentando a sobrevida média dos
pacientes de 20 para 25 meses (Slamon et al., 2001). Neste caso especifico,
estes anticorpos ligam-se ao dominio extracelular destes receptores inibindo
sua ativagdo e acionando o sistema imune contra as células tumorais (Herbst &
Shin, 2002).

Neste quesito, o entendimento da interacdo entre diferentes vias de
sinalizagdo, formando “redes” de informag&o e propagacgdo de sinal levardo a
expansdo do potencial terapéutico em tratamentos que explorem a

dependéncia do fenoétipo maligno.

1.2 Respostas celulares a sinais externos

Sao sinais extracelulares: interagbes célula-célula, fatores de
sobrevivéncia, de crescimento, mitbgenos e hormoénios. Tais fatores funcionam
como reguladores externos, direcionando o destino de suas células-alvo
dependendo dos processos metabdlicos que controlem.

A resposta a estes fatores depende de mecanismos intracelulares de
controle que sao determinados pelo conjunto de genes expressos por cada
linhagem celular. Isso permite que diferentes linhagens respondam de maneira
diferente a um mesmo estimulo externo.

Este sistema de controle interno trabalha coordenando os eventos de
divisdo celular com a disponibilidade de nutrientes, monitorando o crescimento
da célula, suas necessidades metabdlicas e a progressdo através das fases do
ciclo celular de forma especifica para cada linhagem celular.

Em principio, mesmo em condigdes saturantes de mitbgenos, que

normalmente estimulariam divisdo celular, mecanismos intracelulares atuantes
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podem limitar o nimero de divisdes de uma célula normal através do controle
da expressdo de proteinas-chave (como as CDK’s — quinases dependentes de
ciclina - ou ciclinas, p.ex.) ou do controle da atividade destas enzimas. Esta
resposta interna de bloqueio do ciclo pode estar vinculada a um segundo sinal
externo, como contato célula-célula ou a auséncia destes (células precursoras
de neurdnios ou musculares que se diferenciam terminalmente apdés um
numero limitado de divisdes) (para revisao: Conlon & Raff, 1999).

Por exemplo, alguns fatores de crescimento podem favorecer, em
cultura, a sobrevivéncia e atuar como agentes de resisténcia a fatores
citotoxicos ou podem aumentar a sensibilidade a estes fatores potencializando
sua toxicidade. Em particular, FGF2 (“Fibroblast Growth Factor 2°) tem se
mostrado capaz de agir de ambas as formas, dependendo da linhagem celular
(Coleman, 2003).

Para uma maior clareza conceitual € necessario distinguirmos entre os
fatores de crescimento, que estimulam o crescimento da célula, e mitogenos
gue estimulam o crescimento da populagdo, ou seja, a progressao no ciclo
celular e divisdo, embora algumas moléculas estimulem as duas respostas
(Zetterberg et al., 1984).

1.3 A Biologia, expressao e sinalizagao de FGFs

A familia de proteinas FGFs (“Fibroblast Growth Factors”) esta
relacionada com uma vasta diversidade de processos biolégicos como
proliferagao, diferenciagéo, organogénese e homeostase.

Tanto o FGF1 (FGF-acido) como o FGF2 (FGF-basico) foram
inicialmente isolados de extratos de pituitaria bovina e descritos como
mitégenos em fibroblastos 3T3 (Armelin, 1973).

Atualmente, ja foram descritos 22 membros da familia de FGFs
numerados de FGF1 a FGF22, sendo que o uso das iniciais “FGF” para os
demais membros foi adotado por semelhangas estruturais e por sua afinidade a
proteoglicanos de membrana, especificamente o “heparan-sulfato
dlicoaminoglicano” (“HSGAG”), e nao necessariamente por apresentarem a

mesma funcgao bioldgica, que é extremamente diversificada (FGF7 e FGF9 nao
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induzem resposta mitogénica em fibroblastos, p.ex.) (Coleman, 2003, Omitz &
Iltoh, 2001, Powers et al., 2000).

Através de multiplos sitios de iniciacdo de tradugdo, o mRNA de FGF2
humano traduz para 5 isoformas protéicas diferenciando-se entre si por suas
distintas localizagbes subcelulares, atividades biolégicas e pesos moleculares
(22, 22.5, 24 e 34kDa — coletivamente chamados de “FGF2 de alto peso
molecular ou HMW” — e 18kDa chamado de “FGF2 de baixo peso molecular ou
LMW”). Um complexo mecanismo de controle de tradugéo seleciona entre a
expressao da isoforma de 18kDa ou das isoformas “HMW” (Touriol et al., 2000,
Vagner et al., 1996).

Embora a isoforma de 18kDa seja secretada pelas células, ela nao
possui nenhuma seqiéncia sinalizadora de secre¢ido. Assim, as circunstancias
que induzem seu transporte para o meio extracelular sao restritas e funcionam
como um importante mecanismo de controle, acionado por mecanismos ainda
pouco compreendidos (Ornitz & Itoh, 2001, Florkiewicz et al., 1995).

A ligacdo de FGFs exogenos aos “HSGAG”, exerce dois papéis
fisiolégicos importantes: a protegdo contra degradacdo destes FGFs e a
criacdo de um reservatoério local com funcdo de regular espacialmente e
mobilizar a disponibilidade dos FGFs (Sommer & Rifkin, 1989, Gospodarowicz,
1987).

O disparo dos sinais biolégicos acionados por FGFs ocorre de duas
formas. Na primeira, a ligagdo conjunta de FGF nos “HSGAG” e em receptores
do tipo “tirosina quinase” especificos para FGF (FGFR) transmitem o sinal de
ativagdo em dominios quinasicos na sua porgao citossolica (Ornitz et al., 2001).
A segunda resposta ocorre através da internalizagdo do complexo FGFR/FGF
e associagao direta com o nucleo celular (Keresztes et al., 1999).

Em algumas linhagens celulares a resposta mitogénica ao FGF2 é
dependente da internalizagdo do complexo FGFR-FGF até o nucleo. (Bossard
etal., 2003).
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1.4 A familia de receptores de FGF

A familia de FGFR é composta por proteinas transmembranares,
apresentando trés dominios extracelulares de imunoglobulinas (lg1-3)
(responsaveis pelo reconhecimento do ligante), uma regido acida entre Ig-1 e
lg-2 denominada “acid box”, uma hélice simples transmembranar e dois
dominios intracelulares de atividade de tirosina quinase.

Desde a primeira identificagdo de um FGFR, na metade da década de
80 (Olwin et al., 1986), quatro outros foram identificados (FGFR1-4), sendo
que, variagbes no processamento do produto de cada um destes genes
transcrevem para até 7 diferentes isoformas de um mesmo tipo de FGFR. Esta
grande diversidade é possivel pela prépria estrutura de seus genes (Ornitz et
al., 1996, Johnson et al., 1990).

Estas diferentes isoformas exibem especificidades diferentes para cada
tipo de FGF e sua expressao é regulada diferentemente em cada tecido, o que
contribui para a gama de respostas biolégicas tecido-especificas acionadas por
todas as possiveis combinagbes FGFs/FGFRs. Por exemplo, as duas
isoformas do FGFR2: -lllb e -llic s3o comumente expressas em células
epiteliais e mesenquimais, respectivamente, sendo que os ligéntes para os
receptores epiteliais sdo geralmente produzidos no tecido mesenquimal e vice-
versa (Omitz & Itoh, 2001).

Na forma inativa (monomérica), os FGFR sao reconhecidos por 2
moléculas de FGF, que se ligam nas regides Ig-2 e Ig-3, levando a sua
dimerizagéo e ativacdo de seus dominios de tirosina quinase (Lemmom et al.,
1994). Embora a ativacéo dos receptores ocorra com alta especificidade, os
proteoglicanos de membrana (*HSGAG”) sdo necessarios para a formagao
estavel do complexo entre FGFR/FGFR e FGF/FGFR durante a formacéo do
dimero (Ornitz 2000, Schlessinger et al. 2000).

Associados a proteinas adaptadoras, tais receptores transferem o sinal
de ativacdo para proteinas efetoras intracelulares. Esse sinal exerce o controle
em diversos processos biolégicos acionados por FGFs, incluindo resposta
mitogénica em diferentes linhagens celulares normais e tumorais (Stewart et.
al, 1992, Paris & Pouyssegur 1991, Karey & Sirbasku 1988); diferenciacdo
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terminal em células PC12 (Kremer et. al, 1991); migracao; angiogénese (Rifkin
& Moscatelli 1989) e uma forte inibigdo de proliferagdo em uma série de
linhagens tumorais (Liu et. al, 1998, McLeskey et. al, 1994).

Esta ampla variedade de repostas bioldgicas é acionada por diferentes
combinagdes de FGFR’s na forma ativa, estando muitos destes processos
intimamente relacionados com a ativagdo de Ras, Src, PLC (“Phospholipase-
C"), MAPK (“Mitogen-Activated Protein Kinase”) e PI3K (“Phosphatidilinositol-3
Kinase”).

In vivo, os FGFR’'s exercem papéis fundamentais durante a
embriogénese, desenvolvimento e organogénese. Além disso, em organismos
adultos os FGFR'’s estdo envolvidos com respostas adaptativas em processos

de homeostase e reparo de tecidos.
1.5 Receptores de FGF e cancer

O descontrole da via de FGF como resultado de alteragbes nos
receptores pode ocorrer de quatro formas: expressao inapropriada, mutagdes
pontuais, alteragdes no processamento do produto de cada gene ou outras
modificagbes gendmicas. |

Na maioria dos casos, as mutagbes nos FGFR’s estdo associadas a
anomalias no desenvolvimento e ndo a cancer, dentre elas: acondroplasias e
hipocondroplasias  (formas genéticas mais comuns de nanismo),
craniosinostoses (fusdo prematura das suturas craniais), sindictalias (fusdo
Ossea e cutanea dos dedos) (Mcintoshe et al., 2000, Hehr et al., 1999, Passos-
Bueno et al., 1999), além de outros desvios, desde o incorreto desenvolvimento
das glandulas mamarias durante gravidez (Dickson et al., 2000) até letalidade
embrionaria (para uma revisdo: Coumoul & Deng, 2003).

Embora a real contribuicdo na tumorigénese nao esteja bem
estabelecida, FGFRs podem ser encontrados super-expressos em diferentes
tecidos tumorais quando comparados as células normais (Yoshimura et al.,
1998, Shingu et al., 1998, Morrison et al., 1994). Na maioria destas amostras a
super-expressao do receptor esta associada com a super-expressao de um dos
tipos de FGF. '
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Em outro trabalho, uma mutagdo no FGFR-1, que impede a ligagao
FGF2/FGFR-1, resulta em uma perda da capacidade de controle da
proliferacao, levando ao surgimento de tumores (Jang et al., 2001).

Existe ainda uma grande quantidade de mutag¢des descritas para FGFR-
3, relacionadas, em sua maioria, com defeitos no desenvolvimento, ma
formacao Ossea, diferenciagdo e, em alguns casos, ao desenvolvimento de
cancer (Van Rhijn et al., 2001, Kimura et al., 2001, Cappellen et al., 1999,
Wang et al., 1999, Naski et al., 1996).

Outros estudos mostram que a expressao da isoforma lllb do FGFR2 no
tecido epitelial e a normal expressdo de FGF7 e FGF10 secretados por células
adjacentes do estroma podem atuar como reguladores negativos da

proliferagao de ceélulas epiteliais (Feng et al., 1997).

1.6 FGF e cancer

In vivo ndo existem trabalhos que descrevam mutagdes envolvendo
aumento de estabilidade ou da atividade biolégica em moléculas de FGFs,
sendo que o papel predominante de FGF's em canceres é através de sua
super-expressao, detectada em uma ampla variedade de tumores.

Em tumores relacionados com a super-expressdo de FGFs, existem
duas fontes possiveis de produgédo e secrecido deste fator: pelas proprias
células tumorais ou pelas células normais adjacentes ao tumor.
Consequentemente, FGFs podem exercer uma fungio autdcrina, paracrina ou
ambas.

No primeiro caso, o nivel de expressdo de FGF2 tem sido relacionado
com o grau de malignidade e vascularizagao de gliomas humanos (Takahashi
et al., 1992), sendo que em alguns casos a produgdo de FGF2 por células
tumorais é estimulada por sinais inflamatérios provenientes de células normais
adjacentes, como TNF-a (“Tumor Necrosis Factor- a”) e INF-y (“interferon-y”)
(Samaniego et al., 1998). No segundo caso, FGF-5 pode ser secretado por
células normais em resposta a um tecido tumoral adjacente, ndo sendo

detectado em condigbes normais (Kornmamm et al., 1997).
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Uma terceira possibilidade de aumento na sinalizagdo de FGFs ocorre
através do aumento da disponibilidade de FGFs solaveis mobilizados, pela
acao de heparanases, da matriz celular (Bashkin et al., 1989, Vlodavsky et al.,
1988).

Em muitas linhagens tumorais FGF2 induz morte celular (Krejci et al.,
2004, Smits et al., 2000, Fenig et al., 1997, Chen et al., 1995, Zhou & Serrero,
1993), incluindo linhagens de “Sarcomas de Ewing’s” (familia de linhagens
tumorais humanas isoladas predominantemente de tecido ésseo em criangas e
adolescentes) (Sturla et al., 2000). Em linhagens tumorais humanas de mama o
efeito inibitério de FGF2 é observado. Dentre estas linhagens, as células MDA-
MB-134 sao fortemente inibidas por FGF2, relacionando-se sua inibigao com a
super-expressao do FGFR-1 (Westwood et al., 2002, McLeskey et al, 1994).
Por outro lado, em outros tumores humanos de mama, como os de células
MCF-7 (que expressam baixos niveis de mRNA para FGFR-1), FGF2 induz a
produgédo e secregdo de peptidases de membrana associadas a invasao de
tecidos e metastase, além de promover proliferagdo celular (Liu et al., 2002).
Curiosamente, quando transfectadas com o oncogene v-H-ras (clones MCF-
7ras) tais células respondem a FGF2 com uma forte inibicdo na proliferacéao,
relacionada com a ativacdo prolongada da via de MAPK (*Mitogen Activated
Protein Kinase”) (Liu et al., 1998).

Um exemplo classico de integragédo viral em células de mamiferos é o
modelo de MMTV (“mouse mammary tumor virus”) que pode induzir a super-
expressao de proto-oncogenes (“amplicons”), conferindo fenétipo tumorigénico
para as células. Trabalhos recentes nesta area tém identificado uma série de
locos génicos sob o controle de MMTV, dentre eles: FGF-3 (Peters et al.,
1983), FGF-4 (Peters et al., 1989) e FGF-8 (MacArthur et al., 1995). Entretanto,
nao é observado incremento na expressdo de mRNA para FGF3-4 na maioria
destes tumores. Além disso, o oncogene que codifica para ciclina D1 é
encontrado, invariavelmente, no mesmo “amplicon” de FGF3-4, sugerindo que
estes podem nao estar relacionados no processo tumorigénico (Lammie &
Peters, 1991).

Como visto, muitos trabalhos evidenciam uma relagao positiva entre
tumorigénese e expressdo de FGF e de seus receptores, embora outros

mostrem uma relagao nula ou negativa. Neste contexto, a principal hip6tese do
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trabalho aqui apresentado, baseada nos resultados obtidos e em uma nova
revisdo de dados bibliograficos, leva-nos a sugerir uma nova fungéo biologica
exercida por FGF2: ativagao de uma resposta supressora de tumor.

De fato, uma nova analise da correlagdo entre células tumorais e
alteragdes na expressao de FGF2, sugere que estas alteragbes possam atuar
como mecanismos adicionais de controle homeostatico, acionados em resposta
ao surgimento de células que adquiriram determinados tipos de amplificagbes

oncogénicas.

1.7 Angiogénese

O processo de angiogénese é absolutamente necessario para o
crescimento de tumores, sendo regulado pelo fino equilibrio entre indutores e
inibidores do processo (fatores angiogénicos e angiostaticos, respectivamente)
(Risau, 1997, Folkman, 1971). Embora tratamentos anti-angiogénicos sejam
amplamente empregados no combate a tumores, trabalhos recentes
evidenciam que a hipOxia causada por estes tratamentos pode selecionar
células resistentes mais agressivas, além de induzir metastase (Blagosklonny,
2004).

Alguns membros da familia de FGF, em particular, FGF1 e FGF2, sao
moléculas angiogénicas (Folkman & Shing, 1992) podendo atuar
sinergisticamente na presencga de VEGF (“Vascular Endothelial Growth Factor”)
(Goto et al., 1993).

In vivo, a proliferacdo de células de tumores de células-B nao é
diretamente afetada pela reducao da sinalizagdo via FGFR2 (através de sua
competicdo com a forma solivel do receptor do tipo 2, sFGFR2), mas
indiretamente, através da diminuicdo do processo de angiogénese (Compagni
etal., 2000).

Na area de pesquisa cardiovascular, um grande numero de trabalhos
tem estudado a utilizagao terapéutica de FGF2, dada suas propriedades
angiogénicas, como protecao cardiaca adicional contra isquemias no miocardio
(Detillieux et al., 2004, Aviles et al., 2003).
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1.8 Transdugao de sinal: do receptor a proteina Ras

A grande maioria das respostas celulares a ativagdo de FGFR é
mediada por proteinas adaptadoras localizadas na parte interna da membrana
plasmatica: FRS2a e FRS2B (Xu et al., 1998, Hadari et al., 1998, Kouara et al.,
1997). Estas proteinas possuem dorninios de ligagéo a fosfo-tirosinas (PTB) e
multiplos sitios de fosforilagdo que servem como dominios de ligagao para
outras proteinas, como Grb2 (proteina adaptadora), Shp2 (tirosina fosfatase) e
SOS (fator de troca de nucleotideo) (Hadari et al., 1998, Kouara et al., 1997).

Semelhantemente as mutagbes inativadoras em FGFRs, a inativagdo
génica de FRS2a resulta em letalidade embrionaria e em defeitos severos na
gastrulagao (Hadari et al., 2001).

Em condigbes normais, FRS2a funciona como conectora entre o sinal de
ativagao dos FGFRs até as vias de Ras, MAPK e PI3K (“Phosphatidylinositol-3
Kinase”), entre outras.

A familia de proteinas Ras é composta por trés tipos principais de
isoformas: N-Ras, H-Ras e Ki-Ras, cada qual diferindo entre si por poucas
modificagbes na porgéo C-terminal.

O descontrole da atividade de Ras, levando ao aumento dos niveis de
Ras ligado a GTP (guanosina trifosfato) ndo esta somente relacionado com a
formagdo de altas porcentagens de tumores (30% do total dos canceres
humanos, atingindo os maiores indices em pancreas 90%, e adrenocarcinomas
50% (Bos et al., 1990), como também é o ponto central de uma série de vias de
sinalizagdo intracelular. Anadlises quantitativas estimam que em 50% dos
tumores humanos os niveis de transcritos de ras estdo duas a dez vezes
aumentados em relagéo ao tecido normal (Barbacid, 1987).

De uma forma resumida, a atividade de Ras é controlada pelo equilibrio
entre Ras ativo (Ras-GTP) e Ras-inativo (Ras-GDP), determinado pela
atividade competitiva entre duas familias de proteinas: as GEF's (“Guanidine
nucleotide Exchange factor”, que inclui a proteina SOS) que faciltam a
liberagao de GDP do complexo Ras-GDP, ativando Ras; e as GAP’s (“GTPase
Activating Proteins”) que aumentam a atividade GTPasica do complexo Ras-
GTP, inativando-o (Bollag & McCormick, 1991).
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A principio, existem dois modelos bioquirnicos que resultam na
amplificagdo dos niveis de Ras-GTP em uma célula normal. O primeiro
consiste em mutagdes pontuais no gene ras, que originam duas possiveis
alteracoes metabodlicas dependendo da localizagdo do cédon mutado: a
reducdo a atividade GTPasica (resisténcia a acao das GAP’s) ou a facilitagcao
da troca de GDP por GTP. Tanto uma como outra mutacdo favorecem a
estabilizacdo de Ras ativo (Ras-GTP). O segundo modelo nido envolve
mutagdes em nenhum dos codons essenciais, mas relaciona-se com a
amplificacdo do gene ras e, consequentemente, a super-expressdo de seu
produto, favorecendo um aumento dos niveis de Ras-GTP.

A troca de Ras-GDP por GTP confere alteragdes conformacionais no
complexo, o que permite a interacdo e a transmisséo do sinal de Ras-GTP para
inimeras proteinas efetoras.

Dentre os efetores mais estudados de Ras estdo as proteinas da familia
de Raf, que sado os primeiros componentes de uma via de kinases denominada
via de MAPK, as proteinas RalGDS, PI3K e PKC (para uma reviséo:
Malumbres & Pellicer, 1998).

1.9 A via de MAPK

Desde a descoberta inicial de MAPK em células de mamiferos (Boulton
et al., 1990), foram identificados e reunidos, por homologia e funcionalidade,
dezenas de genes da familia de MAPK incluindo: ERK’s (“extracelular signal
regulated kinase”), p38’s e JNK's (Robinson & Cobb, 1997). Todos estes genes
sao regulados por diferentes quinases com certa especificidade, como: MEK1-2
que regula ERK1-2 e JNK-quinase (ou JNKK) que regula JNK.

A via de ERK mais estudada é composta por, no minimo, cinco kinases
ativadas em série, denominadas: Raf, MEK1-2 e ERK1-2.

A ativagao das ERK’s, através de sua fosforilagdo e dimerizagao, regula
a atividade de proteinas citossolicas e, sendo translocadas para o nucleo
celular, podem fosforilar uma série de fatores de transcricdo regulando a
expressao génica e permitindo, dentre outras agdes, a progressao no ciclo
celular (Brunet et al., 1999, Gonzalez et. al, 1993).
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Dentre os substratos das ERK'’s, os mais estudados sao: phospholipase
Az, RSK’s (Proteinas ribossomais kinases), alguns fatores de transcricdo da
familia TCF (ternary complex factor: Elk-1 e CREB-1), c-Myc, além de proteinas
do complexo AP-1. A magnitude e duragdo da ativagdo das Erk’s no nucleo
celular determinam o repertério de membros de proteinas das familias Fos e
Jun que serdo expressos e disponiveis para formarem complexos de
transcrigdo durante a primeira fase do ciclo celular (Cook et. al, 1999).

Apesar da ativagao de ERK1-2 estar relacionada com sinais mitogénicos
(Widmann et al., 1998) sua atividade deve ser cuidadosamente regulada, pois
controla outros fenbmenos como senescéncia (Wellbrock et al., 2004), inibigao
de proliferagéo (Pumiglia et al., 1997), diferenciagdo terminal (Qui et al., 1992)
ou protegao contra apoptose (Kazama & Yonehara, 2000, Gardner & Johnson,
1996).

Apds um estimulo mitogénico ERK1 pode regular negativamente uma
série de quinases, dosando os sinais mitogénicos extracelulares, como
exemplo, regulando negativamente Raf-1 através de sua fosforilagdo em sitios
especificos (Dougherty et al., 2005). No caso de FGFR’s, a proteina
adaptadora FRS2a pode ser alvo de um mecanismo de inibigédo intracelular,
induzido por ERK-1, como forma de atenuar sinais prolongados via FGFR->»
FRS2a-> Ras = MAPK (Lax et al., 2002).

1.10 O complexo AP-1

AP-1 foi o primeiro fator de transcricao identificado em células de
mamiferos (Angel & Karin, 1991) e atua na regulagdo de uma série de
processos celulares como proliferagdo, morte, sobrevivéncia e diferenciagcao
(para uma revisao: Shaulian & Karin, 2002).

AP-1 consiste em varias combinagbes diméricas entre membros das
familias Fos (c-Fos, FosB, Fra-1 e Fra-2), Jun (c-Jun, JunB e JunD), Maf (c-
Maf, MafB, MafA, MafG/F/K e Nrl) e ATF (ATF2, LRF1/ATF3, B-ATF, JDP1 e
JDP2) que se dimerizam através de um ziper de leucina e ligam-se ao DNA

através de uma regiao basica adjacente (Chimenov & Kerppola, 2001).
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c-fos e c-jun sdo homéblogos de oncogenes retrovirais, sendo c-Jun
indispensével na transformacao induzida por Ha-Ras (Johnson et al., 1996).

As diferentes combinagdes de membros disponiveis para formacdo dos
complexos AP-1 dependem da magnitude e duracdo da ativacdo de MAPK,
evidenciando que diferengas quantitativas na duracdo de MAPK-ativa culminam
em diferengas qualitativas na expressdo génica e estabilizagdo de proteinas
expressas (Cook et al., 1999, Okasaki & Sagata, 1995, Hill et al., 1994).

Estes complexos reconhecem no DNA seqliéncias consenso
denominadas TRE (“TPA responsive element’) e CRE (cAMP response
elements) (Chimenov & Kerppola, 2001) o que regula diretamente o controle da
transcrigdo de varios genes, incluindo ciclina D1 e genes do proprio complexo
(Shaulian & Karin, 2001, Schontal et al., 1989, Angel et al., 1988).

A afinidade de ligagdo do complexo AP-1 por sitios especificos do DNA
é determinada pelas diferentes combinagées possiveis de dimeros (Ryseck &
Bravo, 1991), e a formagao de um complexo AP-1 estavel, € uma das etapas
iniciais e indispensaveis para a estimulagdo da sintese de DNA (Abate &
Curran, 1990).

1.11 A proteina CREB

O fator de transcrigdo CREB (“Cyclic AMP Response Element Binding”)
€ o responsavel pela transmissdo do sinal de uma série de mensageiros
celulares, como cAMP (“3'5’cyclic AMP”), despolarizagdo de membrana, célcio
intracelular, além de ser alvo de vias controladoras de processos bioldgicos,
como crescimento e diferenciacao (Gonzalez & Montminy., 1989).

A ativacdo de CREB1, através da fosforilagdo do residuo serina-133,
aumenta sua afinidade pela proteina CBP (“CREB-binding-protein”) (Chrivia et
al. 1993) promovendo sua interagdo e ligagdo ao DNA em seqiiéncias
consenso TGANNTCA, em regides denominadas CRE (Cyclic AMP response
element) o que regula o controle da transcrigdo de varios genes como os do
complexo AP-1 e TCF (Ginty et al. 1994, Bourtchuladze et al. 1994).
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1.12 A via de PI3K

Alguns fosfolipideos de membrana funcionam como substancias-chave
na mediagdo de varios processos celulares como transmissdo de sinal e
controle da divisao.

Enzimas relacionadas com a hidrélise destes lipideos sdo denominadas
de fosfolipases e assumem um papel fundamental no processo de divisdo
celular.

Atualmente, PI3K é reconhecida como uma das mais importantes
proteinas-quinase regulatérias de vias de sinalizagdo dependentes de lipideos
de membrana. Possui duas subunidades: a regulatéria, p85, e a catalitica, p110
(Kapeller et al., 1994), e apresenta dupla atividade enzimatica (lipidio e
proteina kinase) o que lhe permite acionar um grande numero de sinais de
regulacao de fungbes celulares como proliferacdo, evasdo a apoptose e
transformacao (Carpenter et al., 1993).

O efeito protetor da expressao de alguns genes supressores de tumor é
muitas vezes ativado pela inibi¢cdo da via de PI3K. Um produto destes genes é
a proteina fosfatase PTEN, que atua inativando lipideos de membrana ativados
por PI3K (Wu et al., 1998). Alguns inibidores especificos de PI3K (wortmanina
e LY294002) induzem uma significante redugdo na taxa de proliferagdo e
previnem a transformacao maligna (Valhos et al., 1994, Yano et al., 1993).

Os principais efetores de PI3K relacionados com proliferagdo sdo: PKC
(proteina quinase C), algumas pequenas proteinas G e MAPK’s (Krasilnikov,
2000). Por outro lado, os principais efetores relacionados com evasdo a
apoptose sio: a via de AKT (ou PKB — proteina kinase B) e das “enzimas
dependentes de AKT” (GSK-3, ILK, caspases, BLC2, p.ex.) (Toker, 2000). Em
ambos os casos, a ativacdo destes efetores depende do tipo celular e do
estimulo utilizado.

A maxima atividade catalitica de AKT, uma serina/treonina quinase,
envolve o reconhecimento de lipideos de membrana ativados por PI3K e a
fosforilagdo em dois residuos especificos (treonina-308 e serina-473), um

dependente e outro independente de PI3K, respectivamente (Toker, 2000).
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Uma vez ativa, AKT deixa a por¢ao interna da membrana plasmatica
para fosforilar (inativar) substratos citoplasmaticos envolvidos em processos
apoptéticos, incluindo membros da familia pré-apoptoética de bcl-2 (Datta et al.,
1997) e proteases como a caspase-9 (Cardone et al., 1998) e ser translocada
para o nucleo aonde induz a ativagao de fatores de transcrigdo como CREB,
E2F e NF-KB (Kandel & Hay, 1999).

Estudos em células da glia demonstram que a agdo combinada das vias
de Ras e PI3K induz transformagido em astrocitos, evidenciando que a
atividade em apenas uma das vias é insuficiente para tumorigénese (Holland et
al., 2000).

No nosso modelo de estudo, linhagem tumoral Y1 de cortex de adrenal
de camundongo quando mantida na interface GO/G1 apresentam um basal
constitutivo de AKT ativada (pAKT) relacionados aos altos niveis de Ki-Ras-
GTP expressos nestas células, evidenciando que alteragdes nos niveis de Ras-
GTP podem levar a ativagdo de AKT (Forti et al., 2002).

1.13 Ciclinas e CDKs

As maiores transigbes do ciclo celular em células eucariéticas sao
orientadas por proteinas quinase dependentes de ciclina (CDKs). Apesar dos
niveis de expressido das CDKs serem constantes ao longo de todo o ciclo, o
controle temporal e coordenagéo da atividade das CDKs s&o controlados por
mecanismos rigidos que requerem sua ligagdo com proteinas denominadas
ciclinas e sua fosforilagdo por CAK (“CDK-activating quinase”). O complexo
CDK-ciclina ainda pode estar sob o controle de subunidades regulatorias
(conjuntamente denominadas de “CKI” — inibidores de ciclinas quinases)
(Morgan, 1995 e 1997).

Diferentes membros da familia das CDKs, em associagdo com diferentes
ciclinas, atuam em momentos distintos de toda a transicdo G1->S->G2/Mitose.
Como exemplo deste processo a progressiva acumulagéo das ciclinas A e B
durante o ciclo celular e sua abrupta degradacdo durante a anafase da mitose
medeiam a entrada e saida da mitose, respectivamente, através do controle da
atividade de CDK-1 (Kelly & Brown, 2000).
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Estimulos mitogénicos, através da atividade de ERK, medeiam a
fosforilagdo e estabilizagdo de fatores de transcrigdo, como c-Myc, que
induzem a expressao de ciclinas D1 e suprimem a express&o dos CKls (p15™,
p16"™ p21CP! p27¥P! p.ex.) favorecendo a atividade catalitica do complexo
ciclina-CDK e a progresséo no ciclo celular (Sears & Nevins, 2002). Um destes
inibidores, p27Kip1, atua na transigdo G1->S prevenindo uma prematura entrada
na fase S do ciclo celular.

A associagéo ciclina D-CDK-4 e CDK-6 induz a fosforilagao e inativagao
da proteina Rb (Morgan, 1997), permitindo a transcrigio de genes dependentes
de E2F como: ciclinas B e E, componentes para replicagdo do DNA (ORCs,
DNA-polimerase a) e progressao na fase S (Sears & Nevins, 2002).

Alguns trabalhos sugerem que Rb é o uUnico substrato essencial de
ciclina D-CDK4/6, sendo que células que perdem Rb nao requerem ciclina D
para proliferacao (Sherr C.J., 2004).

Células tumorais Y1, expressam niveis constitutivamente altos de c-Ki-
Ras-GTP, levando a uma ativagédo cronica de AKT e conseguentemente a

permanente inibicdo da expressao de p27" P! (Forti et al., 2002).
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Proposicoes e Objetivos

Nosso laboratério tem como principal objetivo o estudo do controle do
ciclo celular em células de mamiferos, definindo os mecanismos moleculares
centrais na transi¢cdo das fases G0/G1->S->G2/M deste ciclo, e que controlam
processos bioldgicos fundamentais como proliferagéo e morte celular.

Nos Ultimos anos o principal modelo celular em estudo é a linhagem
tumoral Y1 de cortex de adrenal de camundongo que, associada a uma série
de clones e inibidores moleculares especificos, nos permitiram o entendimento
parcial e a elaboragdo de uma rede de controle dos sinais disparados por
receptores de FGF2, ACTHi.39 (Hormodnio Adrenocorticotropico) e AVP
(Arginina-Vasopressina) (Lotfi & Armelin, 1999 e 2001, Lotfi et al., 2000,
Lepique et al., 2000 e 2004, Forti et al., 2000 e 2002, Schwindt et al., 2003,
Rocha et al., 2003). |

Nestes trabalhos, a anadlise dos efeitos de FGF2 na linhagem Y1 era
observada no intervalo GO>G1->S e apresentada como um forte sinal
mitogénico. De fato, FGF2 induz em células Y1 a ativagdo e expressdo de
fatores necessarios para as transigbes GO>G1->S do ciclo ceiular, como a
ativagdo de Erk1-2, indugdo genes de resposta primaria, ciclina D1 e
fosforilagdo de Rb (Armelin et. al, 1996; Lotfi et. al, 1997 e 2000, Rocha et al.,
2003 e dados nzo publicados).

Neste projeto de tese fizemos uma analise mais ampla do ciclo celular,
particularmente focalizando a transigio G1->S->M. Nossas observagdes
preliminares mostraram que FGF2 bloqueia a transicdo S->M causando morte
celular de células tumorigénicas Y1.

De conhecimento prévio que, além de ser um potente agente
angiogénico e neurotrofico, FGF2 (18kDa) exerce um forte efeito mitogénico
em culturas primarias de células adrenocorticais nao transformadas (Esch et
al., 1985), nossos novos resultados sugeriram-nos a hipotese de que FGF2
dispara um processo de morte celular exclusivamente em células

tumorigénicas, cujo estudo se transformou no principal foco deste trabalho.
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Tendo esta motivagdo como pano de fundo os objetivos experimentais

especificos desta tese foram:

1) Caracterizagdo dos sinais mitogénicos iniciais (GO->G1->S) disparados
por FGF2;

2) Descrigdo e caracterizagdo dos efeitos de FGF2 in vitro e in vivo na
proliferagdo e morte celular das linhagens celulares tumorais adrenais
de camundongo Y1 e fibroblastos Balb3T3 transformados pelo oncogene
Ha-ras-V12 (sub-linhagens B61 e EJA);

3) Selegéao e caracterizagao de clones celulares resistentes a morte celular

causada por FGF2,
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2. Materiais

2.1. Linhagens celulares

Células de carcinoma de adrenocortex de camundongo, linhagem Y1 obtida
da American Type Collection (Rockville, MD, 1973). Possuem o proto-
oncogene c-Ki-ras amplificado, tendo como consequéncia direta uma elevada
expressdo da proteina Ki-Ras na forma ativada (Ki-Ras-GTP) (Schwab et. al,
1983; Kimura & Armelin, 1988).

As linhagens Y1-RasN17, clones 3.1, 1.5 e 2.7 sao transfectantes
condicionais de Y1 carregando o mutante dominante negativo Ha-RasN17 sob
0 controle do promotor MMTYV responsivo a dexametasona (Forti et al., 2002).

Os derivados clonais de Y1 selecionados, em ensaios de morte celular por
formagao de coldnias, como resistentes aos tratamentos citotoxicos de FGF2
foram denominados de Y1-FGF-resistentes, ou simplesmente: Y1-FR1-3,
numerados de acordo com a ordem em que foram isolados.

As células denominadas “Ex-vivo-Y1” foram originadas de tumores de
células Y1 crescidos em camundongos Balb/c Nude, removidos em ambiente
estéril, dissociados mecanicamente em pequenos agregados celulares
mantidos em DMEM + soro (FCS10%) até adesao a superficie da placa de
cultura. Os clones de células “Ex-vivo-Y1” denominados de “Y1-T1” e “Y1-T2”
(“T"=tumor) foram obtidos do tumor controle (i.e. animais n&o tratados com
FGF2) e do tumor de animais tratados com FGF2, respectivamente.

A linhagem Balb3T3, clone A-31, sdo células mesenquimais pluripotentes
de embrido de camundongos isogénicos Balb/c (Aaronson & Todaro, 1968) e
seus derivados, clones EJA e B-61 (Kovary et al., 1989) foram obtidos por co-
transfecgdo dos plasmideos pHSV-neo e pEJ-6,6, que contém o oncogene
humano EJ-ras clonado (Shih & Weinberg, 1982). Seus clones, selecionados
como resistentes aos tratamentos citotéxicos de FGF2 foram denominados de
B61-FR1-7 (numerados de acordo com a ordem em que foram isolados) e EJA-

FR3 (0 unico clone resistente a FGF2 isolado da linhagem EJA).
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O clone revertente de B-61: 4-AB, e os clones revertentes de EJA: 2A, 3D e
5A, foram selecionados por dependerem de fatores de crescimento para
sintetizarem DNA (através da adigdo de um analogo téxico de timidina -FUDR
— na auséncia de fatores estimuladores de entrada na fase S) e mostraram-se
com capacidade tumorogénica reduzida em relacdo as células parentais
(Rocha K.M. & Armelin H.A., dados nao publicados).

As linhagens celulares adrenais Y1, as fibroblasticas Balb3T3 parentais
normais, as sub-linhagens transformadas B-61, EJA e seus respectivos

revertentes ndo tumorogénicos sao mantidas em meio completo: DMEM

(“Dulbeco’s modified Eagle medium”) + 1,2 g/ml de bicarbonato de sédio + soro
fetal bovino (FCS10%). Os transfectantes condicionais Y1-RasN17-3.1, -1.5 e -
2.7 sao mantidas em meio completo adicionado de 100ug/ml de geneticina. Os
derivados clonais resistentes a FGF2 (Y1-FR1-3, B61-FR1-7 e EJA-FR3) séo
mantidos em meio completo adicionado de 1nM de FGF2. As culturas sao

mantidas a 37°C em uma atmosfera umida com 5%CQ,/ 95% ar.

2.2. Linhagens animais ‘

Mus Domesticus Domesticus, linhagens Balb/c imunocompetentes e

apnN 9/qjeg

imunodeficientes (Nude), isogénicos, criados e fornecidos pelo Biotério de
Produgdo e experimentagdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do
Instituto de Quimica da USP. Foram mantidos a 22°C, umidade 55% e -
luminosidade de 12h luz/12h escuro. A nutricdo & comercial extrusada e
esterilizada. O tratamento dos animais segue as normas do Colégio Brasileiro

de Experimentacdo Animal (COBEA, http:// www.cobea.org.br).
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2.3. Fatores de crescimento e Hormonios

FGF1 e FGF2 recomnbinantes (fatores de crescimento de fibroblasto bovino,
formas acida e basica, respectivamente) produzido e gentiimente doado pelo
Dr. A. G. Gambarini (Instituto de Quimica, USP). Sao armazenados em
pequenas aliquotas (135uM) em PBSA e diluidos 1:1000 em DMEM no
momento anterior a adigdo no meio celular.

Como controle da preparacao do FGF2 do Dr. A.G. Gambarini, utilizamos
FGF2 bovino (forma basica recombinante) produzido e doado pelo Dr. Paulo L.
Ho (Instituto de Biotecnologia — Butantan — SP) e o FGF2 humano (forma
basica recombinante) comprado da Sigma (St. Louis, MO). Ambos
apresentaram resultados semelhantes.

A andlise de nossa preparagdo de FGF2 (se¢do 3.15) baseou-se em
ensaios de HPLC-MS e MALDI-TOF, com a ajuda do Dr. Daniel Carvalho
Pimenta (Centro de Toxinologia Aplicada — CAT — Butantan — SP) (Fig. M1)
que garantem 90-95% de pureza em nossa preparagao de FGF2, e em ensaios
de medidas de endotoxina (CONFAR — FCF — USP) que adequaram o uso do
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Figura M1: (A) Espectro de massa (MALDI) e (B) separagdao em HPLC do
FGF2 recombinante bovino. O valor teérico m/z de (M+H+) para o FGF2
recombinante humano é 17.103 (Venkataraman et al., 1999). No espectro
podemos observar os dimeros de FGF2-FGF2 (34.485) e o pico de m/z = 8.580
que corresponde ao mondmero com carga dupla (M+2H+). A calibragéo foi
sempre externa, utilizando padroes de massa molecular correspondentes a

faixa de massa a ser analisada (mioglobulina).
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FGF4 e FGF5 ambos humanos (formas recombinantes) comprados da
Sigma (St. Louis, MO).

PMA (phorbol 12-myristate-13-acetate) um analogo de DAG (diacilglicerol),
um segundo mensageiro intracelular ativador de PKC, adquirido da Sigma.

Di-butiril-cAMP um analogo do mensageiro intracelular cAMP utilizado
como ativador de PKA adquirido da Sigma (St. Louis, MO).

2.4. Anticorpos

¢ Policlonais de coelho: anti-c-Fos, anti-c-Myc, anti-phospho-CREB1
(Ser133), anti-ciclina D1 e anti-ciclina A todos da Santa Cruz Biotecnologies
(Santa Cruz, CA);

¢ Monoclonais: anti-Ki-Ras da Santa Cruz Biotecnologies (Santa Cruz,
CA) e anti-BrdU (Amersham-Pharmacia) ambos de camundongo

e IgG (Fab specific) anti-mouse conjugado com FITC da Sigma;

e Anticorpo anti-AKT, anti-phospho-AKT (Ser473), anti-Erk1-2 e anti-
phospho-Erk1-2 (Thr202 e Tyr204) da New England Biolabs (Beverly, MA);

e Anticorpo horseradish peroxidase labelled anti-rabbit (HRP) (Amersham-

Pharmacia).
2.5. Solugoes

e Liquido de cintilagao (4g PPO + 0,1g POPOP + 1L Tolueno);

e Tripsina (solugdo 0,1% em PBSA e 1 mM de EDTA);

e PBS - KCI 2,7mM, NaCl 137mM, Na,PO4 anidro 8mM, KH,PO4 1,5mM,
CaCl,.2H,0 0,68mM e MgCl,.6H,0 0,49mM (pH 7,2);

e PBSA - NaCl 140mM, KCI 2,7mM, NayPOs anidro 8mM, KH;PO4
1,5mM;

e DMEM + 1,2g/ml de bicarbonato de sédio);

e Corante Ponceau (0,1%Ponceau, 10%acido acético glacial);

e TBST (10mM Tris base pH8,0, 150mM MacCl, 0,2% Tween-20);

e Tampao de transferéncia para SDS-PAGE: 25mM Tris-base, 0,2M
glicina, 20% metanol (pH8,5);
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e Tampédo de corrida para SDS-PAGE: 25mM Tris-base, 250mM glicina,
0,1% SDS, pH 8,3;

e Tampao de lise “RIPA”: 10mM Tris-HCI pH 7,5, 150mM NaCl, 1%
deoxicolato de sédio, 1% NP-40, 0,1% SDS;

e Tampao de amostra (2X): Tris-HClI 100mM, ditiotreitol 200mM, SDS
4%, azul de bromofenol 0,2%, glicerol 20%;

e Tampéo de lise branda (para ensaios de elongacdo de cadeia de
DNA): Triton X-100 0,5%, NaCl 0,1M e EDTA 10mM);

e Tampao de lise nuclear (para ensaios de elongagdo de cadeia de
DNA): NaOH 0,3N, NaCIl 1M, EDTA 10mM.

2.6. Reagentes

*H-Timidina e Timidina, membrana de nitrocelulose Hybond-c extra e Kit
ECL Western Blot Enhanced Chemiluminescence (todos Amersham-
Pharmacia); DAPI (4’,6-diamino-2-phenylindole), Dexametasona, BrdU
(bromodeoxyuridine), DAB (Diaminobenzina), IP (iodeto de propidium), acido
trifluoroacético (TFA), Acetonitrila e Albumina (BSA) (todos Sigma); FCS (Fetal
Calf Serum - Cultilab); Reagente Bradford (Bio Rad); SDS (sodium dodecyl
sulfate), Metanol, Etanol, HCI e Formaldeido em soluc¢ao (Merck); Kit Vecstatin
Elite ABC (Vector laboratories); NP40 (Dupon); Colcemida (Gibco); Kit In Situ
Cell Death detection, POD (Roche Diagnostics); IPTG

(“isopropilthiogalactoside”).

2.7. Inibidores

¢ Inibidores para tampao de lise SDS/PAGE: ortovanadato de soédio
(1mM), aprotinina (2ug/ml), pepstatina (2ug/ml) e PMSF (2ug/ml) todos da
Sigma e DTT;

¢ Inibidores de quinases de vias de sinalizagao: inibidores de PI3K:

Wortmanina e Ly294002 (Cell Signaling Tecnology).
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2.8. Equipamentos

Espectrofotdbmetro de Cintilagdo Liquida Computadorizado (Packard);
Paquimetro; Seringas para Insulina (Becton Dickinson AR); aparelho
FACSTARplus (Becton Dickinson, San Jose, CA) com laser de ion Argdnio
(488nm) usando o software Lyses Il; estufas de CO, para cultura de
células(Forma Scientific); HPLC binario (Shimadzu Class 10Avp); coluna C18
(Waters NovaPak, 2mm x 150 mm); microscopio Optico de fluorescéncia

(Microscopio Nikon Fluophot).
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3. Métodos

3.1 Quantificagdo de proteinas pelo método de SDS-PAGE/
Western Blot

Sao plaqueadas 5x10° células/P60 (placas Corning — 60 mm) em meio
completo (diferente para cada tipo celular, secdo 2.1.) por 24 horas.

Em experimentos aonde as células sao sincronizadas em GO0, as células

sdo lavadas 1x PBS + 2x DMEM (ambos a 37°C) aonde permanecem em
DMEM na auséncia de soro, por 48 horas para sincronismo em G0. Apés este
periodo as células sdo estimuladas no chamado “tempo Oh” pelos tratamentos
adequados.

Em células n&o sincronizadas em GO0, apoés 24h do plagqueamento as células

sdo lavadas 1x PBS + 2x DMEM (ambos a 37°C) e iniciam-se imediatamente
os tratamentos adequados (tempo Oh). No tempo Oh as células sao
estimuladas com os fatores descritos em cada experimento e, no caso de
pulsos, apds seu término as células sao lavadas 1x PBS e 2x DMEM e
retornam para DMEM + FCS10%.

Apéds os tratamentos as células sdo lavadas (1X PBS, 37°C) e lisadas com
o tampao de lise “RIPA” + inibidores. Raspam-se imediatamente as placas,
centrifuga-se a 14.000 rpm por 10 min (Microcentrifuga Eppendorf). O
sobrenadante é aliquotado e guardado em freezer a -80°C. Reserva-se uma
aliquota para dosagem de proteinas, que é feita utilizando-se o reagente de
Bradford. Uma vez quantificadas, aliquotas de 50-100ug s&o aplicadas em gel
de SDS-poliacrilamida (10-15%) e a eletroforese ocorre a 35 v por 16h.

As proteinas sé&o transferidas a uma membrana de nitrocelulose (Hybond-c
extra), aonde ocorre o processo de reagdo com os anticorpos primario
(“overnight” 4°C em TBST + 5% leite desnatado) e secundario (1h 27°C em

TBST), e posterior revelagdo com o Kit ECL.
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3.2 Preparagao de GST-RBD (Glutationa-S-Transferase-Ras-

Binding-Domain)

A bactéria BL21 transformada com o plasmideo pGEX-2T-RDB, foi
inoculada em meio 2YT + 100ug/ml ampicilina e mantidas a 37°C por 16h.

Cerca de 3ml desta pré-cultura foi inoculado em 300ml de 2YT + 2% glicose
+ 100pg/ml ampicilina mantidas a 37°C até alcancgar a Agoo entre 0,6- 0,8. Neste
ponto adicionou-se 1mM de IPTG e incuba-se por 2h. A suspensido de
bactérias foi centrifugada por 10 min a 8krpm (4°C). O sedimento foi
ressuspendido em 10ml PBS contendo 0,5-2mM DTT, 0,1uM aprotinina, 1pM
de leupeptina, 1uM pepstatina e 1mM PMSF. As bactérias foram sonicadas por
10 ciclos (4°C, Microtip, 60W), procedimento este que se repetiu por 6 vezes.
Apés a adigdo de Triton X-100 na concentragdo final de 1%, misturou-se
lentamente por 30 min (4°C), centrifugou-se a 3krpm por 10 min e adicionou-se
glicerol na concentragéo final de 10%.

Os lisados bacterianos ricos em GST-RBD foram aliquotados e guardados a
—-80°C. Antes e apds a indugdo com IPTG, retirou-se uma aliquota de 500yl,
centrifugou-se e ressuspendeu-se em 100pl de 1x tamp&o de amostra de SDS
e foi utilizado 20ul para analise em 15% SDS-PAGE.

3.3 Lise celular e Precipitacao de Ras-GTP

Sao plaqueadas 25x10° células/P150 (placas Corning — 150 mm) em meio
completo (diferente para cada tipo celular, se¢do 2.1.) por 24 horas e, se
necessario, sincronizadas em GO como apresentado na seg¢éo 3.1.

Decorridos os tratamentos inicia-se o processo de lise celular com a
lavagem das células (1x PBS), adi¢gdo de tampéo de lise “RIPA” + inibidores de
proteases/fosfatases + 1mM MgCl, e raspagem. Os lisados s&o centrifugados a
14.000 rpm por 10 min, aliquotados e estocados a -80°C.

O lisado de GST-RBD (sec¢ao 3.2) é incubado com "beads” de glutationa-
sepharose (Amersham-Pharmacia) por 1h a temperatura ambiente. Apos a
incubac3o, centrifuga-se (2krpm, 4 min) e lava-se 3x com tampdo de lise

“RIPA”. A seguir incuba-se 50ug da proteina de fus&o imobilizada (GST-RBD-
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Glutationa-Sepharose) com 800ug de proteina do lisado de células por 1 hora a
4°C. Centrifuga-se e lava-se 3x com tampao de lise “RIPA” + inibidores e
ressuspende-se os “beads” em tampao de amostra de proteinas. As proteinas

sao fracionadas em gel 15% SDS-acrilamida.

3.4 Detecgdo da expressio de proteinas, método de

Imunocitoquimica por reagdao de Imunoperoxidase

Sao plaqueadas cerca de 2x10° células/laminula (1,3cm) em meio completo
(diferente para cada tipo celular, secdo 2.1.) por 24 horas e, se necessario,
sincronizadas em GO como apresentado na segdo 3.1.

Decorridos os tratamentos, duas laminulas de cada condigao sao
coletadas, as células fixadas em formaldeido 3,7% (10 min), lavadas e
permeabilizadas com 1% de NP40. As reagdes inespecificas sao eliminadas
com soro normalizador (10% em PBSA + 0,3% de Triton) e incubadas com o
anticorpo primario especifico em PBSA + 1mg/ml BSA, por 16h a 4° C.

Utiliza-se o Kit Vectastin Elite ABC (Vector laboratories) e DAB (Sigma)
para evidenciar as proteinas em questdo. As laminas prontas s&o contra-
coradas com hematoxilina e posteriormente diferenciadas com LiCO3.

As laminas prontas foram analisadas em microscépio 6ptico. Foi contado

um total de 10° nticleos/experimento em cada condigéo experimental (N=1000).

3.5 Sintese de DNA detectada por incorporagdo de Timidina

tritiada (*HTdR) medida em espectréometro de cintilagdo liquida

Sao plaqueadas 5x10* células/well (multi-well Corning, 24 wells/placa) em
meio completo (diferente para cada tipo celular, segdo 2.1.) por 24 horas e, se
necessario, sincronizadas em GO como apresentado na segéo 3.1.

No tempo Oh as células sdo estimuladas com os fatores descritos em cada
experimento e, no caso de pulsos, ap6s seu término as células sao lavadas 1x

PBS e 2x DMEM e retornam para o meio completo.
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Apbs ou juntamente aos tratamentos foi adicionado ao meio de cultura 3H-
Timidina (1-2uCi/ml, 10"2M a 107M) por periodos e condigbes descritos em
cada experimento.

Completados os tratamentos o meio com o radioativo era retirado e as
células eram fixadas com acido tricloroacético (TCA10%) e lisadas com NaOH
0,5M. O lisado ¢ ent3o transferido para filtros de papel, que sao lavados com
1x TCA 5%, 2x etanol (70%) 1x Acetona e secos em estufa a 40°C por 2h.

Os filtros ja secos sdo colocados em frascos apropriados contendo 5 mi de

liquido de cintilagdo e contados no contador de cintilagéo liquida.

3.6 Medida de elongagao de cadeia de DNA detectada por perfil
de sedimentagdo em centrifugagao de velocidade em gradiente

de sacarose alcalina

Sao plaqueadas 5x10* células/well (multi-well Corning, 24 wells/placa) em
meio completo (diferente para cada tipo celular, seg¢éo 2.1.) por 24 horas. Ainda
em meio completo, as células sao tratadas com FGF2 (1nM) e, posteriormente,
*H-Timidina (1,5-2pCi/ml, 107'2M) é adicionada em pulsos de 4 min ou 30 min
nos intervalos indicados.

Ap6s o pulso de H-timidina, o meio era retirado, as células lavadas e
retornadas para DMEM + FCS 10% + Timidina 10°M, aonde permaneciam por
mais algumas horas para elongagédo da cadeia de DNA marcada com
radioativo ou eram imediatamente lisadas.

Completados os tempos de elongagao, o meio era retirado e as células
lisadas em “tampao de lise branda” por 1 min, que preserva nucleos. Os
nucleos, aderidos as placas, eram entdo lisados em “tampéo de lise nuclear”
por 30 min a 37°C.

Paralelamente preparam-se gradientes alcalinos lineares de 5-20% de
sacarose em tubos do rotor Spinco SW50.1, em cujo topo uma aliquota do
lisado nuclear é depositada, seguindo-se uma centrifugagao por 2h a 25.000
rpm e 20°C. Coletam-se os gradientes através de uma bomba peristaltica,

gotejando-se o material em filtros de papel (3 cm?), que sdo lavados 1x TCA
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5%, 2x etanol (70%), 1x Acetona, secos em estufa a 40°C e contados em

espectrometro de cintilagéo.

3.7 Estimativa do peso molecular de DNA

Para uma série homéloga de polimeros é possivel relacionar o peso
molecular da macromolécula (M) e seu coeficiente de sedimentagio (S), como
descrito por Studier (1965).

Num gradiente de sacarose, uma aproximagdo bastante razoavel
estabelece que S é diretamente proporcional a distancia percorrida pela
macromolécula durante a centrifugagao, expressa como o nimero da fragdo do
gradiente em que a particula esta presente (N) (Martin & Ames, 1961), nimero
este contado a partir do topo do gradiente e desconsiderada as trés primeiras
fragbes.

Equacao (1):

se: Sn= K x (Mn)u e S1/Sz = N1/N2, |ogo N1/N2= | M1/M2| a

K e a sdo constantes e dependem da conformagéao fisica da molécula. O
valor de a é estimado em 0,400 para DNA em gradientes alcalinos (Studier,
1965).

O calculo do peso molecular relativo médio (p.m) do DNA radiativo esta
baseado no perfil de sedimentagdo da populagado de macromoléculas ao longo
das fragdes (F;) do gradiente de sacarose. Para tal, usamos a quantidade de
radioatividade presente em cada fracdo (r;) conforme equagdo (2) abaixo
(Ehmann & Lett, 1973):

pm=3 nxF) >
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3.8 Sintese de DNA detectada por imunofluorescéncia em

nucleos marcados com BrdU

A sintese de DNA pode ser determinada pela detecgéo da incorporagéo
de BrdU (Bromodeoxiuridina) diluido no meio de cultura e incorporado na
molécula de DNA. Posteriormente, as medidas da porcentagem de nucleos
marcados podem ser determinadas pelo método de imunofluorescéncia
indireta.

Para tal, sdo plaqueadas cerca de 2x10° células/laminula (1,3cm) em meio
completo (diferente para cada tipo celular, segao 2.1.) por 24h e, se necessario,
sincronizadas em GO como apresentado na segéo 3.1.

No tempo Oh as células sao estimuladas com os fatores descritos em cada
experimento e, no caso de pulsos, ap6s seu término as células s&o lavadas 1x
PBS e 2x DMEM e retornam para DMEM + 10%FCS. Apos ou juntamente aos
tratamentos foi adicionado ao meio de cultura BrdU (50-100pM) por periodos e
condigdes descritos em cada experimento.

No caso dos clones Y1-RasN17, o indutor de expressdo de RasN17
(dexametasona, 0,5uM) é adicionado 12h antes do tempo Oh.

Decorridos os tempos de estimulo e incorporagio, duas laminulas de
cada condigdo sdo coletadas e as células sdo lavadas (1x PBS a 37°C) e
fixadas em metanol gelado por 10 min, lavadas (1x PBS a 37°C) e incubadas
com HCI (1,5M) para desnaturagao do DNA.

Apoés esse periodo inicia-se entdo a imunofluorescéncia, primeiramente
com o anticorpo monoclonal anti-BrdU, por 1h e depois com o secundario anti-
mouse com fluoresceina (FITC) por 30 min. Finalmente DAPI (corante
fluorescente de cromatina) é adicionado e as laminulas sdo montadas. As
laminulas sdo analisadas em microscopio de fluorescéncia (Microscopio Nikon
Fluophot) usando dois diferentes filtros de excitagao: o filtro UV330-338 (para
visualizagdo das células coradas com DAPI, i.e. nimero total de células) e o
filtro IF420-490 (para as células marcadas com FITC). Foi contado um total de
10° nucleos/experimento corados com DAPI em cada condicao experimental
(N=1000).
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3.9 Medida de proliferagdo celular por contagem em

hemocitometro

Sao plaqueadas 3-5x10* células/ P35 (Corning — 35mm) em meio completo
(diferente para cada tipo celular, segdo 2.1.) por 24h e, se necessario,
sincronizadas em GO como apresentado na segéo 3.1. No tempo Oh as células
s&o estimuladas com os fatores descritos em cada experimento e, no caso de
pulsos, ap6s seu término as células sido lavadas 1x PBS e 2x DMEM e
retornam para o meio completo.

Decorrido esse periodo iniciam-se os tratamentos (tempo Oh) sendo as
células diariamente coletadas: as células de duas placas de cada condigdo sdo
lavadas, suspensas em tripsina e diluidas 1:4 em DMEM. Imediatamente apos
a coleta, uma amostra é utilizada para contagem em hemocitdmetro (camara
de Neubauer).

No caso dos clones Y1-RasN17, o indutor de expressdo de RasN17
(dexametasona 0,5uM) é adicionado 12h antes do tempo Oh.

Nos ‘experimentos com os inibidores de PI3K (Wortmanina, 100nM ou

Ly294002, 5uM), as adi¢gbes sempre ocorreram 60 min antes do tempo Oh.

3.10 Medida de proliferagao celular por contagem de ntcleos

mitoticos

Para tal, sdo plaqueadas cerca de 2x10° células/laminula (1,3cm) em meio
completo (diferente para cada tipo celular, se¢do 2.1.) por 24h e, se necessario,
sincronizadas em GO como apresentado na sec¢éo 3.1.

No tempo 0Oh as células sdo estimuladas com os fatores descritos em cada
experimento e, no caso de pulsos, apds seu término as células sao lavadas 1x
PBS e 1x DMEM e retornam para o meio completo.

No momento adequado, duas laminulas de cada condigdo sdo coletadas e
as células fixadas em formaldeido 3,7%, lavadas e seu DNA corado com DAPI.

As laminulas sao analisadas em microscopio de fluorescéncia usando o
filtro UV330-338 para visualizagdo das células coradas. Foi contado um total de

4-6x10° nucleos em cada condicdo de tratamento por experimento (N=4000-
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6000). Foram considerados positivos os nucleos que apresentavam a
cromatina condensada caracterizando as fases da mitose, conforme ilustrado

abaixo:

/

VAR .

/

Figura M2: Contagem de nucleos mitoticos. Fotos representativas do
método (nucleos mitéticos indicados). (m1 e m2 = detalhes de nudcleos nas

fases anafase e metafase, respectivamente).

3.11 Ensaios de FACS

Sao plaqueadas 5x10° células/P60 (Corning — 60 mm) em DMEM + soro
(FCS10%) por 24h. Em seguida, as células s&do sincronizadas em GO como
apresentado na segdo 3.1. e sdo estimuladas no tempo Oh com FGF2 (135pM)
ou soro (FCS10%) por 48h. Apbs as primeiras 24h de tratamento, as células
sdo incubadas com colcemida (1ug/ml, 24h) um desestabilizador de mmicro-
tubulos que bloqueia o ciclo celular na interface G2/M.

As células sdo tripsinizadas, ressuspensas em DMEM + FCS10%,
centrifugadas (2000 rpm,10 min) e fixadas em etanol 70%. Outra centrifugagéo
e sao suspensas em PBS e tratadas com RNAse (DNAse free) (100ug/ml) por
4h. Decorrido esse periodo é adicionado IP (iodeto de propidium) por 30 min.

As amostras sdo gentilmente analisadas pelo Prof. Ivan Schumacher (1Q —
USP), em aparelho FACSTARplus usando o software Lyses Il.
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3.12 Quantificagdo do numero de copias génicas por célula

pelo método de Southern Blot

Sao plaqueadas 12x10° células/P100 (placas Corning — 100 mm) em meio
DMEM + 10%FCS por 48 horas. O DNA gendmico foi extraido conforme ja
descrito em SamBrook et al., 1989 e submetido a uma digestdo de 2h com
ECO RI (Pharmacia), que libera quatro fragmentos de tamanhos diferentes
esperados para c-Ki-Ras. Apos os fragmentos de DNA terem sido fracionados
em gel de agarose (0,8% em 0,5X TBE), o gel foi transferido por capilaridade
para membrana de nitrocelulose e as membranas hibridizadas com o

fragmento de Ki-ras marcado com *2P.

3.13 Morte celular detectada por ensaio de formagdo de

colonias

O protocolo padrao resume-se ao plaqueamento de 400-1000 células/P60
(placas Corning — 60 mm) em meio completo (diferente para cada tipo celular,
se¢do 2.1.) + FGF2 (concentragao indicada em cada experimento). Decorridas
24 horas, as células sdo lavadas (1x PBS + 2x DMEM, a 37°C) e retornam ao
meio completo ausente de FGF2 para o crescimento das colonias
estabelecidas. O meio completo ausente de FGF2 é renovado a cada 2-3 dias
até o momento da fixagdo. Apos 10-15 dias formam-se coldnias visiveis e suas
células sdo fixadas em formaldeido 3,7% por 15 min e coradas em violeta

genciana (10 min).
3.14 Detecgdo de apoptose pelo método de Tunel

Sao plaqueadas 2x10° células/laminula (1,3cm) em DMEM + 10% FCS por
24h e sincronizadas em GO como apresentado na seg¢do 3.1. As células sdo
. estimuladas, no tempo Oh, por FGF2 (135pM) ou soro (FCS10%) por 12-48h.
Apbs esse periodo as laminulas s&o lavadas e fixadas (15 min em formaldeido

3,7%) e segue-se o protocolo de marcagio de fitas quebradas de DNA descrito
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em: Instruction manual — Roche (versao 4, 1999) também na pagina da web:
http://biochem.roche.com/pack-insert/16848179A.pdf

As laminulas sdo analisadas em microscopio de fluorescéncia usando os
filtros de excitagado: UV330-338 e o filtro IF420-490. Foi contado um total de 10°
nucleos corados com DAPIl/experimento em cada condicdo de tratamento
(N=1000).

3.15 Estudo analitico do FGF2 por HPLC e MALDI-Tof MS
(offline) (cromatografia em fase liquida em alta pressio

acoplada com espectrometria de massa)

As amostras de 1yl de FGF2 recombinante, produzidas e doadas pelo Dr.
A. G. Gambarini (IQ, USP) e armazenadas a 135uM em PBSA, foram
separadas por um HPLC binario, utilizando uma coluna C18 (Waters
NovaPak, 2mmx150mm), sob fluxo constante (1ml/min), gradiente de 10-80%
por 40 min e monitorada por absorbancia a 220nm (solvente A = acido
trifluoroacético (TFA) 0,1% e solvente B= acetonitrila 90% + 0,1% TFA).

As fragbes foram manualmente coletadas, secas em um sistema de speed-
vac e ressuspensas em 5pul em solucédo 0,1% TFA. Esta solugéo foi misturada
1:1 (v/v) com uma solugdo saturada de matriz (acido sinapinico) e cerca de
0,4l foi depositado sobre o amostrador do MALDI-ToF.

A calibracao foi sempre externa, utilizando padrbes de massa molecular
correspondentes a faixa de massa a ser analisada.

Esta mistura foi seca ao ambiente e depois introduzida no espectrébmetro
para analise em modo positivo linear para analise de proteinas. A aquisicao do
sinal foi feita no modo automatico e o processamento de dados foi realizado

pelo modulo de analise do programa de controle (Amersham).

3.16 Teste de flutuagao de Luria e Delbriick

A adaptacéo do teste de flutuacdo de Luria e Delbiick (1943) consistiu em
ensaios de formacao de colbnias (como descrito na secao 3.13) divididos em

dois componentes (ver Fig. 22): 1) placas com cerca de 400 células Y1/P60
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(Corning, 60 mm) em DMEM + soro + FGF2 (1nM, 24h) para célculo da
freqiéncia de células FGF2-resistentes e; 2) uma série de controles de igual
plaqgueamento, mas na auséncia de FGF2 para isolamento de 23 col6nias
crescendo em DMEM + soro representando “culturas secundarias” escolhidas
aleatoriamente na populagdo de células Y1 (denominados de células Y1-C1-
23).

Estas “culturas secundarias” sdo individualmente submetidas aos mesmos
ensaios de formagéo de coldnias para calculo da freqiiéncia de células FGF2-
resistentes, descritos acima. _

De acordo com Luria e Delbriick temos duas hipbteses possiveis: 1) a
Lamarckiana, aonde o fenétipo “FGF2-resistente” é induzido por FGF2, neste
caso assume-se que cada célula tem a mesma chance de sobrevivéncia e
assim a variagcdo na distribuicdo de células resistentes nas “culturas
secundarias” devera ser igual ao valor observado na cultura estoque de células
Y1; 2) a Darwiniana, assume-se que as células FGF2-resistentes pré-existem
na populagao de ceélulas Y1 sendo apenas selecionadas por FGF2, neste caso
a variagao na distribuigdo de células resistentes nas “culturas secundarias”
devera ser muito maior do que na populagao de células Y1 e deve seguir uma

equacéao de Poisson.

3.17 Ensaios de tumorigénese em camundongos Balb/c Nude

10° células sdo suspensas em 0,1ml de DMEM # 2ng de FGF2 e s3o,
ap6és 10 min, injetadas subcutdneamente na regido dorso-lombar direita/
camundongo Balb/c Nude FCF/IQ (5-7 semanas de vida) (ver Fig.30).

Tratamentos locais de FGF2 (400ng FGF2/kg) em 0,1ml DMEM s&o
administrados ap6s 24 horas e posteriormente a cada 48 horas da injegéo
inicial. Nos animais controle (i.e. ndo tratados com FGF2) sdo administradas
inje¢des de 0,1ml de DMEM.

Apos 10-20 dias da injegao inicial o estabelecimento do tumor é
determinado por exame visual e com paquimetro sdo tiradas as medidas de
comprimento e largura do tumor. Os animais cujos tumores superem uma area

de 5cm? ou estiverem préximo a necrosar sdo sacrificados por inalagéo de éter.
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Alguns tumores ja estabelecidos (2-4cm?) foram removidos em ambiente
estéril, lavados e dissociados mecanicamente em agregados celulares
mantidos em DMEM+FCS10% até adesao a superficie da placa de cultura. Os
clones de células “Ex-vivo-Y1” denominados de “Y1-T1” e “Y1-T2" foram
obtidos do tumor controle (i.e. animais nao tratados com FGF2) e do tumor de
animais tratados com FGF2, respectivamente. Apds atingirem densidade de
saturagdo os clones s&o transferidos e comparados as células Y1 originais
quanto a sua semelhanga morfolégica e resposta de indugéo da proteina c-Fos

por tratamentos de ACTH41.39 (hormdnio adrenocorticotropico).
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4. Resultados

4.1. Disparo da mitogénese e progressao na fase G1 do ciclo

celular induzidos por FGF2 em células tumorais Y1

Medimos concentragdes relativas de Ki-Ras-GTP através da alta afinidade
especifica entre Ki-Ras-GTP e GST-RBD (“glutathione-S-transferase-Raf-
binding-domain”), cujo complexo [Ki-Ras-GTP/(GST-RBD)] foi isolado por
adsorgao a glutationa-sepharose €, por ultimo, estimamos os niveis da proteina
p21-Ki-Ras por Western Blot com anticorpos especificos para c-Ki-Ras (Santa
Cruz, CA).

A figura 1 mostra os resultados de uma cinética de estimulacao de células
Y1 sincronizadas em G0/G1 e tratadas com FGF2 (1nM) ou soro (FCS 10%). O
lisado total (Fig. 1B) representa 10% do volume de lisado celular utilizado para
os ensaios de afinidade de Ki-Ras-GTP (Fig. 1A). Estes resultados evidenciam
que FGF2 induz ativagbes seqienciais de c-Ki-Ras ao longo da fase G1 do
ciclo celular, envolvendo uma primeira ativagio transiente e rapida (30seg-
1min), seguida de ativagbes tardias mais longas (30min-1h; 5h).

Estas observagbes sugerem que a atividade de Ki-Ras-GTP é requerida
em momentos distintos: no disparo do sinal mitogénico (“G1-inicial”’) e, mais
tardiamente, durante a progresséao da fase G1 do ciclo celular (“G1-tardio”).

Nesta mesma figura observamos que tratamentos de Soro induzem
apenas dois aumentos na ativagcao de c-Ki-Ras: o primeiro ocorre apés 15
minutos da adigdo de soro e o segundo, mais tardio, ocorre entre 2-5 horas.
Estas diferentes cinéticas de ativacdo de Ki-Ras entre soro e FGF2 implicam
em diferentes conjuntos de efetores sendo ativados/inibidos ao longo de G1.

Em alguns trabalhos com fibroblastos NIH3T3, microinjegcbes de
anticorpos anti-Ras bloqueiam a progressao G1iyio>S induzida por soro
(Mulcahy et al., 1985), mostrando que atividade de Ras é essencial em

multiplos pontos de G1 (Dobrowolski et al., 1994).
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Figura 1: Cinética de ativagdo de c-Ki-Ras, pelo método de SDS-PAGE/
Western Blot, em células Y1 sincronizadas em GO e tratadas com FGF2 (1nM)
ou Soro (FCS 10%). (A) Ki-Ras-GTP foi isolada do lisado total por precipitagdo
de alta afinidade com GST-RBD e foi utilizado o anticorpo anti-c-Ki-Ras para
sua deteccdo. O lisado total, sem precipitagdo em GST-RBD, foi incubado com
o anticorpo anti-Ki-Ras (B). Os lisados totais em B representam 10% do volume

utilizado para os ensaios de precipitagcédo de Ki-Ras-GTP.

Através da utilizagdo de métodos complementares: imunocitoquimica e
SDS-PAGE/ Western Blot, & possivel acompanhar a ativacdo total de ERK
(fosforilagdo), a porcentagem de células estimuladas e a migragédo da forma
ativa (phospho-ERK ou pERK) do citoplasma para o nucleo. Para tal, células
Y1 foram sincronizadas em GO e tratadas com FGF2 (54, 270, 540pM ou 1nM)
pelos periodos indicados e submetidas a analises por ambas as metodologias.

Os resultados deste estudo cinético (Fig. 2) mostram o seguinte: a)
essencialmente todas as células da populagdo sdo estimuladas
independentemente da concentragdo de FGF2; b) a ativacdo de ERK e a
entrada de pERK no nulcleo sdo ambos dependentes de tempo e dose de
FGF2 (ED50%*™"= 375pM e ED50%™>™"= 20-30pM); c) a desativagdo de
pERK (desfosforilagdo) € independente da concentragdo de FGF2; d) o ensaio
de Western Blot revela um perfil com um aumento agudo em 5min seguido de
um decaimento cornpativel com uma cinética de primeira ordem (Fig. 2C e 2D);
e) por outro lado, o perfii de porcentagem de nucleos marcados €
qualitativamente diferente, sugerindo uma cinética mais complexa e um
decaimento muito mais lento (Fig. 2E). Estes perfis cinéticos diferentes séo
conciliaveis se admitirmos que a parcela de pERK nuclear seja pequena em
relagcdo a pERK total e por isso deve contribuir pouco para a cinética detectada

por Western Blot. O conjunto destes resultados e respectiva interpretacao

53



implicam que o compartimento nuclear de pERK esta sujeito a uma rede de
controle diferente do compartimento citoplasmatico de pERK. Esta conclusdo
ndo pode ser confirmada pela contagem de citoplasma marcado com anti-
pERK, pois os valores da porcentagem de citoplasma marcado ndo sao tao
confiaveis como os de nucleos marcados. Mas, deve-se enfatizar que embora a
porcentagem de nucleos marcados sejam quantificagdes muito confiaveis, nao
é possivel por estes ensaios imunocitoquimicos estimar niveis de pERK por
nucleo. Para, pelo menos em parte, superar esta limitacdo € possivel indagar
se a porcentagern de nlcleos marcados com anti-phospho-ERK se
correlaciona com ativagdo de fatores de transcricdo e indugédo de genes

sabidamente acionados por phospho-ERK.

Migragao de Erk1-2 ativa

Células na Interface G0/G1 para o nucleo
— ~ D 2
re - *%e + FGF2 e ‘.Q. e%
..‘ ‘ v 5 min. Lad ot
s 0 )

100

5 ou 10 min

30 ou 60 min

% nucleos marcados
para phospho-ERK1-2

0 250 500 750 1000 PM [FGF2]

Figuras 2A e B: Cinéticas de ativagdo de ERK1-2 por FGF2 pelo método de
imunocitoquimica (A e B). Células Y1 sincronizadas em GO0/G1 foram
estimuladas por FGF2 nas concentragées e tempos indicados. N=3000 (em 3

experimentos).
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Figuras 2C, 2D e 2E: Cinéticas de ativagao de ERK1-2 por FGF2 pelos
métodos de imunocitoquimica (E) e Western Blot (C e D). Células Y1
sincronizadas em GO0/G1 foram estimuladas por FGF2 nas concentragdes e
tempos indicados. (D) Curva de decaimento de pERK1-2 por analise
densitométrica dos resultados em C em valores percentuais relativos (N=1). (E)
Curva de decaimento de pERK1-2 dos dados plotados em A. Nos ensaios de

imunocitoquimica N=3000 (em 3 experimentos).

A ativacao da via de ERK-MAPK induz a ativacdo de muitos fatores de
transcricdo como, por exemplo, proteinas do complexo TCF, como CREB1. A
ativacdo de CREB1 (fosforilagdo do residuo S133) promove sua ligagdo aos
promotores e indugdo da transcrigdo de genes do complexo AP-1 (c-Fos e c-
Jun) que sdo requeridos para a progressao da fase G1 do ciclo celular (Ginty et
al. 1994, Bourtchuladze et al. 1994).

A cinética da figura 3 indica que células Y1 tratadas com FGF2 por 10
min mostram 88% de nlcleos marcados com anti-pCREB1. Além disso, a
cinética da figura 4 mostra 80% de nlcleos marcados por anti-c-Fos em
células Y1 tratadas com FGF2 por 2h. Portanto os resultados das figuras 2, 3 e

4 demonstram que ha estreita correlagdo entre ativagcdo de ERK (5 min, 98%),
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ativacdo de CREB1 (10 min, 88%) e induc¢ao da proteina c-Fos (2h, 80%) em
células Y1 sincronizadas em G0/G1 e estimuladas com FGF2. Mas, esta
correlagdo nao implica necessariamente numa relagao linear de causa-efeito

através da via FGFR—-pERK—pCREB1—gene c-fos.

90 - - B EES.
¢ nao fratadas

75 - —o— Soro
——FGF2

% nucleos marcados para

0 40 80 120 160 200 240 min

Figura 3: Cinética de ativagao de CREB1, pelo método de imunocitoquimica
em células Y1 sincronizadas em GO e estimuladas por tratamentos de Soro
(FCS 10%) ou FGF2 (135pM) e coletadas periodicamente. Foi utilizado o
anticorpo  anti-phospho-Ser133-CREB1. N=3000 (em 3 experimentos

independentes).
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Figura 4: Cinética da expressdo de c-Fos. Ensaios de imunocitoquimica em
células Y1 sincronizadas em GO e estimuladas por tratamentos de FGF2
(135pM) ou soro (FCS10%) e coletadas periodicamente. Foi utilizado o

anticorpo anti-c-Fos (Santa Cruz). N=1500 (em 2 experimentos independentes).
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Por outro lado, o fato de praticamente toda a populagcdo de células Y1
sincronizadas em GO/G1 responderem a FGF2 executando as etapas iniciais
da resposta mitogénica néo garante uma eficiente progressao através de G1 e
entrada na fase S. Pelo contrario, um pulso de 2h de FGF2 causa uma
elevacdo na porcentagem de nucleos marcados com BrdU de apenas 10%,

conforme documentado na figura 5:
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Figura 5: Sintese de DNA por imunocitoquimica (marcagdao com BrdU) (A)
Protocolo experimental para estudo de pulsos e tratamentos continuos de
FGF2: células Y1 sincronizadas em GO sdo estimuladas por pulsos de 5 min a

20 horas, tratamentos sustentados de 24 horas ou pulsos duplos de FGF2.
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Apos cada pulso as células s&o lavadas e retornam ao meio sem soro (DMEM)
até a fixagcdo, que ocorre no tempo de 24 horas. (B) Ensaio em células Y1
segundo protocolo em A, na auséncia de segundos pulsos. N=3000 (em 2
experimentos independentes). (C) Segundo protocolo em A, células Y1 foram
submetidas a pulsos iniciais (2h) e segundos pulsos de FGF2 entre 6-8h
(F2h/F6-8h) e coletadas em 24 horas. N=2000 (em 2 experimentos

independentes). A marca¢ao com BrdU (75uM) ocorre sempre entre 12-24 h.

Esta figura mostra mais que isso: a) 30 min & o tempo minimo de FGF2
para que células atinjam a fase S (Fig. 5B); b) s&o estatisticamente
significantes as diferengas no numero de células que atingem a fase S entre
tratamentos de 2h, 8h e 20h de FGF2 (p<0,025) (Fig. 5B); c) a combinagao de
dois pulsos de 2h de FGF2 (0-2h e 6-8h) é equivalente a um tratamento
continuo de 24h e superior a 8h de FGF2 (p<0,025) (Fig. 5C). A respeito dos
pulsos consecutivos de FGF2, a pratica mostra que células Y1 sincronizadas
em GO0/G1 respondem igualmente a pulsos seguidos de FGF2, em termos de
ativacao de ERK1-2 (Fig. 6).

FGF2 FGF2"? FGF2®
N N N
0 5 300 4h 4:.05h 4:30h 6h 6:05h 6:30h (tempo de G1)
PERK 1> - = p———— T e
pERK 2> R ———

Figura 6: Ativagao de ERK1-2 por SDS-PAGE/ Western Blot. FGF2 (54pM)
foi adicionado em células Y1 sincronizadas na interfase GO/G1 em diferentes
momentos de G1. Os tempos em azul (0, 4 e 6h) representam a adi¢ao de
FGF2. Todas as placas foram estimuladas por FGF2 no tempo Oh: sendo que
seis delas, apdés 5 min de tratamento, foram lavadas e retornaram ao meio
DMEM até um segundo tratamento tardio de 54pM de FGF2 na 42 ou 62 hora
(FGF2(4a ou 6a)) de 5 ou 30 min. Em todos os casos foi utilizado o anticorpo
anti-phospho-ERK1-2. N=1.
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Desta forma, mostramos até agora que FGF2 é capaz disparar uma
sinalizacdo tipicamente mitogénica em praticamente 100% das células Y1
sincronizadas em GO0/G1 envolvendo a rapida ativagcdo de proteinas-chave
como Ki-Ras, ERK1-2 e CREB1 e, também a inducéo do gene c-fos. Apesar da
eficiéncia desse disparo, atingindo a totalidade da populacdo de células, o
processo nao é suficiente para garantir a entrada de 100% das células na fase

S, conforme esquematizado abaixo na Figura 7:

FGF2 > FGFR
GO0/G1 (0h) G1/S

T | | | y — L,
2min 104min 30min 1h 2h

Ki-Ras T ] 1 —

pErk1/2 _I !
pCREB1 [ -

*gene c-fos [ 1

c-Fos ]

DNA I
98-> 86% > 80% -------=------m--a- > 50%

Figura 7: Esquema qualitativo das cinéticas de ativagao/expressdo do
gene c-fos, proteinas e enzimas durante G1 e sintese de DNA em células
Y1 inicialmente sincronizadas em GO/G1 e submetidas a tratamentos
sustentados de FGF2. As porcentagens referem-se a parcela da populagao de
células Y1 que atingiram sincronicamente aquele momento do ciclo celular,
evidenciado por expressao/ativacao protéica ou sintese de DNA. M =
ativagao/expressao. *=dados obtidos da Ana P. Lepique e Hugo A. Armelin

(ndo publicados).
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4.2. Efeitos de FGF2 na fase S do ciclo celular; iniciagdo de

replicons e elongagao das cadeias do DNA

Em células Y1, FGF2 dispara uma resposta mitogénica induzindo a
transicdo GO>G1 e a entrada na fase S medida pela porcentagem de nucleos
marcados com BrdU, conforme resultados ja publicados por nosso laboratério
(Lepique et al., 2004, Rocha et al. 2003, Schwindt et al., 2002, Lotfi & Armelin,
1999 e 2001, Loffi et al., 1997, Armelin et al., 1996), confirmados e expandidos
pelos dados relatados nesta tese (Fig. 1 a 6 e esquema da Fig. 7). Entretanto,
a comparagao do indice de marcagdo com BrdU com a tomada de
radioatividade em DNA pela incorporagéo de timidina tritiada, em células Y1
tratadas com FGF2, sugeriu um quadro muito diferente, até entéo
desapercebido. FGF2 age como mitégeno estimulando células Y1 a entrar na
fase S, mas é danoso as células que ndo conseguem processar corretamente a
sintese de DNA, nao completando a fase S.

A Tabela 1 reune resultados de marcagdo com BrdU, incorporagéo de
*H-TdR e indice mitotico para células Y1 sincronizadas em GO0/G1 e
estimuladas por soro e/ou FGF2. Os dados de marcagao com BrdU indicam a

estimulagéao conhecida: Soro 5,2 vezes maior que o controle, Soro+FGF2 4,6 e

FGF2 3,3 vezes maior. Ja a incorporagdo de *H-TdR mostra a estimulagéo
esperada para Soro (4,7 vezes), mas uma redugéo drastica da tomada da
tomada de radiatividade em DNA para células tratadas com soro+FGF2 ou
FGF2. Em concordancia com esses resultados observa-se um esperado
aumento no indice mitético para Soro (5,2 vezes), enquanto células tratadas

com Soro+FGF2 e FGF2 mostram acentuada queda no indice mitético em

relagéo ao controle (respectivamente, 0,6 e 0,0 vezes).
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Tabela 1
FGF2 inibe a progressdo da fase S do ciclo celular depois de induzir o

inicio da sintese de DNA em células adrenocorticais Y1.

Células Y1 sincronizadas em GO/G1 foram estimuladas por tratamentos de 18h de soro
(FCS10%) efou FGF2 (1nM). Durante as ultimas 8h anteriores a coleta as células foram
tratadas com BrdU (50uM) ou *H-Timidina (*HTdR, 1uCi/ml; 10"M) sendo entdo processadas
como descrito em Métodos. *N=1500. **N=2. ***N=6000.

Nao tratadas 18 17,1+4,4
Soro (FCS) 94 80,6 + 3,7
FCS + FGF2 82 32,2+5.2
FGF2 60 17,5+5,2 0,29 0

Estes resultados s&o compativeis com um bloqueio do ciclo celular na
fase S devido a detrimentos causados por FGF2 no sistema de replicagédo de
DNA das células Y1. Esta ultima conclusdo é confirmada por uma analise
citofluorimétrica da progressao de células Y1 através do ciclo celular. A figura
8 mostra que células Y1 sincronizadas em GO0/G1 estimuladas por soro e
depois bloqueadas na mitose por 24h de colcemida exibem um perfil de
distribuigdo com grande acumulo de células com um contetido 4N de DNA. Por
outro lado, células Y1 submetidas a tratamento idéntico, mas com FGF2 em
lugar de soro mostram um perfil com quantidades negligenciaveis de células
4N (Fig. 8). Nestes ensaios, poderia ser esperado que a populagio de células
tratadas com FGF2 acumulasse na fase S do ciclo celular, pois sabemos que
tratamentos de FGF2 por 24 horas induzem o inicio de sintese de DNA. Esta
aparente discrepancia pode ser explicada pela pequena sintese de DNA,
detectada pelos baixos niveis de incorporagédo de timidina, que ocorre nestas
condigbes (conforme mostrado na Tabela 1). Assim, o baixo conteudo de DNA
duplicado tornaria indistinguivel, por esta metodologia, células em G1 de

células no inicio da fase S do ciclo celular.
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Figura 8: Experimentos de FACS em células Y1 sincronizadas em GO0 e
tratadas com soro (FCS10%) ou FGF2 (135pM) por 48 horas, na presenga
de colcemida (0,1ug/ml) durante as ultimas 24 horas. O procedimento de
preparacdo das amostras esta descrito em Métodos. As células foram
coletadas ap6s 24 horas da adi¢cao de colcemida. Nota-se que, na presenca de
colcemida, apenas em tratamentos de soro ocorre acumulo em G2/Mitose.
N=2.

Para avangar na compreensao do bloqueio da fase S causado por FGF2
fomos analisar a sintese de DNA em culturas exponenciais de células Y1.
Pulsos periodicos de *H-Timidina (30 min, 1,5uCi/ml 10"'2M) e de BrdU (30 min,
100uM) foram aplicados ao longo de 14h apés a adicdo de FGF2 (1nM) ao
meio de cultura de células Y1 crescendo exponencialmente em
DMEM+FCS10%. Os resultados da figura 9 mostram que FGF2 inibe

intensamente a tomada de *H-Timidina em DNA entre 4 e 8h ap6s a sua
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adigao. O mesmo protocolo indica que a marcagao por BrdU n&ao diminui, pelo
contrario, tende a aumentar indicando que as células continuam entrando na
fase S. Além disso, o indice mitético nao cai até cerca de 10h apés a adigéao de
FGF2 demonstrando que durante esse periodo as células estao progredindo ao
longo de S, G2 e mitose. Assim somente as células pos-mitéticas na fase G1
séo vulneraveis a agao inibitéria de FGF2 evidenciada pela redugao acentuada
da tomada de *H-Timidina em DNA (Fig. 9).

Incorporagio 3HT Incorporagdo BrdU (%) e
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Figura 9: Cinética de sintese de DNA (incorporagido de 3H-TdR ou BrdU) e
contagem de nucleos mitéticos em células Y1 - crescendo
exponencialmente (Exp) e coletadas em pontos entre 2-14h apés a adigao de
FGF2 (1nM) no tempo Oh. A incorporagdo de *H-TdR (1,5uCi/ml, 10"2M) ou
BrdU (100uM) ocorreu durante os 30min precedentes aos tempos de coleta.
Apos 4-8 horas da adigéo de FGF2, as células apresentaram maior redugéo na
incorporacao de timidina (46-54%) (N=2), mas n&o na incorporagao de BrdU
(N=2000, em 2 experimentos). Para os valores de nucleos mitoticos, N=6000

(em 2 experimentos).

No conjunto, estes dados sugerem que FGF2 promove a entrada das
células em G1 na fase S (i.e. iniciagcdo da sintese de DNA), mas bloqueia a
correta progressao da sintese de DNA possivelmente levando a morte celular.

As razdes possiveis para o comprometimento da sintese de DNA nas
células sob acdo de FGF2 poderiam ser: a) iniciagao abortiva, b) elongacao
deficiente das cadeias em crescimento e c) ambas iniciagdo abortiva e

elongacao deficiente.
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Buscamos testar as possibilidades dessas alternativas para explicar o
blogueio da fase S por FGF2 medindo velocidade de elongagéo de cadeias
pelo perfil de sedimentagao de DNA durante a centrifugagdo em gradientes de
sacarose alcalinos.

Para tal, culturas exponenciais de células Y1, mantidas em
DMEM+FCS10%, foram tratadas com FGF2 (1nM) e ap6s 6 horas marcadas
com pulsos curtos de *H-Timidina (4 min, 2uCi/ml, 10™2M). Parte das culturas
foram coletadas para lise celular imediatamente ap6s o pulso de *H-Timidina,
outras foram transferidas para meio fresco com timidina fria (10°M) e mantidas
por mais 2h para serem coletadas, lisadas e submetidas a centrifugagao de
velocidade em gradiente de sacarose, conforme descrito em Métodos.

Os resultados destes ensaios, apresentados na figura 10, mostram que
as cadeias de DNA marcadas com *H-TdR no inicio da 62 hora tém a mesma
velocidade de elongacéo na presenga ou na auséncia de FGF2: o valor do
peso molecular relativo médio (p.m) das cadeias de DNA marcadas com tritio,
em células Y1 em crescimento exponencial (Exp) coletadas na 6% e 8% hora
passa de 12,5p.m para 24,2p.m, enquanto que na presenga de FGF2
(Exp+FGF) estes valores sao de 11,5p.m e 23,6p.m, respectivamente. Além
disso, pelos valores de tomada de *H-TdR em DNA por célula deduz-se que
células em presenga constante de FGF2 por 6 a 8h tém, em média, 54%

menos cadeias em elongagao por célula que na auséncia de FGF2 (Tabela 1).
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Figura 10: Cinética de elongagdao da cadeia de DNA em células Y1
crescendo exponencialmente (Exp) e tratadas com FGF2 (Exp+FGF) no
tempo Oh. Apds 5:56h da adigao de FGF2 ocorreu a incorporacgéo de *H-TdR
(2uCi/ml, 10'*M) por 4 min. Apos o término do periodo de incorporagdo as
células ou foram fixadas e processadas na 62 hora (coleta 6h) ou foram
lavadas, o meio radioativo retirado e substituido por DMEM + FCS10% +

Timidina fria (10°M) e fixadas ap6s 2 horas (coleta 8h). N=1.

Por conseguinte, o efeito de FGF2 é causar iniciagdo abortiva ou mesmo
blogueio total de iniciagdo em mais da metade dos replicons das células que
entraram na fase S.

Conjuntamente, os resultados: a) da seg¢do 4.1, mostrando que FGF2
dispara a transicdo G0/G1—-»S e b) desta segdo, analisando marcagdo com
BrdU, tomada de *H-Timidina (Tabela 1 e Fig. 9) e velocidade de elongagdo de
cadeia de DNA (Fig. 10), suportam convincentemente a hipétese de que FGF2
promove progressao celular através da fase G1 (efeito mitogénico), mas
células Y1 que véem FGF2 na fase G1 , apesar de serem estimuladas a entrar
na fase S, tornam-se incapazes de iniciar replicons eficientemente e por isso

nao conseguem replicar corretamente seu DNA e nem concluir a fase S.
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4.3. FGF2 induz morte em células tumorais

Procuramos verificar se o bloqueio do ciclo celular de células Y1 na fase
S por FGF2 pode induzir morte celular. Fomos também averiguar se este & um
efeito especifico de FGF2, uma vez que células Y1 expressam os FGFR 1, 2 e
3 e, portanto, podem responder a diversas formas de FGF. Conforme os
resultados relatados em seguida demonstram, FGF2, de fato, causa morte
celular em células Y1, em concentragdes fisiolégicas e através de um processo
especifico para este fator. Além disso, cabe adiantar que este efeito de morte
induzida por FGF2 nédo ¢ restrito a linhagem Y1, podendo ser caracteristica
comum de linhagens tumorais, mas nao de células normais.

Os FGFs 1, 2, 4 e 5 promovem uma robusta ativagao da via de ERK1-2
(Fig.11A). Apesar disso, dentre os FGFs utilizados, FGF2 bloqueia mais
eficientemente a transigdgo S—G2—>M (Fig.11B), inibindo drasticamente a
proliferacao de células Y1 em DMEM+FCS10% (Fig.11C). Somam-se a estas
evidéncias experimentais os resultados de ensaios de crescimento de colbénias
documentados na figura 11D: FGF2 inviabiliza 85% das células, enquanto
FGF1 e 4 tem moderado efeito negativo e FGF5 é pouco efetivo. Curvas dose-
resposta (Fig.12) mostram que FGF2 desencadeia morte celular em

concentragdes fisiolbgicas com uma dose-efetiva-50% de 65pM.
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Figura 11: Resposta das células Y1 a diferentes membros da familia de
FGF. (A) ativagcdo de ERK1-2, (B) contagem de nucleos mitéticos, (C)
proliferagdo de células Y1 (hemocitdbmetro) e (D) formacdo de coldnias. (A)
Ensaios de SDS-PAGE-Western Blot: ativagdo de ERK1-2 apbés 5 min de
FGF1, -2, -4 ou -5 (1nM) em células Y1 sincronizadas em G0/G1. (B) células
Y1 sincronizadas em GO sdo estimuladas com Soro (FCS10%, S) e/ou FGF1

ou FGF2 (570pM) por 23h e a porcentagem de nucleos mitoticos é analisada.
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N=4000. (C) células Y1 em DMEM+FCS10% foram lavadas e tratadas com
FCS10% e/ou FGFs (1nM) por 6 dias, quando foram contadas. N=3. (D) células
Y1 plaqueadas em baixa densidade (~15 células/cm?) em DMEM+FCS10% +
FGFs (1nM). Apés 24h do plagqueamento meio era trocado por
DMEM+FCS10% até o surgimento de coldnias visiveis. (N=3). O meio de
cultura era renovado a cada 2 dias. FGF1=F1; FGF2=F2; FGF4=F4; FGF5=F5.
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Figura 12: Inibigdo induzida por FGF2 (54-540pM) na proliferagdao de
células Y1 promovida por soro (FCS10%) por contagem em hemocitdbmetro ao
longo de 6 dias. O meio de cultura era renovado a cada 2 dias. ED50%=65pM.
N=3.

Células bloqueadas na fase S sdo, sabidamente, muito suscetiveis a
morte por apoptose. No entanto, ensaios de Tunel (Fig. 13) e ensaios de
fragmentacdao de DNA em gel de acrilamida (dados nao apresentados), para
testarmos se FGF2 induz apoptose em células Y1 revelaram-se negativos.
Apesar disso, células tratadas com Soro ou FGF2 por 14 horas apresentam O
mesmo conteudo intracelular de ATP (dados ndo apresentados), sugerindo que
o metabolismo energético ndo foi afetado por FGF2 permitindo a hipdtese do
acionamento de um mecanismo ativo de morte celular (dependente de ATP).

Ndo obstante, exame microscopico das culturas de Y1 tratadas com
FGF2 revela uma abundancia de células com intensas modificagoes

morfologicas notoriamente inviaveis (Fig. 14).
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Figura 13: Medidas de apoptose pelo Método de Tunel. Células Y1
sincronizadas em GO s&o tratadas com FGF2 (135pM) e/ou Soro (FCS10%) ao
longo de 12, 24, 48 e 72 horas e a porcentagem de nicleos com fragmentagado
de DNA analisada pelo método de Tunel. N=1500.

Figura 14: Alteragoes morfolégicas induzidas por FGF2 em células Y1. (A)
Morfologia da populagéo de células Y1 (3x10* células Y1/P35) em DMEM+FCS
10% nao tratadas com FGF2 ao longo do experimento. (B) células em A +
FGF2 (1nM) por 14 horas. (Entre as condi¢cdes A e B, apesar das modificagdes
morfolégicas e bloqueio do ciclo celular, 0 mesmo conteudo de ATP intracelular
é detectado nas duas populagdes, dados nao apresentados). (C-E) Morfologia
de células Y1 isoladas (50-100 células/cm?) em DMEM+FCS 10% e tratadas
com pulsos de 24h de FGF2 (1nM). Apds esse periodo FGF2 é removido do
meio e as células Y1 sao mantidas em meio completo por 15 dias (idem ao
protocolo de formacéo de colbnias, se¢do 3.13). O meio é renovado a cada 2

dias. A seta indica uma célula com trés nicleos ou nucleoides.
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A hipétese sugerida pelo conjunto de resultados ja apresentados
(Tabela 1, Fig. 8, 9 e 10) supde que as células Y1 sao atingidas por FGF2 na
fase G1 e véo exibir o fen6tipo de bloqueio do ciclo celular na fase S seguinte.

Para um teste mais direto desta hipotese foi desenhado o protocolo
esquematizado na figura 15A, pelo qual células Y1 sincronizadas em GO0/G1
sao realimentadas com soro no tempo Oh e tratadas por pulsos periédicos de
4h de FGF2 até 20h. As culturas assim tratadas foram coletadas no tempo 20h
para medir o indice mitético (Fig. 15B) e em 96h para contar o nimero de

células na populacgao (Fig. 15C).
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Figura 15: Efeitos de FGF2 na proliferagcao de células Y1. (A) Esquema do
protocolo utilizado: células Y1 sincronizadas em GO sdo estimuladas por
tratamentos de soro (FCS10%) em Oh. Decorrido este estimulo inicial, FGF2
(540pM) é adicionado em pulsos periodicos (4h) ou tratamentos longos de até
20 horas em diferentes periodos de G1, conforme indicado (A - G). As culturas
assim tratadas foram coletadas no tempo 20h para medir o indice mitotico (B)
(N=6000) e em 96h para contar o nimero de células na populagdo (C).
Decorridos os pulsos de FGF2 as células foram lavadas e retornaram para
meio DMEM + FCS 10%. Os resultados em (C) foram obtidos em duplicatas
independentes. Apos a 202 hora todas as células retornaram para DMEM +

FCS10%, sendo o meio de cultura renovado diariamente até a 962 h.
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Os resultados claramente corroboram a hip6tese proposta, isto é: as
células sdo mais sensiveis ao efeito citotdxico do FGF2 nas primeiras 4h de G1
com 70% de redugd@o no indice mitético, enquanto entre 12 e 16h a redugédo no
indice mitético é de apenas 22% (Fig. 15B). Os resultados de contagem de
células (Fig. 15C) mostram proliferagdo diminuida coerente com os dados de
redugdo no indice mitético.

Neste ponto € oportuno destacar que fibroblastos murinos nao tumorais
das linhagens Swiss3T3 (Fig. 16) e Balb3T3 (Tabelas 2 e 3) respondem a
atividade mitogénica de FGF2 e nao ao efeito de morte celular induzido por
este fator. Sugerindo que linhagens celulares normais nao apresentam o
fenétipo morte celular induzida por FGF2, que seria caracteristico de linhagens

tumorais, tipificadas pela linhagem tumoral Y1.
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Figura 16: Proliferagao celular por contagem em hemocitometro em
fibroblastos normais Swiss3T3 plaqueados em DMEM+FCS10% e, apés
24h, lavados e mantidos em DMEM + Soro (FCS10%) + FGF2 (270pM) e

coletadas apés 72h. N=2.
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Tabela 2
Ensaio de tumorigénese de fibroblastos Balb3T3 normais, seus clones
transformados B-61 e EJA e seus revertentes normais em camundongos

isogénicos Balb/c e Balb/c Nude.

# animais com tumor / # total animais
LA Camundongos Camundongos
Balb/c' Balb/c Nude

Balb 3T3 0/4 1/4
B-61 3/3 717
4-AB* 1/13 0/6

EJA 4/4 4/4

3D** 0/9 6/6

5A** 6/49 0/5

2A** 0/18 3/6

* - revertente normal de B-61 com capacidade tumorigénica reduzida;

** _revertentes normais de EJA;

! Parte dos resultados em camundongos Balb/c foi obtido em trabalhos anteriores do nosso
laboratério e serviram de base para a escolha de clones com diferentes capacidades
tumorigénicas para testarmos os efeitos de FGF2. Nossos resultados recentes reproduziram

exatamente os dados anteriores, aumentando a amostragem experimental.

Tabela 3
Morte celular induzida por FGF2 (1nM) detectada por formagdo de
colonias em fibroblastos Balb3T3, seus clones transformados B-61 e EJA
e revertentes mantidos em DMEM + FCS10%.

y I6nias / placa %
Linhagem celular controTeCO P + FGF2 inib?géo

Balb 3T3 234 + 12 219 £ 17 7%
B-61 123+ 9 56 +5 54%
4-AB* 26+ 2 34+4 e

EJA 106 +7 45+ 18 58%

I 897 + 53 931 £ 66 *eme

5A** 61+6 47 £ 2 24%

2A** 91 +10 70+ 4 23%

* - revertente normal de B-61 considerado n&o tumorigénico; ** - revertentes normais de EJA;

* - FGF2 induziu aumento do numero de colbnias.
FGF2 era adicionado somente nas primeiras 24 horas, sendo substituido por DMEM + FCS

10% até o surgimento de colbnias visiveis. O meio de cultura era renovado a cada 2 dias. N=7.
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Em favor desta hip6tese vem a importante observacdo de que
sublinhagens clonais de Balb3T3 transformadas pelo oncogene humano EJ-ras
anteriormente isoladas e caracterizadas em nosso laboratério (Kovary et al.,
1989) sdo sensiveis a acao citotdbxica de FGF2. Ensaios de formag&o de
coldnias mostraram claramente que as linhagens transformadas e
tumorigénicas: B61 e EJ-A (ver tumorigenicidade na Tabela 2) sdo muito
sensiveis ao efeito citotdxico de FGF2, enquanto a linhagem parental Balb3T3
nao é (Tabela 3). Mais interessante ainda s&o as observagdes obtidas com
clones revertentes com capacidade tumorigénica reduzida (linhagens 2A, 3D,
5A e 4AB, ver Tabela 2) isolados ha algum tempo atras das linhagens tumorais
B61 e EJ-A (Katia Rocha & Hugo Armelin, dados n&o publicados). Estes
revertentes séo total ou parcialmente resistentes a FGF2, sugerindo que o
trago fenotipico sensibilidade ao efeito de morte de FGF2 segrega junto com
capacidade tumorigénica da linhagem.

As linhagens Y1-RasN17-1.5, -2.7 e -3.1, sdo transfectantes estaveis
derivados de células Y1 que carregam o gene mutante dominante negativo Ha-
rasN17, sob controle do promotor de MMTV, cuja atividade é induzida por
dexametasona ou outro glucocorticbide. Sob estimulo de dexametasona
(0,5uM) estes clones expressam altos niveis da proteina dominante negativa
p21-Ha-RasN17, causando a redugdo das elevadas concentragdes
constitutivas de Ki-Ras-GTP a valores negligenciaveis, que por sua vez elimina
a ativacao constitutiva da via de PIBK->AKT (Forti et al., 2002). Desta forma
estes transfectantes exibem um fendtipo condicional em fun¢ao da atividade
constitutiva da via Ki-Ras-GTP>PI3K->AKT que pode ser desligada através da
indugao de Ha-RasN17.

O clone transfectante Y1-RasN17-1.5 se comporta como a linhagem
parental Y1 tendo sua proliferacao fortemente inibida por FGF2 (Fig. 17), mas
na presenca de dexametasona as células Y1-RasN17-1.5 sao resistentes a
acao citotéxica de FGF2 assemelhando-se aos fibroblastos normais das
linhagens 3T3 (Fig. 16). Estes resultados indicam que a redugao da atividade
constitutiva da via oncogénica Ki-Ras-GTP>PI3K-> Akt é suficiente para tornar

as células Y1 resistentes a morte induzida por FGF2.
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Figura 17: Ensaios de proliferagiao celular por contagem em
hemocitometro no clone Y1-RasN17-1.5. As células Y1 mantidas em
DMEM+FCS10% * dexametasona (dex, 0,5uM) por 12h foram lavadas e
mantidas em DMEM % dex £ Soro (FCS10%) £+ FGF2 (270pM) e coletadas apds
72h. N=2.

A Tabela 4 resume dados de proliferagéo da linhagem parental Y1 e de
trés clones transfectantes da série Y1-RasN17 (RasN17-1.5, 2.7 e -3.1), em
termos de densidade de saturagdo das culturas, destacando os efeitos de
FGF2 na presencga e na auséncia de dexametasona. A densidade de saturagao
das células Y1 se reduz de 50-60% devido a acadao de FGF2,
independentemente de dexametasona. Entre os transfectantes RasN17, FGF2
também causa uma diminuigdo na densidade de saturacdo (20 a 65%), mas
dexametasona reverte o efeito de FGF2 de negativo para positivo, sendo que
no caso do transfectante RasN17-3.1 o efeito positivo de FGF2 & muito

acentuado, promovendo um aumento de 2,4 vezes na densidade de saturacao.
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Tabela 4
Efeito de FGF2 na densidade de saturagao de culturas de células Y1 e

transfectantes Y1-RasN17.

Células em DMEM + soro (FCS10%) séo tratadas no tempo Oh com FGF2 (270pM). O
experimento & prolongado até as culturas atingirem a densidade de saturagdo (~6-7dias). O
meio de cultura é renovado a cada 2 dias. A adi¢do de dexametasona (0,5uM) ocorreu 24h

antes da adigdo de FGF2.

| Densidade final
Tipo Celular | Dexa | (células/cm® x 10°%). |
: Soro Soro + FGF2
- 40+1,2 16,6 +3
i + 38 19,5
R3.1 + 16,8 39,5
- 43 35
R2.7 + 33+3 33 +3
- 39,6 14
R1.5 " 32 30.5

A figura 18 documenta os resultados de um ensaio de Créscimento de
colbénias, medindo diretamente morte celular induzida por FGF2 em células Y1
plaqueadas em baixa densidade (14 células/cm?). Conforme se nota FGF2
inviabiliza a maior parte das células Y1 (87,8 + 7,8% é valor médio e desvio
padrao da inibigdo obtida na contagem de um total de 2370 colbnias), seja na
auséncia ou na presenga de dexametasona. Por outro lado, no caso do
transfectante RasN17-3.1 dexametasona reverte o efeito de FGF2 de negativo
para positivo, promovendo um aumento de 50% no numero de coldnias obtidas
em meio DMEM+FCS10%.
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Figura 18: Ensaios de morte celular por formagao de colonias exibem os
efeitos de FGF2 em células isoladas Y1 e Y1-RasN17-3.1 na presenca
(+dex) ou auséncia (-dex) de dexametasona (0,5uM). As células foram
plaqueadas em DMEM + Soro (FCS10%, S) (14 células/cm?) e apés 24h do
plaqueamento foi adicionado FGF2 (540pM) na presenca ou auséncia de
dexametasona (0,5uM). O numero abaixo de cada placa representa a média e

o desvio padrdo do numero de colbnias obtidas em cada condigdo (N=2).
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4.4 Efeitos de inibidores de PI3K sobre a ac¢ado citotoxica de
FGF2 em células Y1

Sabidamente a via de Ras-GTP->PI3K->Akt & necessaria para a
transicao GO/G1->S do ciclo celular e para evitar apoptose. Além disso, esta
via é reconhecidamente oncogénica. Particularmente em células Y1, Ki-Ras-
GTP>PIBK>Akt ¢é mantida em niveis basais cronicamente altos,
presumivelmente, um componente causal do fenétipo tumoral destas células. A
novidade surgida deste trabalho € que os niveis basais altos desta via tornam
as células Y1 passiveis de morte celular induzida por FGF2

Para avangarmos no estudo dos mecanismos moleculares a jusante de
Ki-Ras-GTP, subjacentes a agéo citotdxica de FGF2, utilizamos os inibidores
especificos de PI3K: Ly294002 (5uM) e Wortmanina (100nM), num protocolo
de medida da atividade citotoéxica de FGF2, em células Y1, através de ensaio
de formagao de coldnias. E conhecido de nossas publicagdes anteriores (Forti
et al, 2002) que a inibigao de PI3K, em células Y1, provoca rapida desativagéo
de Akt e tudo o que vem a jusante desta quinase. A questao focalizada por este
experimento é se a inibigao de PI3K e, portanto da via PISBK—AKkt; é suficiente
para proteger células Y1 da atividade citotoxica de FGF2.

Os resultados mostrados na Tabela 5 indicam que os inibidores
garantem protecado apenas parcial das células Y1 frente a a¢cdo nociva de
FGF2. Estes resultados estdo de acordo com a hip6tese de que altos niveis
basais de KiRas-GTP—>PI3K—> Akt tornam as células Y1 suscetiveis de morte
induzida por FGF2, mas sua interpretacdo nado esta livre de duvidas: o
protocolo envolve um tempo de tratamento com FGF2 relativamente longo,
24h, durante o qual nao ha garantia de que PI3K esteja totalmente inibida. Com
este protocolo s6 um resultado de 100% de protecédo das células Y1 seria de
interpretacao facil e sugeriria que a via relevante seria de PI3K para baixo.

Estes resultados indicando protegao parcial implicam na possibilidade de
que outras vias a jusante de Ki-Ras-GTP, independentes de PI3K, sejam

também relevantes.
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Y1.

Tabela 5

Efeito de inibidores de PI3K na resposta citotoxica de FGF2 em células

Células Y1 mantidas em DMEM + Soro (FCS10%) sao tratadas com inibidores de PI3K por 2 h

antes da adigao de FGF2 (1nM) por mais 24 h. Decorrido este periodo as células sado lavadas e

retornam para DMEM + FCS 10% por 15 dias. O meio era renovado a cada 48 horas. N=3. Ly=
L294002 (5pM) e W= wortimanina (100pM) sdo ambos inibidores de PI3K.

# Colonias % Morte celular
Tratamentos formadas (induzida por FGF2)
Soro (S) 128 + 51
78%
S + FGF2 (F) 27 +16
S +Ly 80 + 38
42%
S+Ly+F 46 + 15
S+W 112 + 82
56%
S+W+F 49 + 26
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4.5 Isolamento e caracterizagao de clones de células Y1

resistentes a agao citotoxica de FGF2

Os ensaios de formagédo de colénias mostram que FGF2 inviabiliza a
maior parte das células Y1 plaqueadas, mas uma pequena parcela de colbnias
sempre sobrevive (Fig. 18). Estas colonias sobreviventes podem ser originarias
de clones minoritarios pré-existentes no estoque padrdo de células Y1 que
resistem a agao citotoxica de FGF2. Para testar esta hipotese foram adotadas
duas medidas: a) foi montado um “teste de flutuagao” (Ldria & Delbruck, 1943),
conforme esquematizado na figura 19, pelo qual foi isolada uma série de
clones coletados ao acaso, numerados de Y1-C1 a Y1-C30; b) 3 colénias que
cresceram em presenga de FGF2, a partir de densidade de plagueamento
muito baixa (5-6 células/cm?), foram selecionadas como sub-linhagens clonais
resistentes a FGF2, denominadas Y1-FR1, Y1-FR2 e Y1-FR3 (Y1-FGF-

resistentes), para analise posterior.

NN

Figura 19: Protocolo para “teste de flutuacao” adaptado para células Y1.
0= estoque padrdo de células Y1 em cultura (DMEM + FCS10%). 1=
plagueamento para ensaio inicial de formagao de coldnias em células mantidas
em meio DMEM + FCS 10%. 2= multiplicagdo de uma célula isolada e
isolamento de colbnias denominadas de “Y1-C1-30". 3= expansdo de cada
col6nia a um estoque clonal de 1-2 x 10° células congelado e amostrado para
novos ensaios de colénia e proliferacio em DMEM+soro + FGF2 (4). 5=

ensaios paralelos de citotoxidade de FGF2 na populagao inicial de células Y1.
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Os resultados do teste de flutuagdo reunidos na Tabela 6 s&o
compativeis com a hipétese de que a populacéo estoque de células Y1 é
heterogénea caracterizada por uma maioria de células sensiveis a FGF2 que
coexiste com clones minoritarios resistentes a esse fator. Além disso, a figura
20 mostra curvas de proliferagéo para alguns dos clones isolados ao acaso da
populacdo de Y1, revelando a maioria sensivel a agao inibitoria de FGF2, com
uma unica exce¢do o clone Y1-C10 cuja capacidade de proliferacao é
baixissima (compativel com a baixa eficiéncia de formacgéo de coldnias, dados

nao apresentados), mas sua resposta a FGF2 ¢é positiva.

Tabela 6
Ensaios de morte celular por formagao de colonias em células Y1 e seus

derivados clonais coletados ao acaso (Y1-C1-23).

Foram plaqueadas 600 células/placa e imediatamente tratadas com soro (FCS10%) + FGF2
(1nM). O meio foi renovado a cada 2 dias até o estabelecimento das coldnias. A porcentagem
de resistentes refere-se a soma do nimero de colénias em 4 placas, em soro+FGF2 em

relagdo a soma do numero de coldnias obtido em soro. N=8 para células Y1 e N=4 para cada

clone.
e resislz’oentes s resis:/:entes
Y1 12+7,8 Y1-C12 8,9
Y1-C1 1 Y1-C13 6,7
Y1-C3 2,8 Y1-C14 0
Y1-C4 0 Y1-C15 1
Y1-C5 1,9 Y1-C16 0
Y1-C6 0 Y1-C18 0
Y1-C7 1,8 Y1-C20 29
Y1-C9 10 Y1-C22 8,7
Y1-C10 15,2 Y1-C23 3,6
5
4 -

Projegéao grafica da Tabela 6.
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Figura 20: Proliferagiao celular por contagem em hemocitdmetro de
células Y1 e representantes de seus derivados clonais: Y1-C7, C9, C10,
C11, C13 e C14. 2-6 x 10* células sdo plaqueadas em DMEM + soro
(FCS10%) e apés 24h sao tratadas com FGF2 (1nM, tempo Oh) e coletadas
ap6s os dias indicados. O meio de cultura é renovado diariamente. Os

resultados foram obtidos em duplicatas.

Por outro lado, a analise dos clones de células Y1 selecionados para
resisténcia a FGF2 (Y1-FR1, Y1-FR2 e Y1-FR3) deu resultados concordantes
com a interpretagdo do teste de flutuagao. Isto é, tratam-se de clones que
surgem espontaneamente na populagdo estoque de células Y1, mas
permanecem minoritarios porque proliferam pouco em DME-10%FCS, tendo
sua proliferagao favorecida quando o meio é suplementado com FGF2 e, por

isso, sdo facilmente selecionados.
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Assim, os 3 clones, Y1-FR1, -FR2 e -FR3, mantém os niveis de
amplificacdo do gene c-ki-ras, da expressao de seu produto e da ativacdo
constitutiva da via Ki-Ras-GTP->PI3K->Akt caracteristicos da linhagem
parental Y1 (Fig. 21 e 22), demonstrando que a resisténcia a FGF2 néo se
deve a perda da amplificacdo de Ki-ras e o conseqiiente desaparecimento da
ativacao constitutiva de Ki-Ras-GTP->PI3K->AKT.

MW
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5§
c-ki-ras> .m
-----
c-ki-ras> - = - .
B c-fos

c-ki-ras-> - -”

c-ki-ras-> -

Figura 21: Ensaio de Southern Blot para medida dos niveis de
amplificagdo do protooncogene c-ki-ras no DNA genémico de células Y1 e
clones Y1-FR1-3 mantidas em DMEM+Soro por 48h. (A). Apos digestéo
parcial do DNA de células Y1 e clones Y1-FR1-3 com ECO-RI, nota-se uma
amplificacdo de 8-10 vezes do gene c-ki-ras em relagdo ao fibroblasto normal
Balb3T3. A membrana foi lavada e incubada com sonda para o gene c-fos,
utilizado como controle (B). MW = ‘molecular weight’, 1 = clone Balb3T3; 2 =
células Y1; 3,4 e 5 = Y1-FR1, -FR2 e -FR3, respectivamente. N=1.
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Figura 22: Niveis de expressdo da proteina Ki-Ras-GTP, Ki-Ras-total (A),
AKT e pAKT (AKT ativa) (B) por SDS-PAGE/ Western Blot em células Y1 e
clones resistentes Y1-FR1-3 sincronizados na interface GO0/G1. (C) Analise

densitométrica do filme em B (valores relativos: pAKT + AKT). N=2.

Além disso, todos os clones Y1-FR mostram robusta resposta da via de
sinalizacdo de FGF2, conforme atestam a ativagdo de ERK1-2 (Fig. 23), a
indugdo da proteina c-Fos (Fig. 24B) e o estimulo de entrada de células na
fase S (Fig. 24A). Estes resultados evidenciam que a resisténcia destes clones

nao decorre de lesdes com perda de fungédo na via candnica de sinalizagao de
FGF2.
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Figura 23: Cinética de ativagdo de Erk1-2 (Western Blot) em células Y1,
Y1-FR1 e Y1-FR2 mantidas em meio DMEM + soro (FCS10%) por 48 horas e
tratadas no tempo zero com FGF2 (270pM) ou FCS 10% e coletadas apés os

tempos indicados.
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Figura 24:

Y1-FR2

Y1-FR3

111

Y1-FR1

Y1-FR2 Y1-FR3

Indugdo de sintese de DNA por marcagdo com BrdU (A) e

expressdao da proteina c-Fos (B) em células Y1 e em clones resistentes

Y1-FR1-3 sincronizadas em GO e estimuladas com FGF2 (270pM) ou soro
(FCS10%). Em (A) BrdU (50uM) foi adicionado apds a 122 hora e as células

fixadas apds 24 horas do inicio dos tratamentos. Em (B) as células foram

fixadas apos 2 horas do inicio dos tratamentos. N =1000.
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ntimero de células x 10*
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Quanto ao crescimento populacional, os clones Y1-FR1 e 2 sao

moderamente inibidos por FGF2 (Fig. 25A e 25B), enquanto o Y1-FR3 cresce

pobremente em soro, mas otimamente se o soro for complementado com FGF2

(Fig. 25C). Neste ultimo caso a proliferacdo de Y1-FR3 & praticamente

dependente de FGF2, sendo este efeito especifico de FGF2, uma vez que nédo

pode ser substituido por FGF1 (Fig. 26).

A Y1-FR1
Sorcy
ey
FGF2 |
:» 1 3 4 5 6 7 0
~ dias
C Y1-FR3

FGF2+S

FGF2

. ]

Figura 25:

T T 1

Ensaios de proliferagao

Tdias

celular

por

contagem em

hemocitometro em células Y1 selecionadas como resistentes aos efeitos
citotoxicos de FGF2: Y1-FR1-3. Células em DMEM + soro (FCS 10%) séo, no
tempo Oh, lavadas e mantidas em DMEM + FGF2 (270pM) ou DMEM+Soro
(FCS10%) + FGF2 (270pM). O meio de cultura era renovado a cada 48 horas.
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Figura 26: Medidas de proliferagdao celular por contagem em
hemocitometro em células Y1-FR3 sincronizadas em G0/G1 e tratadas com
soro (FCS10%) + FGF2 (270pM) ou FGF1 (270pM) por 72 horas. N=2.

Ensaios de morte celular por formagao de colénias mostram que células

Y1-FR s&o totalmente insensiveis aos efeitos citotéxicos de FGF2 (Fig. 27).

Y1-FR2
3928
S + FGF2
370 :1-'.20.!

Figura 27: Ensaios de morte celular por formagao de colénias exibem os
efeitos de FGF2 em células isoladas Y1-FR2 e Y1-FR3. As células foram
plaqueadas em DMEM + Soro (FCS10%, S) + FGF2 (540pM) (~14 células/cm?)
e ap6s 24h o meio era trocado por DMEM + FCS10% até o surgimento de
coldnias visiveis. O numero abaixo de cada placa representa a média e o
desvio padrao do numero de coldnias obtidas em cada condicao (N=4). O meio

de cultura era renovado por DMEM+FCS10% a cada 2 dias.
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% nucleos marcados

Os clones Y1-FR, principalmente FR3, quando mantidos na interface
G0/G1 e estimulados para a transicdo GO0/G1—S mostram um maior
sincronismo com um G1 mais longo que o da linhagem parental Y1, iniciando a
sintese de DNA depois de 11h (Fig. 28).
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Figura 28: Cinética de entrada na fase S em células Y1 e em clones
resistentes Y1-FR3 sincronizadas em GO e estimuladas com soro (FCS10%)
ou FGF2 (270pM) no tempo Oh e coletadas em diferentes tempos. BrdU (50uM)

foi adicionado no tempo Oh. N=1500 (obtido em duplicatas).

Esta observagdao fenomenoldgica sugere que os eventos cbmponentes
da progressao celular através de G1 estado re-arranjados nas células Y1-FR3.
Por ultimo, cabe destacar que o fenotipo resisténcia a FGF2 ndo é estavel, se
os clones Y1-FRs forem mantidos em meio com apenas soro tendem a
progressivamente reverter ao fenotipo sensivel a agédo citotoxica de FGF2
caracteristico da linhagem parental Y1. Mas, quando mantidos em meio com
soro + FGF2 permanecem indefinidamente resistentes a FGF2.

Para fazer um teste adicional destes procedimentos fomos selecionar
clones celulares dos fibroblastos transformados B61 e EJ-A capazes de crescer
em meio contendo FGF2, seguindo os mesmos procedimentos adotados para
selecionar clones de Y1 resistentes a FGF2. A partir de plaqueamentos de
baixa densidade (5-6 células /cm?) foram obtidas colénias que cresceram em
DMEM+FCS10%+FGF2 e deram origem as sublinhagens clonais EJA-FR3 e
B61-FR1 a 5.

Por ensaios de formagéo‘ de colonia, EJA-FR3 se revelou bastante

sensivel a FGF2, enquanto B61-FR1 e 2 s&o significantemente resistentes a
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esse fator (Tabela 7). Por outro lado, as curvas de proliferagdo na figura 29
mostram que todas as sub-linhagens EJA-FR3, B61-FR1, -FR2 e -FR5 séo
resistentes a FGF2. Em particular, os clones derivados de B61: B61-FR1, -FR2
e -FR5 soé proliferam significantemente se o meio DMEM+FCS10% for
complementado com FGF2 sendo, portanto, linhagens dependentes de FGF2

para crescer (Fig. 29).

Tabela 7
Morte celular induzida por FGF2 por formagao de colénias nos clones
EJA-FR3 e B61-FR1-2

Os clones EJA-FR3 e B61-FR1-2 foram, derivados de células EJA e B-61 selecionados como

resistentes aos efeitos citotdxicos de FGF2.

. # Colbnias / placa TCT
Linhagem celular A atdas P + EGE2 Inibigdo
EJA-FR3* 148 + 11,3 73,5129 51%
B-61-FR1** 120 £ 14 102 £ 17 15%
B-61-FR2** 42+ 8 38+5 10%

*clones normais de EJA e **clones normais de B-61, selecionadas como resistentes aos efeitos
citotoxicos de FGF2;

Para selecdo dos clones resistentes: FGF2 foi adicionado ao meio de cultura e ap6s ~20 dias,

as colbnias remanescentes foram isoladas e mantidas em DMEM + FCS 10% + 1nM FGF2 até
o estabelecimento de linhagens que proliferavam na presenca de FGF2. O meio de cultura era
renovado a cada 2 dias na presenca de 1nM de FGF2.

Para este ensaio: FGF2 era adicionado somente nas primeiras 24 horas, sendo substituido por

DMEM + FCS 10% até o surgimento de colbnias visiveis. O meio de cultura era renovado a

cada 2 dias na auséncia de FGF2. N=2.

89



200 |- - — e

< .
o |
%ol A B61-FR2 || B B61-FR1  s.or2
x |
S |
3 120 - | 1
\8 S+TG}.
Q 80 a
o]
2 40 | - -
qé Soro (S) ‘ // Soro (S)
0 1 2 3 4 5 6 70 1 2 3 4 5 6 7
dias
o 20 S+FGF2 Vi e
- *
x C EJA-FR3 D B61-FR5
» 160 - : ST - - S+FGF2
8
2 120 )
O
o
L
o L
o 40 ///
£ i Soro (S)
\g 0 T T T T T T _'l_'—‘_/'T I v #1:’—_:
0 1 2 3 4 5 6 70 1 2 3 4 5 6 7

dias

Figura 29: Proliferagdo celular detectada por contagem em hemocitometro
em células B61 e EJA selecionadas como resistentes aos fratamentos
citotoxicos de FGF2, mantidas em DMEM + soro (FCS10%) £+ FGF2 (1nM) e
coletadas ap6s os dias indicados. O meio de cultura é renovado diariamente.

Os resultados foram obtidos em duplicatas (N=2).

Conforme apresentado mais adiante a sublinhagem EJA-FR3 induz a
formacao de tumores de progressdo mais lenta do que sua parental EJ-A (Fig.
34), enquanto a sublinhagem B61-FR1 nao é tumorigénica (Tabela 9),
reafirmando a observagdo mencionada acima que sensibilidade a FGF2 e

tumorigenicidade sao caracteristicas fenotipicas fortemente ligadas.
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4.6 Efeitos de FGF2 na tumorigénese de células Y1 em

camundongos Balb/c e Balb/c Nude.

Até agora, nossos resultados mostram que FGF2 induz intensa morte
celular em células tumorigénicas Y1 (segdo 4.3), porém sub-linhagens
resistentes ao efeitos citotoxicos de FGF2 co-existem na populagao estoque de
células Y1 (células Y1-FRs, segdo 4.5).

Para analisarmos os efeitos de FGF2 na tumorigénese de células Y1 e
Y1-FR3, suspendemos 10° células/Balb/c Nude (5-7 semanas de vida) em
DMEM £ FGF2 (1nM) e ap6s 10 minutos injetamos na regiao dorsal direita dos
animais. Apos 24 horas iniciais e posteriormente a cada 48 horas da injegao
inicial os camundongos foram injetados com 0,1ml DMEM/camundongo *
FGF2 (20ng) durante os dois meses decorrentes. Apos 8-15 dias do inicio, o
estabelecimento do tumor foi determinado por exame visual e com paquimetro
foram tiradas as medidas de comprimento e largura do tumor para calculo

aproximado da area, conforme ilustrado na figura 30:

15 dias 30 dias 45 dias

Figura 30: Injegdo subcutianea na regido dorsal direita de 10° células/
camundongo Balb/c Nude (seta vermelha) e progressdao de tumores de
células Y1. Foi observado 100% de surgimento de tumores de células Y1 no

grupo controle (16/16).

No grupo dos ariimais controle (-FGF2) observamos 100% de formagao
de tumores de células Y1 (16/16) e 50% de formagao de tumores de células
Y1-FR3 (2/4), enquanto no grupo dos animais tratados com FGF2 somente
46% apresentaram a formagao de tumores de células Y1 (6/13) e 50% de

tumores de células Y1-FR3 (2/4) apos 30 dias da injegdo das células (Tabela
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8). Os demais camundongos nao desenvolveram tumores mesmo apds o 70°
dia.

Tabela 8

Tumorigénese de células Y1 e Y1-FR3 em camundongos Balb/c Nude.
Injetadas 108 células/animal Y1 ou Y1-FR3 subcutaneamente em camundongos Balb/c Nude
nos grupos controle (-FGF2) ou tratados (+FGF2). O tempo de laténcia & determinado por

exame visual. Os camundongos restantes nao desenvolveram tumores mesmo apés o 70° dia.

Tipo Grupo % surgiment_o de tumor Lat{encia
celular (30 dias) (dias)
a (?3253) 1  46% (6119) 11
?°|;‘é'|§’2';" 100% (16/16) 13
_— g;a%gé 50% (2/4) 27
(. FGF2) 50% (2/4) 29

Estes resultados evidenciam que: a) células Y1-FR3 apresentam menor
capacidade tumorogénica (50% menos em relacdo as células parentais Y1,
p<0,02), b) células Y1-FR3 apresentam um aumento de 2,4 vezes no tempo de
laténcia (p<0,07); c) o forte efeito citotéxico de FGF2 observado em células Y1
in vivo, nao é observado em seus derivados Y1-FR3 (p<0,07).

Estes dados corroboram a hipétese que durante sele¢cao de sub-
populacdes de células Y1-FGF2-resistentes, FGF2 favoreceu a proliferacao de
células com capacidade tumorigénica reduzida e, conjuntamente com os dados
de sintese de DNA em células Y1-FR3 (rever Fig. 28), sugerem que FGF2
seleciona para células menos agressivas e mais dependentes dos sinais
mitogénicos de FGF2 para proliferacdo. No caso de tumores de células Y1
foram observadas diferencas significantes na génese e cinética de progressao
dos tumores entre os grupos controle (-FGF2) e tratados (+FGF2) (p<0,07)
(Fig. 31).
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Figura 31: Génese (esquerda) e cinética de progressao (direita) de
tumores de células Y1 (A e B) e Y1-FR3 (C e D) em camundongos Balb/c
Nude. Em (B) e (D) foram plotadas a média das areas dos tumores obtidos no
grupo controle (-FGF2) e a média das areas dos tumores do grupo tratado
(+FGF2). Os grupos ‘controle’ e ‘tratado’ mostram-se significantemente

diferentes com p=0,0015.

Nosso protocolo de ensaios de tumorigénese implica na suspensao de
células Y1 em solugado DMEM + FGF2 1nM para posterior injegdo nos animais.
Uma informagdo importante nestes experimentos é verificar se apenas o
contato de FGF2 com as células em suspensdo (por cerca de 5-10 min)
poderia estar exercendo os efeitos anti-tumorigénicos observados. Para tal,
foram testadas injegbes de células Y1 em DMEM (sem FGF2) e submetidas a

injegdes posteriores de FGF2 (aplicadas apo6s 24h e posteriormente a cada 48h
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da injegdo inicial de células). Nestas condigbes observamos que as injegbes
posteriores de FGF2 foram capazes de inibir em 50% o surgimento de tumores
(2/4), sendo que apenas a adigdo inicial de FGF2 conjuntamente com as
células (Y1+DMEM+FGF2) nao foi suficiente para inibir a tumorigénese de
células Y1 (3/3). Estes resultados evidenciam que o efeito citotoxico de FGF2
observado em células Y1 em cultura é reproduzido in vivo quando administrado
localmente e em inje¢gbes periddicas de apenas 20ng/animal (~400ng
FGF2/kg).
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numero de células x 10*

4.7 Morte induzida por FGF2 em células Y1 removidas de

tumores em camundongos Balb/c Nude (células “Ex-vivo-Y1”)

Dois tumores de células Y1 (2-4cm?) foram removidos em ambiente
estéril, lavados e dissociados mecanicamente em agregados celulares
mantidos em DMEM+FCS10% até adesao a superficie da placa de cultura. Os
clones de células “Ex-vivo-Y1” denominados de “Y1-T1” e “Y1-T2” foram
obtidos do tumor controle (i.e. animais nao tratados com FGF2) e do tumor de
animais tratados com FGF2, respectivamente (como mais bem descrito na
secao 3.17).

Apés obtengdo e expansao clonal, foram efetuados ensaios de
proliferagdo e formacdo de colénias aonde pudemos observar que ambas as
linhagens de células “Y1-Ex-vivo” respondem a FGF2 com uma forte inibigdo
de sua proliferagao em cultura, sendo até mais intensa que a observada em
células Y1. (Fig. 32 e 33)

500 — e S
. Y1-T1 Y1-T2 Soro (S)
300 -
200 | /
100 | - - el o =yl ¥ SR
g S +FGF2 e S +FGF2
o 1 2 3 5 6 7 80 1 3 5 7 9

dias

Figura 32: Efeitos de FGF2 na proliferagao de células “Ex-vivo-Y1”
linhagens “Y1-T1” e “Y1-T2”. As células sdo plagueadas em DMEM + Soro
(FCS10%, S) e, apds 24h, no tempo Oh o meio é trocado por DMEM+ Soro +
FGF2 (1nM) ou as células sdo lavadas e mantidas em DMEM puro (=i

tratadas) por 8-9 dias. O meio de cultura foi renovado diariamente. N=2.
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Soro> 'f.'; SR e 3, _" 56 * 3 coldnias/placa

Soro + FGF2-> 0 colénias/blaca

Figura 33: Morte celular, detectada por formagao de coldnias, induzida
por FGF2 em células Y1-T1. 400 células/placa sado plaqueadas em DMEM +
FCS10% + FGF2 (1nM). O meio de cultura era renovado a cada 2 dias ao
longo de 15 dias. Apds 24h o meio era trocado por DMEM+ Soro (FCS10%) até

o surgimento de coldnias visiveis. (N=2).

O fato da linhagem Y1-T2 em cultura ser sensivel a tratamentos de
FGF2 apesar de ter surgido em um camundongo no grupo dos tratados
(+FGF2) sugere que a génese e progressao do tumor “T2" deve-se a outros
fatores que ndo a expressdo de um fenédtipo FGF2-resistente. Estes fatores
podem depender da dosagem, se sdo tratamentos locais ou sistémicos,
sustentados ou pulsos, estocagem e liberagdo do FGF2 e devem ser
otimizados para uma maxima observacdo dos efeitos anti-tumorigénicos de

FGF2, como sera mais bem discutido na se¢éo 5.
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4.8 Efeitos de FGF2 na tumorigénese de células B-61 e EJA e
seus derivados clonais selecionados como resistentes aos
efeitos citotoxicos de FGF2: B61-FRs e EJA-FR3 em

camundongos Balb/c Nude

As linhagens de células fibroblasticas B-61 e EJA sao tumorigénicas
(rever Tabela 2) e respondem com mais de 54% de inibicdo de formagéo de
colénias aos tratamentos de FGF2 (rever Tabela 3). Semelhantemente aos
clones Y1-FRs isolados como sub-linhagens de células Y1 resistentes aos
efeitos citotoxicos de FGF2 (se¢do 4.5), ensaios de morte celular por formagéo
de colbnias foram efetuados para selegdo de clones de células B-61 e EJA
FGF2-resistentes (B61-FR e EJA-FR). Usando o mesmo protocolo para células
Y1, apos selegdo e expansido clonal suspendemos isoladamente 10° células
B61, B61-FR1, EJA ou EJA-FR3 em solugdgo DMEM + FGF2 (1nM) e ap6s 10
min injetamos na regido dorsal direita de camundongos Balb/c Nude (5—7
semanas de vida), sendo que apo6s 24 h e posteriormente a cada 48 h da
injecao inicial os camundongos foram injetados com solugdo de 0,1ml
DMEM/camundongo * FGF2 (20ng) durante os 2 meses deCorrentes.

Nos animais controle (i.e. nao tratados com FGF2) observamos a
formacgéo de tumores em 100% dos animais para as linhagens EJA (4/4), EJA-
FR3 (3/3) e B-61 (7/7) e 0% para as linhagens B61-FR1 (0/5). Embora células
EJA-FR3 induzam formagdo de tumores em 100% dos animais, foram
observadas diferencas quanto a velocidade de progressao dos tumores de EJA
e EJA-FR3 e ao tempo médio de laténcia: 6 e 13 dias, respectivamente (Tabela
9 e Fig. 34).
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Tabela 9
Ensaio de tumorogénese de células EJA e B-61 e seus derivados clonais
selecionados como resistentes aos efeitos citotoxicos de FGF2: B61-FR1

e EJA-FR3 em camundongos Balb/c Nude.

Suspendemos 10° células B61 ou EJA em solugdo DMEM+FGF2 (1nM) e apds 10 min
injetamos na regido dorsal direita de camundongos Balb/c Nude (5-7 semanas), sendo que
apos 24 h e posteriormente a cada 48 h da injecao inicial os camundongos foram injetados com
solugdo de 0,1ml DMEM/animal tFGF2 (20ng) durante os 2 meses decorrentes. As células
EJA-FR3 e B61-FR1 foram suspensas em DMEM e nao submetidas a tratamentos de FGF2
durante o ensaio. O tempo de laténcia é determinado por exame visual. O camundongo

restante ndo desenvolveu tumor mesmo ap6s o 40° dia

Tipo celular | Tratamento % surgilg?]l:jtigs?e Mot Lia?;fia
+ FGF2 91% (10/11) 8,6
EJA
Sem FGF2 100% (4/4) 6
EJA-FR3* Sem FGF2 100% (3/3) 13
+ FGF2 100% (8/8) 75
B-61
Sem FGF2 100% (7/7) 55
B-61-FR1** Sem FGF2 0% (0/5) -

* _ clone de EJA, selecionado como resistente aos efeitos citotoxicos de FGF2 em cultura;
** _ clone de B61, selecionado como resistente aos efeitos citotoxicos de FGF2 em cultura.
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Soma das areas de 3 tumores
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Figura 34: Progressido de tumores de células EJA e EJA-FR3 em
camundongos Balb/c Nude. 10° células/animal foram injetadas no dia 0 e o
crescimento dos tumores medidos por analise visual e paquimetro. Em ambos

os casos 100% dos animais apresentaram tumores (4/4 para células EJA e 3/3
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em células EJA-FR3). Foi plotada a média das areas dos tumores obtidos em
cada linhagem.

Como visto na Tabela 9, o efeito anti-tumorigénico de FGF2 é reduzido
nos animais injetados com células EJA (9%,; 1/11) e ausente nos animais
injetados com células B-61 (0/5). Apenas resultados com as células B-61-FR1
corroboram o0s ensaios de tumorigénese de células Y1-FR3 (seg¢do 4.6),
sugerindo que as sub-populag¢des de células tumorais B-61 selecionadas como
resistentes aos efeitos citotoxicos de FGF2 caracterizam-se por sua reduzida

capacidade tumorigénica.
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5. Discussao

Fatores de crescimento sdo moléculas capazes de induzir células-alvo
quiescentes a percorrerem a fase G1 do ciclo celular até atingirem um ponto
critico deste processo, comprometendo-as a iniciarem a sintese de DNA.

Também chamado de “checkpoint de entrada em S”, esse ponto critico
coincide principalmente com a fosforilacdo da proteina Rb, regulada
positivamente pela atividade dos complexos ciclina D-CDK-4 e -CDK-6 e
negativamente por inibidores destes complexos, como p27<°".

Até atingirem esse “checkpoint” as células-alvo estdo sob um rigido
controle intracelular o que permite gerar uma série de outros “checkpoin'ts”
garantindo que a préxima etapa na progressao do ciclo nao se inicie até que a
etapa anterior tenha sido completada, que as condigdes intra- e extra-celulares
sejam favoraveis (i.e. auséncia de moléculas inibitérias, disponibilidade de
nutrientes e fatores de progress&o e densidade celular favoravel) e que o
tamanho celular seja adequado. O descontrole deste processo pode levar ao
surgimento de células tumorais.

Neste contexto, tive a enorme satisfacao de apds 32 anos da descoberta
de FGF2 pelo Prof. Armelin H.A. (Armelin H.A., 1973) ainda avancar
significantemente no estudo dos multiplos efeitos induzidos por este fator no
controle do ciclo celular em células de mamiferos.

Nestes estudos mostramos que FGF2 é capaz de inibir a progressdo em
cultura e a tumorigénese de células adrenocorticais Y1 em camundongos
Balb/c Nude. Nesse modelo, os sinais disparados por FGF2 no inicio e meio de
G1 atuam estimulando a progressao G0/G1->S e bloqueando a transigédo
S->G2/Mitose.

A principal dificuldade encontrada na etapa conclusiva deste trabalho
decorre da propria nomenclatura historica do fator estudado: “FGF” ou
“Fibroblast Growth Factor”, que foi fundamentada na atividade mitogénica de
FGF2 em fibroblastos 3T3 (Armelin H.A., 1973), o que gera um inicial
“‘cepticismo cientifico” quando afirmamos que o “fator de crescimento de

fibroblasto-2” induz morte celular. .
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De fato, o uso das iniciais FGF em todos os 22 membros da familia nado
implica que todos estes fatores possuam a mesma atividade biolégica, mas por
apresentarem-se estruturalmente relacionados. Dentre os membros da familia
de FGF utilizados (FGF1, FGF2, FGF4 e FGF5) mostramos que FGF2 exerce o
maior bloqueio na proliferagdo de células Y1 (ver Fig. 11D).

Associado a isso, muitos dos efeitos de FGF2 descritos na literatura o
correlacionam com progressao no ciclo celular de células normais e tumorais,
seja através de sua atividade angiogénica e/ou protecao contra apoptose (Liu
et al., 2001, Song et al., 2000, Coleman et al., 2000, Compagni et al., 2000,
Menzel et al., 1996, Huang et al., 1994, Moscatelli & Quarto, 1989). Elevados
niveis de FGF2 na urina ou no soro de pacientes com cancer sao
correlacionados com um prognéstico ruim em alguns modelos (Nguyen et al.,
1994).

Apesar disso, muitos outros trabalhos evidenciam efeitos citotoxicos de
FGF2 na progressao de células tumorais (Williamson et al., 2004, Kim MS et
al., 2004, Raucci et al., 2004, Krejci et al., 2004, Westwood et al., 2002, Smits
et al., 2000, Sturla et al., 2000, Wang et al., 1998, Liu et al., 1998, Fenig et al.,
1997, Chen et al., 1995, McLeskey et al., 1994) e outros associam altos niveis
de FGF2 com um melhor prognéstico em canceres (Colomer et al., 1997).

Quanto ao papel de FGF2 no desenvolvimento de tumores, a historia
também & controversa: alguns trabalhos em camundongos transgénicos
(Tyrp1-Tag) que desenvolvem tumores agressivos na retina, invasivos,
metastasicos e que expressam FGF2 (RPE, “retinal pigment epithelium”), foram
modificados geneticamente e seus descendentes apresentaram-se deficientes
para FGF2 (Tyrp1-Tag"®"*"). Apesar de apresentarem alteragdes fenotipicas,
como defeitos neuronais, redugéo da pressao sangtiinea, diminuigdo da massa
0ssea e atraso na cicatrizagao de feridas, o desenvolvimento do tumor nesses
animais mostrou-se independente da expressao de FGF2 (Foletti et al., 2002).
Em outros trabalhos a expressdo de FGF2 sugere-se ser importante no
crescimento de melanomas e outros tumores (Bikfalvi et al., 1997, Halaban et
al., 1988).

N&ao encontramos qualquer trabalho que mostre citotoxidade de FGF2
em células normais, sugerindo que estes efeitos ocorram especificamente em

determinadas linhagens tumorais. Em alguns casos FGF2 pode regular positiva
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ou negativamente a sensibilidade de células normais e tumorais tratadas com
drogas quimioterapicas (Coleman, 2003, Liu et al., 2001, Huang et al., 1994).

De uma forma geral, os dados descritos na literatura indicam que FGF2
€ um peptideo multi-potente capaz de ativar diferentes fungbes celulares em
diferentes células-alvo.

Neste quesito, os receptores de FGF (FGFRs) também merecem uma
atengdo especial. Alguns estudos evidenciam que alteragbes no padrdao de
expressao de isoformas do FGFR2 em células epiteliais (da isoforma FGFR2-
lllb para a FGFR2-llic) podem levar ao estabelecimento de algas autdcrinas,
até entéo inexistentes, através da ativagao especifica de FGFR-Illc por FGF2,
ocasionando proliferagdo independente de sinais do estroma, perda do fenétipo
diferenciado e malignizagao (Yan G. et al.,, 1993). Outros estudos mostram que
se reduzirmos a expressao de FGFR2-llIb induz-se a transformagéo maligna
em células epiteliais, sendo que as mais agressivas apresentam niveis
elevados da expressao de FGFR1. Curiosamente, ao passo que a expressio
deliberada de FGFR1 acelera o estabelecimento do fendtipo maligno, a
restauragcdo dos niveis de expressdo de FGFR2-IlIIlb nestas mesmas células
reduz a proliferacdo e restaura a dependéncia dos sinais do estroma e o
fenétipo diferenciado (Feng et al., 1997).

Estas observagbes revelam que diferentes receptores de FGF exercem
diferentes fungdes no desenvolvimento e progress&o do fendtipo maligno.
Neste contexto, fgfr2-/llb pode ser interpretado como um gene supressor de
tumor.

Embora FGF2 seja um ligante pouco especifico para o produto do gene
fgfr2-11lb (sugerido como um gene supressor de tumor por Feng et al., 1997),
sugerimos que FGF2 induz morte em células Y1 por ser capaz de ativar uma
combinagdo especifica de FGFR’s que juntos disparam um sinal
predominantemente citotoxico nestas células.

A utilizagdo de outros membros da familia de FGF mostra que outras
combinagdes FGFs-FGFRs podem transduzir sinais citotoxicos menos intensos
(FGF1 e FGF4) ou ausentes (FGF5).

Neste trabalho sugerimos que FGF2 ative sinais citotdxicos em tipos
especificos de células tumorais, mostrando-se diretamente relacionados com

alta expressao de Ras-GTP. Neste caso, sugerimos o uso de “Fibroblast Guard
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Factor-2” como nomenclatura alternativa de FGF2, pois a citotoxidade induzida
por FGF2 pode atuar como um mecanismo de “guarda”, ou de “protec¢ado’,
contra a proliferagdo de células induzida por oncogene.

Complementar a isso, mostramos que sub-linhagens de células Y1, que
sustentam a alta expressao de Ras-GTP, podem ser resistentes aos efeitos
citotoxicos de FGF2 (células Y1-FR’s). Neste contexto, alguns resultados
preliminares, por PCR semi-quantitativo, evidenciam uma redugéo de até 5
vezes na expressao do mRNA do FGFR2 em células Y1-FR3 quando
comparadas as células parentais Y1 (dados em estudo, ndo apresentados
nesta tese). Estes dados sugerem que o mecanismo que controla a resposta
de morte ou de proliferagcdo pode também ser regulado por alteragbes no

padrao de expressao dos FGFR's.

5.1 Sinalizagao G0/G1->S por FGF2 em células tumorais Y1

O progresso de uma populagédo de células ao longo do ciclo celular é
controlado e pode ser medido pela presenga ou auséncia de uma série de
proteinas cuja ativagdo/expressdo e inativagao/protedlise devem ser
coordenadamente controladas. Além disso, a organizagao espacial destas
proteinas também determina a correta passagem de uma fase do ciclo para a
proxima.

Nos ultimos 9 anos, nosso laboratério tem avangado significantemente
no estudo do sinal mitogénico inicial disparado por FGF2 em células Y1. Este
sinal permite que detectemos em 0,5min a ativagao de c-Ki-Ras, em 5 min a
presenga de ERK1-2 ativas no nucleo de 100% da populagao (Fig. 2, ED50%
de 30pM) e, em 2h, a expressao nuclear de c-Fos em 80% da populagéo (Fig.
4). Estes dados caracterizam a transicao GO—>G1 e a progressao sincronica de
80% das células até a 22 hora de G1.

Além disso, sabemos que FGF2 é capaz de induzir toda a progressao
por G1 e entrada na fase S, pois: a) ele estabiliza a expressdo da proteina c-
Myc até a 62 hora de G1 (com ED50% de 25pM) (Lepique et al., 2004); b) induz
a expressao das ciclinas D1 e E entre 5-6°h de G1 (Schwindt et al., 2003); c)
induz a fosforilagao da proteina Rb (4-8h de G1); e d) induz a sintese de DNA,
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detectada por marcagao com BrdU, em 50% da populagao ap6s 12h da adigao
de FGF2 (Rocha et al., 2003).

Desta forma, notamos que a sinalizagdo mitogénica inicial exige a
coordenac¢ao de uma complexa maquinaria celular envolvida em importagao e
exportagdo de fatores do citoplasma para o nucleo, a ativagdo de fatores de
transcrigdo e a expressao dos produtos de muitos genes que juntos induzem a
progressao em G1->S.

Notamos ao longo desta progressao uma perda gradual do sincronismo
populacional, aonde apenas 35% da populacao de células estimuladas a
sairem de G0/G1 atinge a fase S em tratamentos de 2h de FGF2. Este efeito
pode ser otimizado através da manutencao de FGF2 no meio de cultura ou
através de segundas adigbes de FGF2, entre 4-6h em células pré-tratadas com
FGF2 entre 0-2h (Fig. 5).

Esta “perda de sincronismo” populacional decorre, em nossa opiniao, de
dois fatores principais: 1) adotarmos medidas globais de analise populacional;
e 2) conceitualizarmos vias me.tabc')licas como entidades distintas responsaveis
cada uma por um determinado fendbmeno biolégico. No primeiro caso, refiro-me
a ensaios baseados em ‘lise celular aonde a analise da sintese de uma
biomolécula compromete-se a ser uma medida quantitativa global de milhares
de células que, de fato, ndo representa a variabilidade metabdlica intrinseca de
cada célula da populagcao. No segundo caso, mesmo adotando métodos de
analise de expressao individual (contagem de nucleos marcados, p.ex.) ainda
nao compreendemos claramente como as diferentes vias de sinalizagao
interagem formando redes de sinalizagdo cada vez mais complexas na medida
em que nos aproximamos de um fendmeno bioldgico. Por exemplo: a ativagao
de ERK1-2 em 100% da populacgéo por tratamentos de FGF2 € uma resposta
ultra rapida (2-5min), linear e independente de outros sinais que ndo sejam 0s
disparados por FGFR->Ras>Mek1-2. Relativamente mais complexo é o
processo de sintese de DNA, que nao deve depender somente da quantidade
de ERK1-2 ativa, mas da influéncia de outras vias metabdlicas inter-
relacionadas como: vias de sinalizagdo de nutrientes como a sintese de
nucleotideos, vias regulatérias de crescimento (i.e. volume celular), vias de
morte e de controle homeostatico (integridade de membrana, equilibrio entre

sintese e degradagéao protéica, p.ex.). Naturalmente nada disso levaria a uma
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explicagdo mecanistica para o efeito sinérgico de dois pulsos de FGF2, o que

dispensaria para tal um trabalho futuro a parte.

5.2 Inibigdo da Progressdo S->G2/Mitose por FGF2 em células

tumorais Y1

Embora nos Gltimos anos, nosso laboratério tenha avangado no estudo
do sinal mitogénico inicial disparado por FGF2 em células Y1 na transi¢ao
G0/G1->S, o sinal citotoxico que aqui descrevemos induzido por FGF2 ¢ uma
descoberta recente, detectado como um bloqueio na transigdo S—>G2,
inicialmente descrito em Costa et al. (2004) e aprofundada nesta tese.

Esse efeito de morte, embora nao identificado e independente das vias
candnicas de apoptose, abrange mais de 88% da populacao de células Y1 e é
peculiar a FGF2, sendo muito reduzido nos outros membros testados da familia
de FGF, como: FGF1, FGF4 e FGF5 (41%, 36% e 16% de citotoxicidade,
respectivamente) (Fig. 11D).

Como mostramos, reduzindo-se 0s niveis c-Ki-Ras-GTP expressos em
células Y1 o efeito citotoxico induzido por FGF2 é substituido por uma resposta
mitogénica classica, permitindo toda a progressao GO/G1->S->G2/M. Além
disso, alguns ensaios recentes sugerem que esta redug&o pode ocorrer apos
algumas horas da adigdo de FGF2 que também garante a resposta mitogénica
de células Y1 aos tratamentos de FGF2. Se comprovado, isto sugere que a
reducao dos niveis expressos de c-Ki-Ras-GTP possa ser crucial apenas em
momentos posteriores ao disparo do sinal de FGF2->FGFR (dados em estudo).

O mecanismo pelo qual FGF2 exerce estes efeitos ainda é
desconhecido, mas nossos resultados sugerem que o bloqueio S>G2 ocorre
através da iniciagao abortiva ou bloqueio de mais de 50% dos replicons na fase
S, embora nao altere a velocidade de elongagdo de cadeias de DNA ja em
crescimento (sec¢éao 4.2, Fig. 10).

Alguns trabalhos recentes em linhagens de ESFT (sarcomas de Ewing’s)
sugerem que o efetor de FGF2 na indugdo de morte celular é a ativacao
prolongada da proteina p38™*"K — uma proteina quinase, da familia das MAPK,

envolvida com o disparo de sinais de stress celular — que levaria a um aumento
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da expressao de multiplos receptores de sinais de morte celular, dentre eles o
p75NR (Williamson et al., 2004). Em outros modelos celulares FGF2 também
se mostrou capaz de induzir morte celular relacionada com aumento da

8MAPK

expressao de p3 ativa (Raucci et al., 2004). Em células Y1 ensaios

gUAPK  ativa em

preliminares detectaram aumento na expressdo de p3
tratamentos de 12h de FGF2 (dados em estudo). Outros trabalhos sugerem
que o bloqueio da proliferagao celular pode estar subordinado ou independente
da ativagao das vias candnicas de apoptose. No caso de células BGC-823
(linhagem de cancer gastrico humano) ambos TPA (éster de forbol) e ATRA
(acido retindico trans) sao capazes de bloquear a proliferagdo, embora apenas
TPA induza apoptose (Wu et al., 2002). Neste caso especifico, ambos atuam
através da ativacdo de um receptor nuclear (Nur77) embora os sinais
apoptoéticos de TPA sejam desencadeados ndo somente pela ativagdo como
pela translocacao de Nur77 do nuicleo para a mitocondria. Em nosso laboratorio
analises de microarray em células Y1 tratadas com FGF2 apresentam intensa
inducao da expressao do mRNA para Nur77 (dados da Paula F. Asprino e Dr.
Hugo A. Armelin, ndo publicados).

8MAPK & expressaollocalizacao de Nur77 em

A resposta de ativacéo de p3
células Y1 por FGF2 ainda nao sado conclusivas, mas s&o alvos potenciais para
caracterizagdo molecular do fendmeno de morte celular induzido por este fator
e do surgimento de sub-populagdes de células Y1 com fenotipo FGF2-

resistente, como sera abordado na proxima seg¢ao.

5.3 Heterogeneidade na populagdo de células Y1: mutagao versus

adaptacgao

Independentemente se a manutengdo de uma populagdo tumoral
qualquer segue um padrao estocastico ou hierarquico de proliferagdo (neste
Ultimo caso é assumido a existéncia de “stem-cells” tumorais), é constatado
que existe uma heterogeneidade intrinseca dentro desta populagao, ou seja,
existem sub-populagdes distinguiveis por pequenas alteragbes em vias

metabdlicas.
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No caso especifico de células Y1, a heterogeneidade na populagéao pode
ser caracterizada pelo fenotipo “resisténcia” ou “sensibilidade” aos tratamentos
de FGF2. Neste caso, FGF2 atua como um agente de selegdo: inibindo a
parcela maior da populagao de células Y1 (87,8 + 7,8%), mas permitindo a
proliferagdo de uma minoria (12,2 + 7,8%, N=2370 coldnias).

A analise dos resultados do isolamento de clones coletados ao acaso
(Y1-C1-23, secdo 4.5), adaptada do “teste de flutuagao” de Luria & Delbriick
(1943), sustenta a afirmacgéo que a heterogeneidade na populagao de células
Y1 deve-se a sub-linhagens pré-existentes no estoque de células, evidenciada
por diferentes porcentagens de células FGF2-resistentes entre as populagdes
secundarias e a populagdo parental, e por uma distribuigdo do numero de
classes clonais com mesma porcentagem de resisténcia diferente de uma
curva normal, o que seria esperada no caso do fenotipo resisténcia ser
induzido, e nao selecionado, por FGF2. Além disso, células Y1 selecionadas
como resistentes aos tratamentos citotoxicos de FGF2 (Y1-FRs, secao 4.5) se
mantidas em cultura por 20-30 dias na auséncia de FGF2 retornam ao fenétipo
parental (i.e. sensivel a FGF2), evidenciando que o fenétipo “FGF2-resistente”
nao € estavel na auséncia de FGF2, mostrando que essa heterogeneidade é
incompativel com a hipétese de ser originada por mutagéo génica, ou seja, nao
é de origem genética, mas deve-se a uma variagao selecionada por FGF2, de
natureza epigenética.

De uma forma resumida, mostramos que a populagdo de células Y1 é
heterogénea e esta formada por 88% de células susceptiveis a inibigao por
FGF2, sendo estocastico o surgimento de células resistentes (em oposigao a
homogeneidade como um fendbmeno adaptativo). Na presenca deste fator,
selecionam-se células com tragos fenotipicos de células normais: velocidade
de proliferacdo reduzida em soro (Fig. 25), mais dependentes de sinais
externos para proliferagao (evidenciada pela redugdo dos niveis basais de
nucleos marcados com BrdU, Fig. 28), aumento do tamanho da fase G1 (Fig.

28) e com capacidade tumorigénica reduzida (Tabela 8 e Fig. 31).
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5.4 Tumorigénese de células Y1 em camundongos Balb/c Nude

Uma peculiaridade das células Y1 é possuirem o proto-oncogene c-Ki-ras
amplificado, tendo como consequéncias: a expressdo elevada da proteina Ki-
Ras ativa (Kimura & Armelin, 1988, Schwab et. al, 1983, e Fig. 21 e 22A), a
manutengao de niveis basais elevados da proteina AKT fosforilada (Forti et al.
2002 e 2000 e Fig. 22B) e, dependente da via de AKT, uma elevada expressao
de c-Myc (Lepique et al., 2004).

A ativagao destas vias controla sinais que impulsionam a transigado G12>S
e a evasao a apoptose mesmo na auséncia de sinais mitogénicos, o que
confere um fendtipo tumorigénico as células que as possuam (Hanahan &
Weinberg, 2000). Denominamos de “nucleo ativado” a rede de sinalizagao que
garante a ativagao e expressao basal elevada destas proteinas oncogénicas
em células Y1.

Mesmo em tentativas de reduzirmos a atividade do “nucleo ativado” em
células Y1 através da redugao dos niveis de Ki-Ras-GTP nossos ensaios in
vivo nao evidenciam redugdes na génese de tumores de células Y1
expressando altos ou baixos niveis desta proteina na forma ativa (dados nao
apresentados). Embora estes resultados ndo relacionem os niveis de Ki-Ras-
GTP e tumorigénese em células Y1, a manutengao e génese de melanomas in
vivo mostram-se intimamente dependentes da expressdao de H-Ras-GTP,
sendo que sua inativagao relaciona-se com intensa regressao tumoral (Chin et
al., 1999).

Apesar destes e de outros resultados confirmarem o papel de Ras na
tumorigénese (Shirasawa et al, 1993), alguns tumores induzidos
condicionalmente a expressarem baixos niveis de Ras-GTP podem persistir ou
ressurgirem, tornando-se melanomas “Ras-independentes”, ou ainda, sugere-
se que a presenga continua de H-Ras-GTP confira a capacidade de células
tumorais evadirem do sistema imune do camundongo (Doherty et al., 1994).

Em se tratando de sistema imune, alguns trabalhos correlacionam
elevados niveis intracelulares de FGF2 em linfécitos com uma redugao dos
niveis de apoptose e aumento da viabilidade, criando uma vantagem adicional

que pode originar certos tipos de leucemia seja através da expanséao clonal,
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progressao tumoral ou resisténcia a terapias citotoxicas (Menzel et al., 1996).
Nesse trabalho, Menzel e colaboradores sugerem que a origem do excesso de
FGF2 na urina e soro de pacientes com certos tipos de leucemia (CLL,
“Chronic Imphocytic leukemia”®), é da super-producao intracelular de FGF2 em
linfocitos B.

Embora ndo existam trabalhos nesta area, a produgao e secre¢céo de
FGF2 por células do sistema imune, somando-se a citotoxidade de FGF2 em
células expressando altos niveis de Ki-Ras-GTP, pode ser interpretada como
uma ferramenta adicional do sistema imune na prote¢cao contra certos tipos
reconhecidos de cancer.

Deve ser mencionado que no nosso modelo os efeitos protetores de
FGF2 na formagao de tumores de células Y1 podem estar subestimados, pois
nao dispusemos de ensaios variando a dose de FGF2/camundongo ou outras
formas de administracdo. Em modelos animais, ensaios clinicos para protecao
contra isquemias no miocardio, FGF2 é administrado diariamente em até 100ug
FGF2/kg. Comparativamente utilizamos no nosso modelo administragbes de
FGF2 a cada 48 horas de apenas 2-4ug FGF2/kg. Em humanos, para o mesmo
proposito, foi utilizado com sucesso um sistema de liberagdo constante aonde
cirurgicamente FGF2 é adicionado adsorvido em pastilhas de heparina-alginato
(Laham et al., 1999, Sellke et al., 1998).
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5.5 Prospecgoes Futuras

Quase que por definicdo, as terapias anti-cancer efetivas (quimioterapias
ou radioterapias) selecionam para resisténcia. Na maioria das vezes, matando
células sensiveis e induzindo regressdao tumoral aumentam a sobrevida do
paciente, mas simultaneamente tendem a selecionar células resistentes ao
agente citotoxico. Estes clones geralmente proliferam originando tumores
reincidentes mais agressivos e resistentes a estes agentes.

Semelhantemente, antibidticos invariavelmente selecionam para
bactérias cada vez mais resistentes e agressivas, pois eficientemente matam
as bactérias sensiveis.

Em ambos os casos, como se governados por uma regra Unica, a
selecdo para resisténcia ndo ocorre sem uma resposta a terapia e,
temporariamente, sem a regressdo dos sintomas da doenca. A questéo é o que

exatamente sera selecionado (Fig. 35).

Tamanho do
tumor

A
B db
Vad L Tumor letal
@ 2 ﬁ = célula tumoral sensivel
Q& 3 d’ = célula tumoral resistente
- Cura
"¢

L > Tempo
Terapia anti-cancer

Figura 35: Regressao tumoral e simultanea selegdao para resisténcia em
terapias anti-cancer (adaptado de “Blagosklonny, 2004”). 1= Terapia nao
efetiva: nao induz morte celular ou selegcao de resistentes. No nosso modelo,
os efeitos de FGF1 em células Y1 poderiam exemplificar essa situagao (Fig.
3.1). 2 e 3 = Terapias efetivas que induzem morte celular, regressao tumoral e
sobrevida, mas permitem a selecdo de clones resistentes e agressivos. No
nosso modelo, os efeitos de FGF2 em células EJA poderiam exemplificar essa
situagdo (Tabela 10). 4= Combinacdo efetiva de duas ou mais terapias:

indugao de grande mortandade celular e regressao tumoral intensa.
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Como um exemplo, em certos tipos de cénceres o inibidor da tirosina
quinase Bcr-Abl — Gleevec (“Imatinib mesylato”) — seleciona para resisténcia
exatamente por matar células leucémicas que dependam da expressao de Bor-
Abl. Gleevec seleciona clones resistentes seja pela amplificagdo de Ber-Abl ou
por outro mecanismo de sobrevivéncia (Druker, 2002, Sawyers, 2002). Outro
exemplo ocorre em terapias de tumores de préstata usando anti-androgenos
(Reese, 2000). Nestes casos, as terapias selecionam para células horménio-
independentes mais agressivas, resistentes as terapias e originando tumores
letais (Zietman et al., 1996).

Neste contexto, ndo é surpreendente que mesmo terapias anti-
angiogénicas, se efetivas, selecionem para resisténcia. Em condigbes de baixo
oxigénio e nutrientes (efeitos de uma terapia anti-angiogénica efetiva), alguns
clones reincidentes podem super-expressar a proteina HIF-1 que, inibe a
apoptose e induz metastase e proliferagdo através do controle da expressao de
fatores de crescimento/sobrevivéncia autocrinos e paracrinos como VEGFs,
FGFs, matriz metalloproteinase-2, catepsina D, fibronectina 1 e TGF-a (para
uma revisao: Blagosklonny, 2004).

No caso especifico de células tumorais Y1, mostramos que o efeito
citotoxico de FGF2 observado em in vivo e em cultura ndo & observado em
seus clones selecionados como resistentes Y1-FR3 que apresentam uma
capacidade tumorigénica 50% menor em relagdo as células parentais Y1 e um
aumento de 2,5 vezes no tempo de laténcia (Tabela 8 e Fig. 31).

Comportamento semelhante € observado em fibroblastos da linhagem B-
61 que induzem 100% (7/7) de formacgao de tumores em camundongos Balb/c
Nude, e em seus derivados n&ao tumorigénicos B61-FR1 selecionados como
resistentes aos tratamentos de FGF2 (Tabela 9) (embora ndo tenhamos
testado se os clones B61-FRs mantém o transgene rasV12). Em cultura os
clones Y1-FR3 apresentam uma maior dependéncia de sinais externos e
sincronicidade para entrada na fase S, ou seja, exibem um controle da
transicdo GO/G1->S mais proximo ao observado em linhagens normais (Fig.
28).

Estes dados evidenciam que o surgimento de resisténcia a FGF2 nestas

linhagens permite a proliferagdo de células com capacidade tumorigénica e
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velocidade de progressé&o eliminada ou reduzida, ou seja, os efeitos citotdxicos

de FGF2 sdo mais fortes em linhagens tumorais mais agressivas (Fig. 36).
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Figura 36: Tumorigenicidade versus sensibilidade celular aos efeitos
citotoxicos de FGF2 em diversas linhagens normais (A-31 e Swiss) e
tumorais (Y1, B61, EJA, 2A, 3D e 5A) e em seus clones selecionados como
resistentes a FGF2 (Y1-FR3, EJA-FR3 e B61-FR1). A tumorigenicidade foi
medida pela porcentagem de camundongos Balb/c Nude que desenvolveram
tumores e a sensibilidade a FGF2 calculada pela porcentagem de colbnias
inibidas por FGF2 (1nM, 24h) em cada linhagem em cultura crescendo em

meio com soro.

Potencial uso de FGF2 em terapias anti-cancer

A demonstragao dos efeitos citotoxicos de FGF2 em células tumorais de
camundongo (linhagens Y1 e fibroblastos transformados) em cultura e in vivo,
além de linhagens tumorais humanas, como células de tumor de mama (MCF-
7) (Wang et al., 1998, Fenig et al., 1997) e neuroepiteliomas (SK-N-MC)
(Westwood et al., 2002, Smits et al., 2000), podem sugerir 0 uso de FGF2
como um agente combinado em terapias contra canceres especificos.

Embora contra-intuitivo, devido aos “efeitos colaterais” de FGF2
(indugao de angiogénese e proliferagdo de certas linhagens, p.ex.) o uso clinico
de FGF2 ja esta sendo estudado em modelos animais e humanos.

Clinicamente FGF2 tem sido testado na protegéo contra isquemias (CDI

— “chronic ischemic damages”) em tecidos cardiacos justamente por sua
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capacidade angiogénica e citoprotetora, garantindo sobrevivéncia, preservagao
e funcionalidade do tecido cardiaco, produzindo resultados promissores (Jiang
et al., 2004, Detillieux et al., 2004). Além disso, em alguns casos a protecéo
induzida por FGF2 é ausente de qualquer nova vascularizagdo o que dirige a
atencao somente para os efeitos citoprotetores deste fator (Horrigan et al.,
1999 e 1996).

Os maiores “efeitos colaterais” manifestados pelo uso clinico de FGF2
nestes estudos incluem: insuficiéncia renal demonstrada por proteinuria,
hipotensao e alguns efeitos transientes na retina (Detillieux et al., 2004).

- Complementar, Bailly e colaboradores (Bailly et al., 2000) demonstraram
que uma unica mutagao, substituindo a serina 117 por uma alanina no FGF2
humano (S117A) diminui sua capacidade de induzir a proliferacao (i.e. ndo
estimula sintese de DNA em fibroblastos NIH-3T3 e em células endoteliais
bovinas) sem afetar sua capacidade de diferenciagcao (em células PC12). Esse
mutante nao mitogénico de FGF2 (S117A-FGF2) também exibe as mesmas
propriedades protetoras no tecido cardiaco com a vantagem da eliminacao de
alguns dos “efeitos colaterais” de FGF2 (Jiang et al., 2004).

Com o avango da engenharia e biologia molecular e a possibilidade de
construcédo de mutantes de FGF2 associado a sua habilidade de controlar a
proliferacdo de certas linhagens tumorigénicas, acreditamos que o uso
controlado destes mutantes poderdo originar iniciativas terapéuticas
complementares envolvendo a via de ativagcao deste multi-potente peptideo e o
controle da proliferagao de células tumorais. Além disso, o aprofundamento no
estudo do mecanismo de resisténcia (linhagens préximas as linhagens
normais) e sensibilidade (linhagens com fendtipo maligno acentuado) pode
levar-nos a trilhar caminhos potencialmente muito importantes, dado o grande

interesse pratico (i.e. estudo do cancer) e teorico (i.e. controle do ciclo celular).
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6. Conclusoes

1. A linhagem Y1 de células adrenocorticais tumorais nos permitiu
demonstrar experimentalmente a existéncia de duas respostas biolégicas
antagodnicas induzidas por FGF2: a) uma classica, a resposta mitogénica e b)
outra nova e nao suspeitada, uma resposta de morte celular. A resposta
mitogénica leva a transicdo G1->S, enquanto a resposta de morte impede a
replicagao normal do DNA, blogueando a transi¢do S>G2/M. Mas, a resposta
de morte celular s6 ocorre se os niveis de c-Ki-Ras-GTP, cronicamente muito
altos em Y1, forem mantidos. Do contrario, a resposta mitogénica prevalece e o
ciclo GO/G1>S>G2/M é completado.

2. A resposta de morte celular induzida por FGF2 nao é exclusiva da
linhagem tumoral Y1, pois também ¢é observada em fibroblastos 3T3
malignamente transformados pelo oncogene H-rasV12. Esta resposta de
morte celular, aparentemente especifica de células tumorais, ndo envolve as
vias candnicas de apoptose.

3. E possivel selecionar clones celulares resistentes a FGF2 a partir
das populagdes de células tumorais Y1 e 3T3-RasV12. Estes clones
resistentes a FGF2 mantém altos niveis constitutivos de Ki-Ras-GTP, mas
mostram fenotipo tumorigénico reduzido ou inexistente. O fendtipo resisténcia
a FGF2 aparece espontéanea e aleatoriamente na populagao e esta sujeito a
uma elevada taxa de reverséo se os clones resistentes forem cultivados na
auséncia de FGF2. Aparentemente, o surgimento destes clones resistentes se
deve a mudancas epigenéticas de ocorréncia estocastica e alto grau de

reversibilidade.
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