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RESUMO

FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2) é o membro fundador de uma grande
familia de fatores de crescimento protéicos. Sua atividade se da através
da ligacao e ativacao de receptores especificos de membrana (FGFRs) com
atividade de tirosina quinase. No organismo adulto, a sinalizacao de FGF2
esta envolvida na inducdo de processos de sobrevivéncia, proliferacdo e
diferenciacao celular; além de cicatrizacdo e angiogénese. Por atuar como
um classico fator de crescimento, a atividade de FGF2 esta
freqientemente implicada em mecanismos pro-tumorais. Entretanto,
alguns grupos, incluindo o nosso, tém reportado que FGF2 também pode
apresentar efeitos antiproliferativos a até citotdxicos seletivamente em
células malignas. Em 2008, publicamos um compreensivo relato
mostrando que FGF2 bloqueia irreversivelmente a proliferagao de
linhagens murinas malignas dependentes de Ras. Alteracdes que levem a
atividade aumentada de proteinas Ras estao presentes em diversos
canceres humanos e, freqientemente, resultando em problemas no
tratamento e progndstico ruim. No presente trabalho, utilizamos
principalmente a linhagem murina maligna dependente de Ras Y1 D1G,
que apresenta um controle estrito de quiescéncia/proliferacao em funcgao
da presenca de soro; e é por isso mesmo um bom modelo para a analise
dos efeitos de FGF2 sobre o ciclo celular. Analises por citometria de fluxo
mostraram que, nessas células, apesar de disparar a transicao G0->G1-S,
FGF2 provoca um atraso na fase S seguido de um bloqueio do ciclo em
G2. Embora bloqueie a progressao no ciclo (proliferacao), FGF2 induz em
Y1l D1G o crescimento celular em termos de massa e volume. Assim,
nessas células FGF2 “desconecta” crescimento celular de proliferacdo.
Esse desarranjo do ciclo celular provocado por FGF2 nas células Y1 D1G
tem como resultado a instabilidade genotipica e morte celular;
evidenciada pela perda da integridade de membrana plasmatica e altas
taxas de fragmentacdo de DNA observadas apds o estimulo por esse fator.
Esse efeito téxico de FGF2 depende da atividade da proteina Src; porque a
inibicdo quimica dessa proteina apresentou protecdo total frente aos
efeitos toxicos de FGF2. Anadlises por espectrometria de massas
mostraram que FGF2 induz aumento dos niveis de proteinas relacionadas
a sintese protéica, e também de proteinas relacionadas ao estresse
proteotdxico. Sabe-se que células malignas lidam com niveis basais altos
de diferentes tipos de estresse; incluindo o estresse proteotdxico. Esse
guadro mostra que o efeito téxico disparado por FGF2 em Y1 D1G esta
relacionado a um acumulo de proteinas/célula, perda da homeostase de



proteinas e estresse proteotdxico. Corrobora essas proposicoes o fato de
gue a inibicdo quimica de Src, que protege totalmente as células do efeito
toxico de FGF2, impede completamente o aciumulo de proteinas/célula.
Além disso, em células Y1 D1G resistentes ao efeito toxico de FGF2, e que
inclusive dependem deste para proliferar em cultura, a atividade de FGF2
tem efeito oposto; ou seja, provoca diminuicao dos niveis estacionarios de
proteinas/célula. Juntos, esses resultados demonstram que FGF2 é capaz
de atacar uma vulnerabilidade de células malignas dependentes de Ras; e
no caso estudado, essa vulnerabilidade decorre do desequilibrio na
homeostase de proteinas.

Palavras-chave: FGF2, Ciclo celular, Estresse proteotdxico, Ras.



ABSTRACT

FGF2 is the first member of a large family of peptide growth factors. It
binds and activates specific membrane receptors (FGFRs) belonging to a
family of tyrosine kinase receptors (RTK). In adult organisms, FGF2
signaling is involved in the induction of cell surveillance, proliferation and
differentiation; and also wound healing and angiogenesis. FGF2 is a bona
fide growth factor and, as such, it is often implicated in pro-tumor
mechanisms. However, several groups, including ours, have reported that
FGF2 can also display antiproliferative and even cytotoxic effects
selectively in malignant cells. In 2008, we fully reported that FGF2
irreversibly blocks the proliferation of Ras-driven mouse malignant
lineages. Alterations leading to Ras proteins overactivity are present in
many human cancers frequently with bad prognosis. In the present work,
we used mainly the Ras-driven mouse malignant lineage Y1 D1G that
shows a strict control of quiescence/proliferation by serum factors, making
it a great model to analyze the FGF2 effects upon cell cycle control. Flow
cytometry analyses showed that in these cells, in spite of triggering
G0->G1-S transition, FGF2 causes a delay on S phase followed by cell
cycle arrest in G2. Despite blocking cell division, FGF2 induces cell growth
in terms of mass and volume. Therefore, in these cells FGF2 “disconnects”
cell growth from proliferation. This malfunction of cell cycle control caused
by FGF2 on Y1 D1G cells leads to genotypic instability and cell death,
highlighted by loss of plasma membrane integrity and high rates of DNA
fragmentation. This FGF2 toxic effect depends on the activity of Src
protein, because Src chemical inhibition completely protects cells from the
FGF2 toxic effects. Mass spec analyses showed that FGF2 increases the
levels of proteins involved in the protein synthesis machinery, and also of
proteins active in proteostasis, indicating proteotoxic stress. It is known
that malignant cells deal with high basal levels of different stresses,
including the proteotoxic stress. This picture shows that the toxic effects
triggered by FGF2 in Y1 D1G involve accumulation of proteins/cell, loss of
protein homeostasis and proteotoxic stress. Corroborating these
propositions, chemical inhibition of Src, which completely protects the
cells from FGF2 toxic effects, totally abrogates the accumulation of
proteins/cell. Moreover, in FGF2-resistant Y1 D1G cells, which depend on
this factor for proliferation, FGF2 shows the opposite effect, causing
decrease in steady state levels of protein/cell. Altogether, these results
show that FGF2 causes a severe proteostasis imbalance in these Ras-
driven mouse malignant cells.



Key words: FGF2, Cell cycle, Proteotoxic stress, Ras.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Prélogo

“... Massas protuberantes, rigidas ao toque e difundidas ao longo da
mama...”. Esta é uma traducao/adaptacao livre da primeira descricdao do
gue parece ser um cancer. Datada de 2500 a.C., trata-se de um papiro
contendo ensinamentos atribuidos ao estudioso egipcio Imhotep; onde,
entre outras doengas, ele descreve de maneira detalhada o que parece ser
o primeiro caso documentado de um cancer de mama. Mas foi apenas por
volta do ano 400 d.C. que grego Hippdcrates, ao observar um tumor,
achou semelhanga entre a massa tumoral com os vasos sanguineos ao
seu redor, e um caranguejo com suas patas. Sendo assim, foi ele quem
primeiro introduziu na literatura médica a palavra karkinos,
freqlentemente traduzida para carcino ou cancer como utilizamos
atualmente. Apesar de a comparacao parecer meio grotesca, outros
autores acabaram associando o caranguejo a outras caracteristicas da
doenca solidificando essa nomenclatura. Ao longo de muitos séculos apds
esse periodo, muito pouco se avangou na compreensao da doenga; e os
tratamentos freqlientemente se baseavam na excisdo cirldrgica da area
afetada. Os resultados nao eram muito animadores, tanto pelo que
sabemos hoje sobre as metastases quanto pela falta de assepsia com que
eram praticadas as operagdes. As coisas s6 comecaram a mudar quando,
em meados do século XIX, Rudolph Virchow postulou a partir de

proposicdes de Theodor Schwann e outros, que o corpo humano é
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constituido por células; e que cada célula apenas pode surgir de outra
preexistente. Esta proposta deu origem aos conceitos de hipertrofia e
hiperplasia, e mudou o entendimento sobre o crescimento humano normal
e patoldgico. O préprio Virchow ao observar tumores ao microscépio
reconheceu essa doenca como sendo uma violenta forma de hiperplasia
patologica. A qual chamou neoplasia. Com a difusao dessas informacoes o
cancer passou a ser visto como resultado de uma proliferacdo celular
descontrolada; e apés um melhor entendimento dos mecanismos que
controlam o ciclo celular, pode-se entender que o cancer € essencialmente
uma doenga de ciclo celular. Uma subversao dos mecanismos de controle
do ciclo. A partir dai, conceitos como oncogenes e supressores de tumor
foram introduzidos, e diversas estratégias de tratamentos tém sido
empregadas para controlar os mais diversos tipos de canceres.
Infelizmente, apesar dos muitos avangos, ainda estamos muito longe de
entender completamente esse conjunto de patologias que chamamos de

cancer, e mais ainda de sermos capazes de controlar a maioria delas.

1.2 - Ciclo celular e cancer

Dentre os diversos processos extraordindrios que freqlientemente
observamos na natureza, o ciclo celular eucaridtico sem duvida ocupa um
lugar de destaque. Para uma definicdo, o ciclo celular é o processo pelo
qual a célula duplica todo o conteddo celular, incluindo o material

genético, e o distribui equitativamente para duas células filhas. Em
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mamiferos adultos, o ciclo celular se apresenta sempre em um mesmo
padrdo de fases: A fase G1 é caracterizada por crescimento celular e
preparacdo para a sintese de DNA; a fase S, que é onde ocorre a
duplicacdo do material genético; a fase G2 também envolve um segundo
crescimento celular e a preparacgao para a divisao celular; divisao esta que
ocorre na fase M. Em muitos casos a célula pode permanecer também na
fase GO, onde ela se encontra quiescente, mas apta a responder a sinais
externos e voltar a proliferar passando para a fase G1. Esse estado de
quiescéncia é bem diferente de senescéncia celular, que se caracteriza por
um bloqueio permanente do ciclo celular, e que serd abordada
posteriormente neste texto. A progressao através do ciclo € um processo
finamente orquestrado e seu controle depende de uma série de niveis de
organizacao. Envolvendo mecanismos moleculares, supramoleculares,
celulares, teciduais e etc. Submetendo o controle do ciclo a homeostase

do organismo como um todo.

Em organismos multicelulares, cada célula individual deve
permanecer quiescente, proliferar, diferenciar-se, senescer ou mesmo
morrer para garantir a homeostase dos tecidos e do organismo como um
todo; e é ai que esta a grande diferenga entre células normais e malignas.
O resultado das alteragdes genéticas e epigenéticas ocorridas durante a
malignizacdo é uma célula que ndo estd mais comprometida com os
controles impostos pelo organismo, e que se divide de maneira
descontrolada, coloniza novos locais e por fim acaba com a homeostase

do organismo. Embora existam diversos tipos de canceres e diversas
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alteracOes genéticas que podem levar a esses fenotipos malignos, é bem
aceito que existem 6 “habilidades” que células tumorais devem adquirir ao
longo de sua progressao para o desenvolvimento do tumor. Sao elas:
proliferacao independente de sinalizagdo externa; insensibilidade a fatores
antiproliferativos; resisténcia a morte celular; capacidade ilimitada de
replicacdo; inducao de angiogénese e potencial metastatico (Hanahan &
Weinberg, 2000). Sendo assim, a célula tumoral pode ser vista como uma
“perversao” da célula normal; uma vez que a maneira com que ela cresce
e progride através do ciclo celular € semelhante ao classicamente
observado em células normais. Entretanto, o controle molecular e

supramolecular desses processos esta subvertido na célula tumoral.

Diante desse quadro, entender corretamente o0s mecanismos que
controlam o ciclo celular é fundamental para entender e combater a
progressao tumoral. Apesar dos muitos esforcos nesse sentido, os
principais tratamentos utilizados contra o cancer hoje em dia, ainda sdo a
quimioterapia e radioterapia para eliminar as células em proliferacao
ativa, acompanhadas ou nao de excisao cirurgica do tumor. Apesar de
matarem preferencialmente as células tumorais, esses dois procedimentos
possuem muitos efeitos colaterais por atingirem também células normais.
Sendo assim, a busca por vulnerabilidades especificas de células tumorais

continua sendo o maior desafio dentro da oncologia.
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1.3 - Ciclinas, CDKs, CKIs e checkpoints

Os complexos ciclina/CDK compdem, sem duvida, o cerne do controle
do ciclo celular. Inicialmente propostos por volta da década de 70, sua
descoberta rendeu a Leland Hartwell, Tim Hunt e Paul Nurse o prémio
Nobel em fisiologia ou medicina de 2001 (Nurse et al., 1976; Hartwell et
al., 1970; Evans et al., 1983). Desde entao, muito foi feito referente ao

estudo do papel desses complexos no controle do ciclo celular.

As CDKs (Cyclin-Dependent Kinases) sao uma familia de
serina/treonina quinases, cuja oscilacdo da atividade controla a
progressao no ciclo. Embora a expressao das CDKs seja constante ao
longo do ciclo, sua atividade é controlada principalmente pela ligacao
dessas proteinas a membros de outra familia de proteinas conhecidas
como ciclinas. Os niveis celulares de ciclinas variam muito ao longo do
ciclo; tanto por variacdo da expressdao, como por modulacdo da
degradacao (Morgan, 1997; Malumbres & Barbacid, 2009). Uma vez
ligadas as ciclinas, que sdo as subunidades regulatérias do complexo, as
CDKs podem agora fosforilar diversos alvos intracelulares para levar a

progressao no ciclo.

Em células animais, os principais membros da familia das CDKs
envolvidos diretamente no controle do ciclo celular sao: CDK1, CDK2,
CDK4 e CDK6. Que sao controladas por 4 classes principais de ciclinas:

Ciclinas A, B, D e E. Mantendo certa especificidade, diferentes ciclinas
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podem combinar-se com diferentes CDKs e os complexos formados vao

atuar em momentos especificos do ciclo celular (Morgan, 1997).

Classicamente, células quiescentes respondem a sinais mitogénicos
externos com o rapido aumento da expressao dos chamados genes de
resposta primaria. Dentre estes genes, alguns codificam fatores de
transcricao que vao induzir a expressao de ciclinas D; estas se associam
as CDKs 4 e 6, que vao fosforilar proteinas da familia de pRB. Essa
fosforilacao libera os fatores de transcricao E2F da repressao imposta por
pRB. Os fatores de transcricdao da familia de E2F vao promover a
expressdao de diversas proteinas; entre elas, ciclina E. Estas ciclinas E
recém sintetizadas vao se associar a CDK2 e a atividade desse complexo
promove a completa fosforilacgdo das proteinas pRB e conseqliente
liberacdo total de E2F, que garante a sintese de outras proteinas
necessarias a transicdao G1->S. Em seguida, também pela acdo de E2F, os
niveis de ciclina A aumentam. Esta se liga a CDK2 e promove a
progressao até o final da fase S onde também se liga e ativa CDK1 para
favorecer a entrada na mitose. Apds isso os niveis de ciclina A caem e
entdo ciclina B pode se associar a CDK1 e governar a progressao das

células pela mitose (Revisado em; Malumbres & Barbacid, 2009).

As ciclinas D, e em especial ciclina D1 que é a mais explorada, de
acordo com o quadro descrito acima, sdao responsaveis por conectar vias
de sinalizagcdo ativadas por sinais externos, a maquinaria de controle do

ciclo pela ativacao das CDKs 4 e 6. Apesar disso, foi visto por nds e por
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outros que essa ciclina pode, dependendo do contexto celular,
desempenhar fungbes diferentes do tradicional controle de
qguiescéncia/proliferacdo. Atuando na manutencao da viabilidade celular
em células Y1 (Matos et al., em preparacao); como oncogene adjuvante
de Ras na transformacao maligna de células de mama (Yu, 2001); ou
ainda ativando CDK2/ciclina E, por seqiestrar o inibidor p27XP! (Cheng et

al., 1998).

A atividade dos complexos ciclina/CDK também é modulada por uma
classe de proteinas conhecidas como CKIs (CDK Inhibitors). De acordo
com sua estrutura e também com os alvos, os CKIs sdo divididos em duas
classes: a classe dos INK4 inclui p16™K42 p15INKab 51 gINKic o [pgINkad o
estes inibidores sao caracterizados por se ligar apenas as CDKs 4 e 6 e
nao a outras CDKs ou mesmo as ciclinas D. A ligagao desses inibidores as
CDKs 4 e 6 inibe a ligacao destas as ciclinas D e, conseqliientemente, sua
atividade. Da outra classe de CKIs, conhecida como Cip/Kip, fazem parte
as proteinas p21©P!, p27XP! e p57XP2, Estas s3o capazes de interagir tanto
com ciclinas quanto com CDKs, e inibir a atividade dos complexos, no caso
de complexos com CDK2; ou estimular tal atividade, no caso de CDKs

dependente de ciclinas D (Sherr & Roberts, 1999).

Além da atuacdo dos CKIs, a atividade dos complexos ciclina/CDK
também é modulada pela presenca ou ndo de fosfatos ativadores ou
inibidores no complexo. Essa regulacdo é especialmente importante no

caso do complexo ciclina B/CDK1 que controla a mitose; onde a retirada
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do fosfato inibidor do complexo é feita por uma fosfatase ativada pelo
proprio complexo. Garantindo assim, o rapido disparo da atividade da
guinase que é fundamental para a correta execucdao da mitose (Nurse,

1990; Lindqvist et al., 2005).

Como vimos, o ciclo celular de células normais estad finamente
orquestrado para que os eventos ocorram em uma seqliéncia apropriada;
e para garantir que isso aconteca, a célula dispde de mecanismos de
checagem em certos pontos do ciclo para se certificar de que as condigoes
necessarias para progredir estdao preenchidas. Caso contrario, a célula
pode ativar mecanismos envolvendo as regulagdes que mencionamos
acima. Existem 3 principais “checkpoints” onde isso acontece. O primeiro,
antes da transicao G1-S, verifica principalmente se o tamanho celular e o
microambiente sdao favoraveis para que a célula se comprometa com um
novo ciclo. O segundo, logo antes da mitose, verifica se a duplicacao do
DNA ocorreu corretamente. E o terceiro, durante a mitose, verifica se o
fuso mitético estd devidamente montado para a separacdo correta dos
cromossomos. Qualquer problema em um desses checkpoints leva a
inibicao dos complexos ciclina/CDK atuantes, e a parada no ciclo celular

(Hartwell & Weinert, 1989).

Esse conjunto de proteinas apresentado representa a maquinaria de
controle do ciclo celular; e por isso mesmo, alteragdes de expressao e/ou
atividade de diversas dessas proteinas, estao relacionadas a diversos

fendtipos tumorais.
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1.4 - Respostas celulares a sinais externos

Em organismos multicelulares, cada uma das células precisa
colaborar para a homeostase do tecido em que estd inserida e,
conseqientemente, do organismo. Para isso, diferentes células possuem
um diferente conjunto de receptores em sua membrana, para responder a
hormonios, fatores de crescimento, morte ou sobrevivéncia que vao
determinar o destino das células. Esses fatores podem chegar até as
células-alvo pela circulacao ou serem liberados pelas células vizinhas e até
pela propria célula. Uma vez ligados a porgao extracelular de seus
receptores especificos de membrana, esses fatores vao disparar uma
cascata de sinalizagcdao envolvendo moléculas adaptadoras, que vao
transformar a ativacdo do receptor em ativacdo de proteinas
intracelulares. Essa cascata vai culminar em indugcao de proliferacdao ou

diferenciacao, ou ainda morte celular entre outros processos.

O exemplo classico dessa resposta celular é o disparo da transicao
G0/G1/S do ciclo celular, em células quiescentes, pelo mitégeno EGF
(Epidermal Growth factor). Em células quiescentes, a cascata de
sinalizacao disparada pela ligacao de EGF aos seus receptores especificos
de membrana, leva rapidamente a transcricdo de genes de resposta
primaria das familias Fos e Jun, que se dimerizam para formar o complexo
AP-1 (Shaulian & Karin, 2002). Este complexo é o principal fator de
transcricao responsavel pelo aumento dos niveis de ciclinas D que, como

vimos, é necessario para o inicio da progressao no ciclo.
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Devido a importancia fundamental destas vias de sinalizacdao, muitos

de seus componentes (oncoproteinas e proteinas supressoras de tumor)
sao agentes causais na tumorigénese. Podemos destacar aqui o receptor
de EGF, que se encontra superexpresso em certos carcinomas de pele
entre outros tumores (Ozanne et al., 1986). Essa superexpressdao é
importante para o crescimento da célula tumoral e, o blogueio desse
receptor por anticorpos monoclonais ou outros inibidores, inibe o

crescimento dessas células (Mendelsohn, 2002).

Apesar das respostas classicamente observadas para diferentes sinais
mitogénicos, um mesmo sinal pode gerar respostas completamente
diferentes de acordo com o contexto celular. E o caso de FGF2 (Fibroblast
Growth Factor 2) que, como sera discutido nessa tese, pode desencadear
respostas opostas em células normais e malignas (Costa et al., 2008;

Wang et al., 1998; Grose & Dickson, 2005).

1.5 - A via de MAPK

A via das MAPKs é sem duvida uma das principais vias responsaveis
por decodificar sinais externos em respostas celulares, entre elas a
resposta mitogénica de células de mamiferos adultos (Brunet et al.,
1999). Na face interna da membrana plasmatica, a proteina Ras na forma
ativa é capaz de ativar a proteina Raf, que é a primeira quinase da via e
vai fosforilar MEK 1/2; essas quinases por sua vez tém como substrato as

quinases ERK 1/2. Uma vez fosforiladas, ERK 1/2 vao fosforilar no
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citoplasma algumas quinases de proteinas ribossomais (RSKs), entre
outras. Apds migrarem para o nucleo, vao fosforilar diversos alvos;
incluindo fatores de transcricao e o complexo AP-1; levando a ativacao da
transcricdo de genes necessarios para o disparo da entrada no ciclo

(Revisado por Shaul & Seger, 2007).

A quinase Raf tem poucos substratos conhecidos além de MEK 1/2; e
ERK 1/2 sao os Unicos substratos conhecidos de MEK 1/2. Sendo assim,
ERK 1/2 sao sem duvida as quinases responsaveis pela diversidade de
mecanismos modulados pela ativagao de Ras gerada por sinais externos;
uma vez que essas quinases possuem uma enorme gama de substratos
nucleares e citoplasmaticos. Embora diferentes sinais externos através de
diferentes receptores possam culminar em ativacao de MEK 1/2, a
intensidade e principalmente o tempo de tal ativacdo pode levar a
resultados bastante diversos. E esses resultados variam é claro, em

diferentes contextos e modelos celulares (Revisado por Chambard, 2007).

Obviamente, devido ao potencial estimulador da progressao no ciclo
celular da via Raf-MEK-ERK, ndo é surpreendente que entre linhagens de
células tumorais e tumores primarios, mais de um terco apresentem
ativacao constitutiva de MEK (Hoshino et al., 1999); ou que Raf estd
mutado em mais da metade dos melanomas (Davies et al., 2002). Por
causa disso, diversos esforcos tém sido feitos para utilizar a inibicao
farmacoldgica dessa via no tratamento do cancer (Revisado por Roberts &

Der, 2007).
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1.6 - A via de PI3K-Akt

A via de PI3K-Akt estda envolvida na regulacdo de diversos
mecanismos relacionados aos controles de sobrevivéncia, crescimento,
proliferacdao e motilidade celular. A sinalizacdo através dessa via pode ser
disparada tanto por receptores acoplados a proteina G, quanto por
receptores com atividade de tirosina-quinase. As proteinas PI3K sao
quinases de lipidios que compdem uma grande familia com diferentes
isoformas e classes. No caso da classe IA, que é ativada por RTKs, essas
quinases se apresentam na forma de um heterodimero, composto por
uma sub unidade catalitica (p110) e uma sub unidade regulatéria (p85).
Os residuos de fosfo-tirosina gerados pela ativacdao de RTKs recrutam
diretamente a subunidade p85 através de seu dominio SH2; ou
indiretamente através de proteinas adaptadoras. Uma vez ativada, PI3K
vai fosforilar e converter lipidios de membrana PIP, em PIP; o que vai
levar ativagao da quinase Akt (também conhecida como PKB) (Revisado
por Vivanco & Sawyers, 2002). Essa ativacdo é controlada principalmente
pela acao da fosfatase PTEN, que atua nos lipidios de membrana
fosforilados por PI3K. Essa fosfatase é tida como um dos mais importantes
supressores de tumor em humanos e estd freqlientemente mutada em

certos tipos de cancer (Cantley & Neel, 1999).

A proteina Ras também €& um importante ativador de PI3K

(Rodriguez-Viciana et al., 1994), e células que apresentam altos niveis de
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Ras-GTP podem apresentar atividade elevada da via de PI3K-Akt (Forti et

al., 2002; Ramjaun & Downward, 2007).

A estimulacao da atividade de mTOR por Akt relaciona diretamente a
via de PI3K-Akt ao controle do crescimento celular. A proteina mTOR esta
no centro desse controle e, de acordo com sinais externos e também
disponibilidade de nutrientes, sinaliza para o aumento da sintese protéica
que caracteriza o crescimento celular (Fingar, 2002). Essa relacao entre a
via de PI3K-Akt e mTOR é especialmente importante porque altas taxas
de sintese protéica estdo relacionadas a fenodtipos tumorais (Ruggero &
Pandolfi, 2003). Dessa forma, tumores onde a via de PI3K-Akt esta
desregulada podem ser sensiveis a inibicdo de mTOR (Neshat, 2001; Wu

et al., 2005).

Além da estimulacdo da sintese protéica, a via de PI3K-Akt participa
de diversos outros controles que, em caso de atividade nao controlada da
via, contribuem para fendtipos tumorais (Franke, 2008). Como por
exemplo, a fosforilagao por Akt de fatores de transcricado e outras
proteinas envolvidas com a estimulacao de apoptose, inibindo a atividade

dessas proteinas e promovendo evasao a apoptose (Datta et al., 1999).

1.7 - A proteina Src

A proteina Src € o membro original e mais conhecido da familia Src

de tirosina-quinases sollveis que possui outros 8 membros. Essa proteina


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Downward%20J%22%5BAuthor%5D
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possui quatro dominios do tipo SH (Src Homology) que estao relacionados
com o controle da atividade e também com a localizacdao celular da
proteina. A atividade de Src é controlada pela fosforilacdo de dois residuos
de tirosina presentes na molécula: o residuo Tyr530 (em humanos) no C-
terminal, quando fosforilado mantém a proteina numa conformacgao
fechada e inativa; com a desfosforilacdo desse residuo, a proteina assume
uma conformacao aberta e ativa, que agora pode se autofosforilar no
residuo Tyr419 levando a ativacao total da proteina, e também fosforilar
outras proteinas-alvo. Esta conformacgdao aberta de Src também pode ser
induzida por sinalizacao extracelular; uma vez que a ligagao de Src a RTKs

ativados promove tal ativagao (Revisado por Yeatman, 2004).

A proteina Src ativada vai fosforilar diversos alvos, incluindo fatores
de transcricao, proteinas adaptadoras e proteinas envolvidas com a
adesdo celular. A fosforilacdo desses alvos é responsavel pelos efeitos da
atividade de Src, que esta relacionada com o controle do ciclo celular, e
que inclui a estimulacdao de vias como as de MAPK e de PI3K-Akt;
diminuicdo de adesao celular e aumento de motilidade (Courtneidge,

2003; Martin, 2001).

Src foi o primeiro proto oncogene descrito (Stehelin et al., 1976), e
também por isso € um dos mais estudados. Niveis elevados de expressao
e principalmente atividade de Src tém sido encontrados em muitos tipos
de cancer (Irby & Yeatman, 2000). Em especial, os tumores do trato

gastrointestinal, em que maiores niveis de atividade de Src estao
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relacionados a uma maior agressividade e pior progndstico (Talamonti et
al., 1993). Experimentos utilizando a proteina Src viral v-Src, que
apresenta ativacao constitutiva, mostraram que a transformacao celular
por Src € mediada tanto por Ras-MAPK quanto por PI3K-Akt-mTOR
(Penuel & Martin, 1999). A atividade aumentada de Src contribui de
diversas maneiras para a progressao tumoral: pelas vias anteriormente
descritas, estimula a sobrevivéncia e proliferacao celular; diretamente ou
através da ativacdo da proteina FAK, estimula a ruptura de juncdes
aderentes, o turnover de adesbOes focais, a degradacao de matriz
extracelular e o aumento da motilidade celular, que em conjunto sao
necessarios para o potencial invasivo e metastatico das células malignas;
através da fosforilagdo do fator de transcricdo STAT3, estimula a
expressao de VEGF que promove angiogénese (Revisado por Yeatman,
2004). Por tudo isso, a inibicao farmacoldgica de Src vem sendo testada
para inibir o crescimento de tumores, em que a atividade dessa proteina

estd aumentada (Golas et al., 2003; Golubovskaya, 2003).

1.8 - A proteina Ras

As proteinas Ras fazem parte de uma superfamilia de pequenas
GTPases, e atuam como “chaves moleculares” em redes de sinalizagao
intracelular. Em mamiferos, 3 genes codificam para 4 proteinas: N-Ras, H-
Ras, K-Ras4A e K-Ras4B. As duas Ultimas por splicing alternativo. As

proteinas Ras oscilam entre dois estados: quando ligadas a GTP elas estao
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ativadas, e esta ativacdo dura até que o GTP seja hidrolizado a GDP pela
acao GTPasica de Ras. Agora ligadas ao GDP, elas assumem uma
conformacao inativa; que permanece até que esse GDP seja trocado por
um novo GTP. Esse ciclo é controlado por duas classes de proteinas: as
GAPs (GTPase-activating proteins) que estimulam a atividade GTPasica de
Ras (que normalmente é baixa), e com isso desativam a proteina; e as
GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factors), que estimulam a troca do
GDP ligado por um GTP livre, e com isso sdo responsaveis pela ativagao
de Ras. A atividade de Ras depende também de sua localizagdo celular; e
sao necessarias algumas modificagdes pds-traducionais para que Ras seja
capaz de se ancorar a face interna da membrana plasmatica e

desempenhar suas fungdes (Revisado por Karnoub & Weinberg, 2008).

De maneira genérica, a ativacdo de Ras em resposta a sinais
externos ocorre da seguinte forma: os residuos de fosfo-tirosina de RTKs
ativados pelo ligante vao, através de proteinas adaptadoras, recrutar as
proteinas SOS que sao GEFs de Ras e vao promover a ativacdo dessa
proteina. Na forma ativa, Ras vai agora conectar a sinalizacdo externa via
RTKs, a vias efetoras intracelulares. A ativacao de Ras resulta
principalmente em uma bifurcacao, onde Ras-GTP vai ativar tanto a via de
MAPK, pela ativacao de Raf; quanto a via de PI3K-Akt, pela ativacao de
PI3K. Tais ativacOes vao induzir sobrevivéncia e proliferacdo celular como
vimos anteriormente. Além destas proteinas, Ras ativo também é capaz

de ativar varias outras proteinas; e esta envolvido em processos como
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reorganizacao de citoesqueleto entre outros (Revisado por Malumbres &

Barbacid, 2003).

Mutacbes com ganho de funcdao de Ras estdo presentes em
aproximadamente 20% dos canceres humanos; e a maior parte delas,
cerca de 85%, atinge K-Ras. A mais classica dessas mutacdes é a troca de
uma glicina por uma valina no residuo 12 de Ras. Essas mutacdes
impedem que as GAPs induzam a hidrdlise do GTP no Ras ativo; levando a
acumulacdao de Ras-GTP (Downward, 2003). Além disso, mesmo a
amplificacdo sem mutacao de RAS leva a acumulagao de Ras-GTP e suas
conseqliéncias (Pulciani, 1985). Os resultados dessa ativacao aberrante de
Ras sdo, em células imortalizadas, a transformagao maligna e manutencgao
do fendtipo tumoral. Entretanto, em células primarias, essa ativacdo tende
a levar a bloqueio de crescimento e senescéncia induzida por oncogene

(Revisado por Karnoub & Weinberg, 2008).

Os altos niveis de Ras-GTP sao fundamentais para a transformacgao e
manutencao do fendtipo tumoral de células em que esse é o oncogene
predominante. Uma prova disso é que, freqientemente, mesmo depois de
todas as alteracdes genéticas e fenotipicas envolvidas na progressao
tumoral, a inibicdo da atividade de Ras sozinha, é capaz de restringir a
proliferacdo dessas células (Shirasawa et al., 1993; Singh et al., 2009).
Esse fendbmeno é conhecido como “oncogene addiction” e tem diversas
implicacdes na busca de estratégias para o tratamento de tumores

(Weinstein, 2002; Weinstein & Joe, 2008).
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Embora Ras seja um dos oncogenes mais estudados, ainda estamos
muito longe de conseguir formas de anular sua ativacdo aberrante, que
possam ser usadas clinicamente. Algumas tentativas foram feitas inibindo
etapas do processamento pds-traducional de Ras, e também bloqueando
moléculas a montante e a jusante na sinalizacdo de Ras (Karnoub &
Weinberg, 2008). Entretanto, ainda sem grandes resultados; talvez devido
ao fato de que essas proteinas estdao envolvidas com uma grande
diversidade de processos celulares e, muitas vezes, de maneira ainda nao

completamente esclarecida.

1.9 - FGF2: biologia, familia e sinalizacao

O FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2) ou bFGF (Basic Fibroblast growth
factor) foi inicialmente isolado a partir de extratos de pituitaria e descrito
como um fator protéico de carater basico, estimulador do crescimento de
fibroblastos 3T3 (Armelin, 1973; Gospodarowicz, 1974). Mais de uma
década depois, seu gene foi clonado (Abraham et al., 1986). Hoje
sabemos que o FGF2 é membro de uma familia de fatores crescimento
protéicos presentes entre os metazoarios. Em humanos e camundongos, a
familia dos FGFs possui 22 membros (FGFs 1-14 e 16-23 em humanos;
FGFs 1-18 e 20-23 em camundongos); que podem ser filogeneticamente

divididos em 7 subfamilias (Itoh & Ornitz, 2004).
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Embora alguns FGFs (11-14) sejam proteinas intracelulares que
atuam de forma intracrina, a maioria dos FGFs exerce sua fungao pela
ligacao e ativacao dos receptores de FGF (FGFRs), que sao do tipo RTK,
presentes na membrana das células-alvo. Mais que as funcgdes bioldgicas,
gue sao bem diversificadas entre eles, os FGFs tém em comum a alta
afinidade por glicosaminoglicanos, particularmente o heparan sulfato (HS)
e a heparina. Na verdade, uma eficiente ligacao e ativacao dos receptores
pelos FGFs, depende da interacao e formagao de um complexo entre FGF,
receptor e HS numa estequiometria de 2:2:2 (Mohamaddi et al., 2005).
Quando ativados, os FGFRs vao se autofosforilar e ativar vias de
sinalizagao intracelular classicamente ativadas por RTKs, como
mencionado em secdes anteriores. Sao quatro os RTKs de FGF em
humanos, FGFR1-FGFR4; sendo que os FGFRs 1, 2 e 3 possuem duas
isoformas cada, provenientes de splicing alternativo. A afinidade dos
diferentes FGFs pelos diferentes receptores e isoformas varia muito; e a
expressdao dos receptores e isoformas também é diferencial entre os
tecidos. Isso leva a uma regulacao da atividade dos diferentes FGFs nos
tecidos, de acordo com o conjunto de receptores expresso (Eswarakumar
et al., 2005). No caso de FGF2, sua maior afinidade é por FGFR1 IIIC,

FGFR3 IIIC e FGFR4 (Ornitz et al., 1996).

De maneira geral, as funcdes bioldgicas dos membros da familia dos
FGFs estao relacionadas ao desenvolvimento. Experimentos utilizando
camundongos “knock out” para diferentes FGFs, tém resultado em

diferentes fendtipos, que vao desde a letalidade embrionadria até
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alteracdes tecido-especificas no animal adulto. No caso especifico de
FGF2, camundongos “knock out” para essa proteina sdo viaveis, mas
apresentam alteragdes cardiovasculares, dsseas e neuronais. Indicando a
importancia de FGF2 no desenvolvimento desses tecidos (Revisado por
Itoh, 2007). No organismo adulto, FGF2 esta envolvido em diversos
processos; mas principalmente em sobrevivéncia, proliferacdo e
diferenciacao celular; além de cicatrizagdao e angiogénese (Bikfalvi et al.,

1997).

Por ser um fator de crescimento que leva a ativagdao das vias
classicamente ativadas por RTKs, ndao é surpreendente que FGF2 seja
freqientemente implicado na estimulagdo de processos tumorais:
superexpressdao de FGF2 em fibroblastos 3T3 é capaz da malignizar as
células (Sasada et al., 1988); em gliomas, a superexpressdo de FGF2 esta
relacionada ao grau de malignidade e vascularizagao do tumor (Takahashi
et al., 1992); FGF2 induz resisténcia a quimioterapia em células de cancer
de pulmao (Pardo et al., 2006); entre outros relatos (Para uma revisao:
Groose & Dickson, 2005). Por outro lado, foi mostrado que FGF2 bloqueia
a proliferacdao de células de neuroepitelioma (Smits et al., 2000); e
também que FGF2 induz morte celular em células de um sarcoma in vitro
e in vivo (Sturla et al., 2000); além destes e de outros relatos, nosso
grupo mostrou em 2008, que FGF2 bloqueia a proliferacdao de células
malignas dependentes de Ras de maneira irreversivel (Costa et al., 2008).
Por tudo isso, o papel de FGF2 na biologia tumoral ainda ndo esta claro. E

esse quadro onde, de acordo com o contexto celular, FGF2 ora colabora
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com o fendtipo tumoral, ora ataca esse fendtipo, sugere que esse fator
pode estar revelando vulnerabilidades das células que apresentam uma

resposta antiproliferativa a ele.

4

E importante destacar que atualmente existem excecoes
fundamentais as generalizagdes sobre estrutura, funcdes e mecanismos
de acao dos FGFs sintetizadas acima. Recentemente, foi descoberto que
os FGFs 21 a 23 possuem peculiaridades estruturais que os livram da
afinidade por heparan sulfato (e heparina) e modificam a composicao dos
complexos que formam com os FGFRs. Devido a essas diferencas
estruturais estes FGFs circulam na rede sanguinea como hormonios
classicos e exercem fungles sistémicas no controle do metabolismo de
acucares, lipides e sais (Ogawa et al., 2007; Urakawa et al., 2006). O
impacto potencial destas descobertas é enorme, mas estas novidades nao
serdao exploradas neste texto por ndo terem implicagdes préximas ao tema

focal desta tese.

1.10 - A resposta a dano no DNA (DDR)

O principio da progressdo tumoral é caracterizado pelo aumento da
atividade de proteinas com potencial oncogénico. Esse aumento, apesar
de conferir vantagem proliferativa a essas células, vai levar a uma
situacao de estresse; onde s6 as células que conseguirem adquirir novas
modificacOes, para se adaptarem a essa nova situagao vao progredir. Esse

estresse que é responsavel pela senescéncia induzida por oncogene, e que
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funciona como uma barreira para o inicio da tumorigénese; pode envolver
diferentes mecanismos de acordo com modelo celular (Sarkisian et al.,
2007; Courtois-Cox et al., 2006). Entretanto, a resposta a dano no DNA
(DDR - DNA Damage Response) tem surgido como um dos principais
mecanismos envolvidos na montagem dessa barreira (Di Micco et al.,
2006; Bartkova et al., 2006). A proliferacdo aumentada induzida pela
ativacao de oncogenes, muitas vezes vem acompanhada de um controle
deficiente da maquinaria de replicagcao, levando ao surgimento de
estruturas aberrantes de replicagdo e/ou quebras na dupla fita de DNA,

que vao ativar a DDR (Bartkova et al., 2005; Gorgoulis et al., 2005).

Resposta a dano no DNA é o nome dado ao conjunto de mecanismos
gue as células dispdem para, identificar, sinalizar para o reparo ou impedir
a propagacao de eventuais injurias no DNA, causadas por diferentes
mecanismos. Esta resposta se inicia pela ativacao das quinases ATM e
ATR, que vao fosforilar e ativar as quinases efetoras Chk1l/Chk2
(Checkpoint kinases 1/2). O resultado de tais ativagdes é a diminuigao da
atividade de complexos ciclina/CDK através de diferentes mecanismos;
alguns deles envolvendo a ativacdao de p53 e indugao de expressao de
p21. Essa inibicao das CDKs vai levar a um atraso no ciclo, dando tempo
para que o dano seja reparado; ou a um bloqueio definitivo nos
checkpoints, acompanhado ou nao de morte celular, impedindo que o
dano seja passado a diante. Outro ponto importante dessa resposta é a

fosforilacdo da histona H2AX no local do dano, que é um classico
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marcador de DDR, e promove o recrutamento de fatores de reparo para o

local (Revisado por Harper & Elledge, 2007).

Cada vez mais, a importancia da DDR na biologia tumoral vem sendo
discutida. E a ativacao dessa resposta no inicio da tumorigénese, restringe
a progressao de certas células, mas também impOe uma pressao seletiva
para a evasao a mecanismos que controlam a fidelidade de transmissao
do genoma. Contribuindo assim para a instabilidade gendomica tdo
importante para a progressdo tumoral. Tumores em estdgios mais
avangados freqlientemente apresentam atenuacdo da DDR em relagao as
fases iniciais do tumor (Bartkova et al., 2005; Gorgoulis et al., 2005); e a
reativacao dessa resposta em tumores avancados pode ter efeitos

terapéuticos interessantes.

1.11 - Homeostase de proteinas: um “calcanhar de Aquiles” de

células malignas

A aquisicdo e manutencdo de um fenodtipo tumoral conferem
vantagem proliferativa a célula maligna frente as células normais.
Entretanto, também impdem ou no minimo acentuam nessas células,
certos estresses que estao ausentes ou presentes de maneira muito
moderada em células normais. Entre eles estao o estresse oxidativo, que
inclusive contribui para o estresse replicativo comentado na secgao
anterior; e o estresse proteotdxico. O aumento das taxas de proliferacao,

e também o variado grau de aneuploidia presente nas células tumorais,
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vao levar a um desbalanco da producao e comprometimento do
dobramento molecular das cadeias peptidicas das proteinas (Revisado por
Luo et al., 2009). Esse desbalanco é obviamente tdéxico para a célula e
guando isso ocorre, é ativada uma resposta conhecida como UPR
(Unfolded Protein Response). Esta resposta esta freqlientemente ativada
em tumores, e parece ter um papel importante na progressao tumoral,
garantindo a viabilidade celular frente ao estresse proteotdxico (Dai et al.,

2007; Carrasco et al., 2007; Revisado por Walter & Ron, 2011).

A ativacao da UPR, também fisiologicamente leva a uma resposta
adaptativa mediada pelas proteinas IRE1, ATF6 e PERK, que vai levar a
diminuicdo da sintese de proteinas, aumento da capacidade de
processamento de proteinas no reticulo e aumento da degradacao de
proteinas. Caso o nivel de estresse seja insuportavel, € desencadeado pela
propria UPR um processo de morte celular para eliminar essa célula

comprometida (Revisado por Ron & Walter, 2007).

Células normais ativam UPRs apenas para “tamponar” situacoes
pontuais de estresse causado, por exemplo, por alteracdes do
microambiente. Diferentemente, muitas células malignas apresentam uma
ativacao constitutiva da UPR; e por causa de seu fendtipo tumoral, muitas
vezes dependem dessa ativacdo para manter seu estresse proteotdxico
em niveis aceitaveis para a viabilidade celular (Dai et al., 2007; Carrasco
et al., 2007). Diante disso, essa ja parcialmente comprometida

homeostase de proteinas que essas células tumorais apresentam, pode
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funcionar como um verdadeiro “calcanhar de Aquiles” nessas células.
Inclusive, foi mostrado que a inibicdo da degradacdo de proteinas (Obeng
et al., 2006); ou a inibicao da atividade de chaperonas do reticulo (De
Raedt et al., 2011), resultam em morte de células malignas. Sendo assim,
€ bem provavel que outras estratégias que levem ao desequilibrio desta
homeostase apresentem resultados semelhantes. Fornecendo um caminho

promissor para a terapia do cancer.

1.12 - Morte e vida celular

Todas as células vivas, normais, imortalizadas ou malignas, sao
freqlientemente expostas a uma diversidade de estresses enddgenos ou
exogenos. Os resultados desses estresses variam desde a recuperacao
rapida e total, até a morte celular. Naturalmente, o desfecho da estéria
vai depender do contexto celular e da natureza e intensidade do estresse.
Como estresse celular é tema recorrente nessa tese, vale a pena discorrer

sobre alguns dos desfechos possiveis nesse tipo de situagao.

A senescéncia é um processo de parada irreversivel da progressao no
ciclo celular. Diferente do estado de quiescéncia (G0), onde a célula é
capaz de responder a estimulos e voltar a proliferar, a senescéncia é
caracterizada por alteracdoes da cromatina e alta expressdo de proteinas
inibidoras do ciclo, levando a um arrestamento permanente do ciclo. A
senescéncia pode ser induzida por encurtamento dos telomeros, como é

geralmente o caso da chamada senescéncia replicativa, e pode ser
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induzida também pelo aumento da atividade oncogénica em determinadas
células; no processo chamado de senescéncia induzida por oncogene.
Além disso, muitos outros estresses, especialmente genotdxicos, podem
levar as células a senescéncia. A senescéncia muitas vezes funciona como
um mecanismo protetor contra a tumorigénese, e por isso mesmo é
freqiente a busca por mecanismos para induzir senescéncia em células

tumorais (Revisado por Nardella et al., 2011).

Caso as injurias levem a morte celular, essa morte pode ocorrer por

diferentes mecanismos:

- A apoptose pode ser disparada por dano no DNA, estresse
proteotdxico, entre outras injurias. Uma vez disparada, a execucdo do
processo envolve a perda da integridade da mitocéndria, com liberagdo de
proteinas que vao ativar a protedlise celular e fragmentacdo do DNA, por
mecanismos dependentes e independentes de caspases. Diversas terapias
contra o cancer visam induzir apoptose nas células tumorais (Revisado por

Chipuk & Green, 2005).

- A morte celular autofagica é morfologicamente caracterizada pela
intensa vacuolizacao do citoplasma. A autofagia tem um papel importante
como mecanismo de sobrevivéncia em certas condicdes de estresse. Mas
também parece ser responsavel pela eficacia da quimioterapia em certas
células tumorais resistentes a apoptose. Sendo assim, o termo morte

celular autofagica é recomendado para processos de morte que possam
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ser efetivamente inibidos pela inibicado da autofagia (Revisado por

Kroemer & Levine, 2008).

- A necrose é caracterizada por queda dos niveis de ATP e ruptura da
membrana plasmatica; e por muito tempo foi vista apenas como uma
morte celular que ocorria de maneira desordenada, e sem empregar 0s
mecanismos envolvidos com a execucao da apoptose ou da morte celular
autofagica. Hoje em dia sabemos que a necrose também ocorre de
maneira controlada, com participacdo de proteinas especificas e pode
inclusive substituir outros mecanismos de morte em caso de inibigao

destes (Revisado por Golstein & Kroemer, 2007).

- A catastrofe mitética, ora é descrita como uma morte celular que
ocorre durante a mitose; ora é vista como uma morte celular que ocorre
devido a uma mitose aberrante, e é executada ainda na mitose ou apds
ela. Entretanto existem evidéncias que indicam que a catastrofe mitdtica,
nao é na verdade uma modalidade de morte celular, e sim um pré-estagio
de uma morte celular que vai ocorrer por necrose e/ou apoptose.
Funcionando assim como um mecanismo protetor contra erros na mitose

(Revisado por Vakifahmetoglu et al., 2008).

- A entosis é um tipo bastante peculiar de morte celular onde uma
célula engloba completamente a célula vizinha. Embora o destino da célula
englobada nem sempre seja a morte, a entosis pode ser considerada uma
modalidade distinta de morte celular, porque a célula englobada muitas

vezes morre pela acao do lisossomo da célula hospedeira, e sem envolver
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mecanismos de outros tipos de morte celular. Esse processo, que nao
envolve fagdcitos profissionais, tem sido observado em algumas linhagens
tumorais, e parece depender da perda de interacdo da célula com a matriz

extracelular (Overholtzer et al., 2007).

- A anoikis é um tipo de morte celular disparada em células aderentes
pela perda da adesao a matriz extracelular. Uma vez disparada, essa
morte celular ocorre por apoptose. Células tumorais adquirem durante a
progressao maligna a habilidade de crescer na auséncia de substrato
sélido. Sendo assim, compreender os mecanismos envolvidos no disparo
desse tipo de apoptose, e a maneira com que células malignas conseguem
desativar tais mecanismos pode ser de grande valor terapéutico (Frisch &

Francis, 1994; revisado por Frisch & Screaton, 2001).

Naturalmente, apesar de existirem diferentes tipos de morte celular,
gue se utilizam de diferentes mecanismos de execugao, muitas vezes a
morte celular disparada por um determinado estresse envolve a
participacdo, em menor ou maior grau, de mais de um desses
mecanismos. Esses e outros mecanismos de morte celular foram
competentemente discutidos em um artigo publicado durante a escrita
dessa tese, que fornece definicbes moleculares e recomendacdes de

nomenclatura para diferentes tipos de morte celular (Galuzzi et al., 2012).
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2 - OBJETIVOS

Ja ha muitos anos, os mecanismos de controle do ciclo celular, bem
como sua desregulacdao patoldgica, tém sido o principal foco do nosso
laboratério. Nesse sentido, diversos esforcos foram feitos ao longo desses
anos, utilizando principalmente os fatores peptidicos ACTH, AVP e FGF2,
para “desconstruir” mdédulos de sinalizacdao intracelular e sua regulagao
(Lotfi & Armelin, 2001, Lotfi et al., 2000, Lepique et al., 2000 e 2004,
Forti et al., 2000, 2002 e 2006, Schwindt et al., 2003, Rocha et al., 2003;
Forti & Armelin, 2007 e 2011 entre outros). Durante esse tempo, nos
deparamos com um inesperado efeito antiproliferativo disparado por
FGF2, um classico mitégeno, em células malignas dependentes de Ras

(Costa et al., 2004 e 2008).

Mutacbes com ganho de funcao de Ras estdo presentes em
aproximadamente 20% dos canceres humanos. E altos niveis de Ras-GTP
sao indispensaveis para a progressdao, e freqlientemente para a
manutencao do fendtipo tumoral. Apesar de esse ser um dos oncogenes
mais estudados, o tratamento de tumores que apresentam alta atividade
de Ras ainda é muito ineficaz; e direcionado a alvos a montante e a
jusante de Ras, dada a dificuldade em inibir clinicamente a prdpria Ras

(Young et al., 2009).

A atividade aumentada de Ras cria fendtipos malignos que tém
grandes vantagens proliferativas e de sobrevivéncia frente as células

normais. Mas é também bastante provavel que esses fendtipos
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apresentem certas vulnerabilidades ausentes nas células equivalentes
normais. Dessa forma, cada vez mais a busca por maneiras de impedir a
progressao de tumores que apresentam altos niveis de Ras-GTP, esta
focada na identificacdo de vulnerabilidades especificas dessas células (De

Raedt et al., 2011; Guo et al., 2011; Singh & Settleman, 2009).

No trabalho publicado em 2008, mostramos que FGF2 bloqueia
irreversivelmente o ciclo celular nas linhagens testadas. Esse bloqueio
depende necessariamente da presenga altos niveis de Ras GTP; e a
reducdo desses niveis protege as células do efeito toxico de FGF2 (Costa
et al., 2008). Diante desse quadro, € bastante provavel que FGF2 esteja
atingindo uma dessas vulnerabilidades Ras-especificas. E entender
mecanisticamente essa relagao entre a atividade aumentada de Ras e o
efeito toxico de FGF2, é potencialmente muito importante, pois pode ter

promissoras implicacdes na terapia do cancer.

Tendo este quadro geral como base, os objetivos do trabalho

apresentado nessa tese foram:

- Caracterizar os efeitos de FGF2 na dindmica de progressao no ciclo
celular; incluindo a determinacdo do ponto, ou possiveis pontos, de
bloqueio do ciclo causado por FGF2 em modelos de células malignas

dependentes de Ras.

- Determinar o mecanismo por tras desse efeito téxico de FGF2, que
expo0e uma vulnerabilidade de células malignas dependentes de Ras, e

cujos mecanismos moleculares sao ainda obscuros.
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Para isso, utilizamos a linhagem murina adrenocortical tumoral Y1,
que superexpressa a proteina K-Ras e por isso apresenta altos niveis de
Ras-GTP; e principalmente a sub-linhagem Y1 D1G, também maligna e
gue também apresenta altos niveis de Ras-GTP. Ambas serdo descritas a

seqguir.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Cultura de células

As linhagens celulares utilizadas fazem parte do banco de células que
nosso laboratorio mantém sob congelamento em tanques contendo
nitrogénio liquido. Sempre que necessario, uma aliquota (vial) de cada
uma das linhagens foi descongelada rapidamente em banho-maria a 37°C
e, imediatamente apos descongelar, o conteldo de cada um dos vials foi
colocado em uma garrafa de poliestireno, propria para cultura celular. No
caso da linhagem Y1, foi adicionada a cada uma das garrafas a quantidade
necessaria de meio de cultura DMEM 10%FCS (Meio DMEM suplementado
com 1,2 g/l de NaHCOs;, 25 mg/l de ampicilina, 100mg/L de sulfato de
estreptomicina e 10% de FCS) e, no caso das sub-linhagens Y1 D1, foi
utilizado um meio de manutencao (DMEM 10%FCS + 100ug/ml de
geneticina) a fim de manter a pressdo seletiva. As células foram
acondicionadas na estufa a 37°C numa atmosfera com 5% de CO; e, apds
a adesdo das células a garrafa, o meio de cultura foi substituido por meio
fresco previamente aquecido para a retirada do DMSO presente no meio
de congelamento. Realizado este procedimento as células voltam para a
estufa para o crescimento da populagao celular. Durante o crescimento
celular o meio de cultura foi renovado a cada 2 ou 3 até que as células
atingissem a confluéncia necessaria para realizacdo dos experimentos
e/ou sub cultivo. Nesse ponto, apds a retirada do meio de cultura, as

células foram lavadas com PBSA e liberadas da garrafa por tripsinizacdo
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permitindo assim o sub cultivo e/ou plaqueamento para realizacao dos

ensaios desejados.

No caso de experimentos que necessitavam de carenciamento, ou
seja, privacao de soro a fim de sincronizar as células na fase GO do ciclo
celular, as células foram plaqueadas em meio com FCS e deixadas para
adesao overnight. No dia seguinte, o meio de cultura foi retirado e as
placas foram lavadas 2x com PBS e 1x com DMEM sem FCS. Apds esse
procedimento, as células foram mantidas em DMEM sem FCS por 48 horas

antes do inicio de qualquer experimento.

3.2 - Extracao e quantificacao de proteinas totais

Para a extracdao de proteinas totais, as células foram plaqueadas em
placas p100 e submetidas as condicdes de tratamentos e estimulos
indicadas em cada caso. Encerrado o tempo de tratamento, as placas
foram retiradas da estufa, lavadas com PBS gelado e foi adicionado a cada
placa 1ml de RIPA (Cell signaling) + inibidores (2,5mM pirofosfato de
sédio; 1mM B-glicerofosfato; 1mM ortovanadato de sédio; 2ug/ml
leupeptina; 2pg/ml pepstatina; 2pg/ml aprotinina; 1mM PMSF) (Sigma).
As placas foram deixadas sobre gelo por 5 minutos e entdo raspadas para
coleta dos lisados celulares com o auxilio de um raspador de células. Apds
completa homogeneizagdao, os lisados foram transferidos para tubos
eppendorf® e incubados no gelo por 10 minutos. Decorrido esse tempo, 0s

lisados foram centrifugados por a 4°C em microcentrifuga a 14000 RPM
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por 10 minutos. Apds isso, cada sobrenadante foi coletado e transferido
para outro tubo eppendorf® e congelado a -20°C até sua utilizagdo. Uma
aliquota de 10ul de sobrenadante foi utilizada para a quantificacdo dos
lisados que foi realizada por espectrofotometria utilizando o reagente

Bradford (BioAgency).

3.3 - SDS-PAGE e Western blot

Para as medidas de expressao relativa de proteinas por Western blot,
uma aliquota equivalente a 100ug de proteina de cada um dos lisados a
serem analisados, foi transferida para um novo tubo previamente
resfriado em gelo e misturada ao tampao de amostra para proteinas.
Posteriormente, as amostras foram incubadas a 100°C por 10 minutos
para completa desnaturacdao das proteinas, e em seguida retornadas ao
gelo. Realizado esse procedimento, as amostras foram aplicadas em gel
de poliacrilamida (10-15% conforme o caso), juntamente com um padrao
de peso molecular, e submetidas a uma corrida eletroforética a 40-70V
overnight para a devida separagao das proteinas. Apds a eletroforese, as
proteinas presentes no gel de poliacrilamida foram submetidas a uma
transferéncia em cuba do tipo semi-seca passando assim para uma
membrana de nitrocelulose Hybond C-Extra (Amersham-Pharmacia). A
eficiéncia e homogeneidade da transferéncia foram avaliadas pela
coloracao da membrana com o reagente Ponceau-S. Apds a descoloracao

da membrana por lavagens com TBS-T, a membrana foi bloqueada, ou
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seja, incubada em uma solugdao de leite desnatado a 5% em TBS-T
durante uma hora, visando prevenir ligacdes inespecificas quando da
adicao dos anticorpos. Ao final do blogueio, a membrana foi lavada com
TBS-T sob agitacdo para retirar o excesso de leite e, em seguida,
incubada overnight com o anticorpo primario especifico para a proteina a
ser analisada, diluido em uma solugcdo de BSA a 5% em TBS-T em
concentragbes indicadas em cada caso. Ao final dessa incubacao, a
membrana foi lavada com TBS-T (3 vezes de 10 minutos sob agitacao) e
agora incubada por uma hora com um anticorpo secundario, conjugado a
enzima peroxidase, e capaz de ligar-se ao anticorpo primario utilizado.
Decorrido esse tempo, a membrana foi novamente lavada com TBS-T para
a retirada do excesso de anticorpos e, para a deteccdo das proteinas
desejadas, utilizamos o kit ECL Plus Western Blotting Detection System
(GE healthcare®) de acordo com o protocolo do fabricante para
sensibilizar filmes fotograficos permitindo a anadlise da expressao das

proteinas de interesse.

3.4 - Ensaios clonogénicos

Para a realizacdo dos ensaios clonogénicos, utilizamos placas de
60mm onde foram plaqueadas 1000 células por placa juntamente com os
estimulos e/ou inibicdes indicados em cada caso em meio DMEM 10%FCS.
Sempre que necessario, os inibidores foram adicionados 30 min. - 1 hora

antes dos estimulos visando melhorar a eficacia da inibicdo. Apds o
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plagueamento, as células foram incubadas na presenca dos estimulos e/ou
inibidores por 24 horas na estufa. Decorrido este tempo, as placas foram
lavadas 2x com PBS e 1x com DMEM 10%FCS para retirar completamente
os tratamentos e deixadas para crescimento na estufa em meio DMEM
10%FCS. O meio de cultura foi trocado a cada 2 ou 3 dias até o
surgimento de colbnias visiveis a olho nu (13- 18 dias). Nesse ponto, o
meio de cultura foi descartado e as células foram lavadas com PBS,
fixadas com formaldeido a 3,7% por 10 minutos, e em seguida coradas
com uma solucdao de cristal violeta novamente por 10 minutos. Apds
lavagem das placas, as colonias foram contadas para determinar
alteracdes da viabilidade da populagao celular causadas pelo tratamento

ocorrido nas 24 horas iniciais.

3.5 - Curvas de crescimento

Para a realizagdo das curvas de crescimento as quantidades de
células indicadas para cada caso foram plagueadas em placas de 35mm,
utilizando meio completo ja contendo os estimulos e/ou inibidores
utilizados em cada caso. A exemplo do ocorrido nos ensaios acima, caso
necessario os inibidores foram adicionados 30 min. - 1 hora antes da
adicao dos estimulos. Nos experimentos onde a havia a necessidade de
sincronizar a populagdo celular antes do inicio da curva, as células foram
plagueadas apenas em meio completo e incubadas overnight para adesao

a placa. No dia seguinte entdo, as células foram carenciadas da forma
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anteriormente descrita e s6 depois disso é que os estimulos e/ou inibicdes
foram adicionados, sendo este considerado o tempo zero. Decorrido o
devido tempo de estimulacdo, as células foram retiradas da estufa,
lavadas com PBS-A previamente aquecido a 37°C e liberadas da placa
utilizando 300ul de uma solugao de tripsina. Em cada placa, foram
adicionados a suspensdao de células 600ul de PBS e, apds completa
homogeneizagdo, a suspensdo foi transferida para um tubo eppendorf®
contendo 100ul de formaldeido a 37% e novamente homogeneizada. As
células agora fixadas foram posteriormente contadas e analisadas quanto
ao seu tamanho utilizando o contador de particulas Z2 Coulter Counter®

(Beckman).

3.6 - Ensaios de incorporacao de timidina tritiada (3HTdR)

Para as medidas de velocidade relativa de sintese de DNA por
incorporagao de timidina tritiada, foram utilizadas placas Multiwell de 24
wells onde foram plaqueadas 5x10* células/well. As células foram
incubadas overnight para adesao e, em seguida, foram adicionados os
estimulos necessarios a cada caso, sendo esse considerado o tempo O.
Nos experimentos em que havia a necessidade de sincronizar as células
em GO, apdés a adesdo overnight, as células foram carenciadas por 48
horas como previamente descrito e sé entdo estimuladas. O mix de
timidina (1pCi/ml timidina tritiada + 10® M timidina n3o radioativa) foi

adicionado nos tempos indicados em cada caso. Decorrido o tempo de
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estimulacdo, o meio de cultura foi retirado e as células foram fixadas com
TCA 10% por 20 minutos e, apds a retirada do TCA, lisadas com NaOH
0,5M a 60°C por 30 minutos. Estes lisados foram entao transferidos para
pedacos de filtro de papel que foram lavados subseqgientemente com TCA
5%, etanol 70% e acetona e posteriormente colocados para secar em
estufa por 2 horas. Os filtros ja secos foram colocados em frascos
apropriados contendo 5ml de liquido de cintilacdo e em seguida analisados

em um contador de cintilagao liquida.

3.7 - Citometria de fluxo

Para os experimentos de citometria de fluxo, as células foram
plaqueadas em placas p60mm e cultivadas até atingirem
aproximadamente 50% de confluéncia. Neste ponto as células foram,
guando necessario, carenciadas por 48 horas e entdo estimuladas de
acordo com o descrito em cada caso. Decorrido o devido tempo de
estimulacdo, as placas foram lavadas 2X com PBSA, as células liberadas
da placa por tripsinizacao e as suspensodes lavadas 2X com PBS. Para
fixacdo em etanol 75%, cada pellet foi ressuspendido em uma parte de
PBS gelado e em seguida foram adicionadas de maneira subseqiente trés
partes de etanol absoluto gelado e as células foram mantidas a 4°C por

pelo menos 12 horas.

Para a marcacao de DNA total, as células fixadas foram lavadas 2X

com PBS e entao ressuspendidas em uma solugao 50ug/ml de iodeto de
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propidio (PI) (Invitrogen®) contendo 50ug/ml de RNAse A. As amostras
foram incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente e protegidas da

luz; e entdo lidas no citbmetro.

Nos casos de dupla marcacao, conteudo de DNA total X incorporacao
de BrdU, as células fixadas foram lavadas 2X com PBS e em seguida
incubadas no escuro por exatos 20 minutos em uma solucao de HCl 2M
contendo 0,5% de tween 20 para permeabilizacdo da célula e
desnaturacdao do DNA. Decorrido esse tempo, as células foram lavadas
seqlencialmente com 0,1M tetraborato de sdédio e PBS. Apds isso, as
células foram incubadas com 2pg/ml de Alexa Fluor® 488 anti-BrdU por 90
minutos, protegidas da luz e sob leve agitagao. Decorrido esse tempo, as
células foram lavadas e o pellet ressuspendido em uma solugao de PI
como descrito acima. A fluorescéncia verde do Alexa Fluor® 488 e a
vermelha do PI foram entdo medidas no citobmetro utilizando os filtros

apropriados.

Para as medidas de histona H3 fosforilada, as células fixadas foram
lavadas 2X com TBS, permeabilizadas com 0,1% Triton X-100 em TBS por
5 minutos e lavadas novamente com TBS. Em seguida, as amostras foram
blogueadas com 1% BSA em TBS por 15 minutos a temperatura ambiente
e, apos nova lavagem com TBS, incubadas com 2ug/ml de Anti-phospho-
histone H3 (ser10) por 90 minutos a temperatura ambiente. Decorrido
esse tempo, as células foram lavadas com TBS, incubadas por 30 minutos

com o anticorpo secundario Alexa Fluor® 488 goat anti-Mouse e em



56
seguida lavadas novamente com TBS. Nesse ponto, o pellet foi
ressuspendido em uma solucdao de PI como anteriormente descrito e as

amostras lidas no citometro.

No caso das anadlises de exclusdao de PI, decorrido o tempo de
tratamento, as placas foram lavadas e as células tripsinizadas. As
suspensoes de células foram entdo lavadas com PBS, ressuspendidas em
uma solucao de PI 8ug/ml, e analisadas no citobmetro. (FACSCalibur e

FACSAria BD Biosciences).

3.8 - Determinacao de proteinas totais/célula

Para as andlises de proteinas totais/célula, 3X10°> células foram
plagueadas em placas p35, deixadas para adesao overnight, e carenciadas
como anteriormente descrito. Apds o carenciamento, o meio de cultura foi
tracado e os estimulos e/ou inibidores foram adicionados pelos tempos
indicados em cada caso. Quando necessario, os inibidores foram
adicionados uma hora antes dos estimulos. Decorrido o tempo de
estimulagao, 6 placas de cada condicao foram retiradas da estufa. 3 delas
foram tripsinizadas, fixadas e contadas individualmente de acordo com o
que foi descrito acima para os experimentos de curva de crescimento; as
outras trés tiveram suas células lisadas com 200ul de RIPA + inibidores de
protease, e esses lisados foram quantificados individualmente utilizando o
reagente de Bradford. A determinacdo da quantidade média de

proteinas/célula em cada condicdao foi obtida através da divisdo da
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guantidade média de proteinas/placa (triplicata), pela quantidade média

de células por placa na mesma condigao (triplicata).

3.9 - Microscopia

Para as analises de microscopia, as células foram plaqueadas em
laminulas de 18 X 18mm para uma confluéncia de aproximadamente
60%, incubadas overnight para adesao, e em seguida carenciadas como
anteriormente descrito. Apds o carenciamento, as células foram
estimuladas nas condigbes e tempos descritos na figura. Decorrido o
tempo de estimulagao, as laminulas foram lavadas 2x com PBS e fixadas
em formaldeido 3,7% em PBS por 30 minutos em temperatura ambiente.
Apods isso, as células foram permeabilizadas por 10 minutos com Triton X-
100, lavadas 2X com PBS e tratadas com 10mg/ml de RNAse por 30
minutos em temperatura ambiente. Apds nova lavagem, as células foram
incubadas por uma hora com faloidina conjugada a Alexa Fluor® 488
(Invitrogen®) na concentracdo de 7,5uM em cadmara escura e Umida.
Decorrido esse tempo, as laminulas foram lavadas e as laminas foram
montadas com 4ul de iodeto de propidio para marcagdo dos nucleos e 9yl

do anti-fading Vectashield® (Vector).

As células foram analisadas ao microscopio confocal Zeiss LCM 510
com fatiamentos 6ticos no eixo Z e reconstrucdao de imagens em 3D,

utilizando o software que acompanha o equipamento.
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3.10 - Analise proteomica

A extracdao e quantificacdo de proteinas totais foram feita com
anteriormente descrito. Apds isso, para cada amostra, 100 pg de
proteinas foram separados e precipitados com uma mistura de
acetona/metanol 8:1. A digestdo por tripsina em solucao foi realizada para
cada amostra conforme o protocolo descrito por Kleifeld et al. (2010).
Para a remocdo de residuos de sais e detergentes, as amostras foram
submetidas a uma coluna de troca cationica (OASIS MCX, Waters).
Seguindo as especificagdes fornecidas pelo fabricante. Apds
dessalinizagdo, os eluatos foram ressuspendidos em 50 uL de acido
formico 0,1% para a anadlise de cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas (LC-MS/MS).

Cada mistura de peptideos foi submetida a cromatografia liquida de
fluxo nanométrico, utilizando coluna C-18 capilar de 100pm x 100mm
(Waters), num fluxo de 600 nl/min. Foi utilizado um espectrometro do tipo
Quadrupolo-Tempo de V6o com fonte de ionizacdo nanospray (Q-ToF
Ultima, Waters). O espectrometro foi ajustado para operar com um tempo
de exclusao dinamica de 90 segundos (para diminuir a aquisicao repetitiva
de um mesmo valor de m/z). As amostras foram analisadas em

quadruplicata.

Para o processamento dos espectros, os dados brutos (Raw files)
referentes as analises de MS/MS foram processados utilizando o programa

ProteinLynx™ versdo 2.3 (Waters). Os arquivos resultantes foram



59
utilizados para buscas em bancos de dados e identificacdo de proteinas
utilizando o programa Mascot (Matrix Science), acessado através de um
servidor instalado no Laboratério Especial de Toxinologia Aplicada (Mascot
Server versao 2.2). Utilizamos o banco ndo-redundante de proteinas do

SwissProt (SwissProt database - www.uniprot.org) e restringimos o

universo de busca a taxonomia Rodentia, que contava com 148.545
seqliéncias (depositadas na data 11 de Novembro de 2011). Os resultados
das buscas com o algoritmo Mascot foram submetidos ainda a uma
segunda andlise, utilizando o programa Scaffold™ 3 versdo 3_00_01

(Proteome Software Inc.) (Searle, 2010).

Para estimativa da taxa de falsos positivos, um banco de dados foi
elaborado por meio da ordenagao reversa e randOmica das seqliéncias
presentes no nosso banco de dados original (Rodentia). De acordo com os
parametros de busca utilizados, as taxas de falsos positivos calculadas

para os experimentos de LC-MS/MS foram < 1%.

A quantificacdo relativa dos peptideos presentes nas amostras foi
feita utilizando o programa Scaffold™ 3 versdo 3 00 _01 (Proteome
Software Inc.) com base no método de contagem de espectros (spectral
count), conforme descrito por Liu et al. (2004). A quantificacao relativa é
obtida pela observacao do numero de espectros de MS/MS que resultaram
na identificacdo de uma determinada proteina e a comparacdao deste

numero em relacao aquele obtido em diferentes condigdes experimentais.



60

3.11 - Linhagens celulares

As células Y1 sdo derivadas de tumor funcional do cortex adrenal de
camundongo (Yasumura et al., 1966). Foram obtidas da American Type
Culture Collection (Rockville, MD) expandidas e mantidas em nossos
bancos de células. Possuem amplificacdo do proto-oncogene c-Ki-ras, e
por conta disso apresenta altos niveis basais de K-Ras na forma ativada

(K-ras-GTP) (Schwab et al., 1983; Kimura & Armelin, 1988).

As sub-linhagens Y1 D1 foram engenheiradas através de transfeccdo
estavel de células Y1 para superexpressar ciclina D1. Essas células
mantém a amplificacdo de c-Ki-ras e a malignidade observada na
linhagem Y1 (Schwindt et al., 2003; Matos et al.; manuscrito em

preparagao).

Os clones Y1 e Y1 D1G resistentes a FGF2 (FRs: FGF2-Resistente)
foram obtidas através do cultivo das linhagens em meio com FGF2 até o
surgimento de clones capazes de proliferar na presenga desse fator. Tais
clones apresentam baixa tumorigenicidade, freqientemente deixam de
superexpressar K-Ras, e passam a depender de FGF2 para proliferar
(Erico T. Costa, 2005 tese de doutorado; Tatiana G. F. Matos, tese de

doutorado, 2007).

3.12 - Anticorpos

* Anti-fosfo-histona H3 (Ser10), Millipore™ Cat #05-806
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* Anti-yH2A-X (Ser139), Cell signaling® Cat #2577

* Anti-fosfo-p53 (Serl5), Cell signaling® Cat #9284

* Anti ciclina A, Santa Cruz Biotechnology Cat SC-596

* Anti ciclina D1, Santa Cruz Biotechnology Cat SC-20044

* Anti ciclina E, Santa Cruz Biotechnology Cat SC-481

* Anti p21, Santa Cruz Biotechnology Cat SC-6246

* Anti actina, Santa Cruz Biotechnology Cat SC-10731

* Anti HPRT, Santa Cruz Biotechnology Cat SC-20975

* Goat anti-rabbit conjugado a peroxidase, KPL Cat 474-1506
* Goat anti-mouse conjugado a peroxidase, KPL Cat 04-18-06
* Anti BrdU conjugado a Alexafluor®488, Invitrogen® Cat B35130

* Goat anti-mouse conjugado a Alexafluor®488, Invitrogen® Cat

A11001

3.13 - Inibidores
* Receptor de FGF: PD 173074 (Sigma)
* MEK: PD 98059 (Sigma)

* PI3K: LY 294002 (Sigma)



* Src: PP1 (Calbiochem)
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4 - RESULTADOS

4.1 - As sub-linhagens Y1 D1 apresentam um controle estrito de
quiescéncia/proliferacao em funcao da concentraciao do soro no
meio de cultura; e permanecem tao sensiveis quanto a linhagem

Y1 aos efeitos toxicos de FGF2

Desde que a explicagcdo mecanistica para o efeito antiproliferativo de
FGF2 sobre células malignas Y1 passou a ser um dos principais focos de
nosso laboratério, a analise da transicdo através das fases de ciclo celular,
bem como a determinagdao do ponto, ou possiveis pontos, de parada no
ciclo em funcdo da agao do FGF2 tornaram-se imprescindiveis. Nesse
sentido, alguns dados, publicados ou ainda em preparagao, foram
produzidos em nosso grupo demonstrando que nas linhagens malignas Y1,
FGF2 é capaz de disparar a transicao GO->G1->S, mas posteriormente leva
a um bloqueio do ciclo celular na fase S (Costa et al., 2008; Salotti &
Armelin, artigo submetido). Uma grande parte desses dados foi produzida
utilizando tanto a linhagem adrenocortical Y1 como a linhagem B61
derivada de fibroblastos Balb3T3 transformados com o H-Ras (V12)
(linhagem B61). Em fungcao dos altos niveis basais de Ras-GTP
encontrados nas duas linhagens, ambas apresentam um controle apenas
parcial do ‘“switch” quiescéncia/proliferacdo por fatores séricos,
dificultando a sincronizagao da populagao celular pelo carenciamento de

soro no meio de cultura. Esta caracteristica, intrinseca aos modelos
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celulares utilizados, dificulta a analise dos efeitos fase-especificos de

FGF2.

Sendo assim, para uma analise mais apurada dos efeitos de FGF2
sobre o ciclo células malignas dependentes de Ras, optamos por incluir em
nossas analises a observagao do efeito de FGF2 sobre as sub-linhagens Y1
D1. Tais linhagens foram engenheiradas em nosso laboratério para,
através de transfeccao estavel, expressar constitutivamente ciclina D1. O
resultado esperado era, a exemplo do que foi demonstrado em
fibroblastos (Jiang et al., 1993; Resnitzky et al., 1994), uma desregulagao
do controle da transicdo quiescéncia - proliferacdo. Entretanto, de
maneira oposta ao esperado, o resultado da superexpressao constitutiva
de ciclina D1 no modelo de células Y1, resultou em sub-linhagens que
mantém um comportamento fenotipico semelhante ao da linhagem
parental; inclusive mantendo os altos niveis de expressdo de K-Ras,
tumorigenicidade e sensibilidade aos efeitos téxicos de FGF2 em vitro,
mas que apresentam um arrestamento estrito em GO0/G1 decorrente de
privacao de soro (Schwindt et al., 2003; Matos et al.; manuscrito em
preparacao). A figura 4.1 mostra resultados de western blot que
comprovam que a expressao de ciclina D1 nas sub-linhagens Y1 D1,
apesar de aumentada nas células em crescimento exponencial, é também
facilmente detectada nas amostras de células carenciadas. Diferente do
gue podemos observar para a linhagem Y1. Além disso, a figura comprova
também que as sub-linhagens Y1 D1 apresentam niveis da proteina K-Ras

semelhantes aos observados na linhagem Y1.
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Figura 4.1- Expressao de ciclina D1 e K-Ras em Y1 e clones Y1 D1.
Western blot comparando a expressao de ciclina D1 e K-Ras entre células Y1 e
clones Y1 D1. As células foram coletadas carenciadas (Car.) ou em crescimento
exponencial (Exp.). A expressdao de HPRT esta sendo usada como controle.

Apds isso, primeiramente comparamos a linhagem parental Y1 com a
sub-linhagem Y1 D1G no que se refere ao grau de sincronizacao em
GO0/G1 apods o carenciamento, bem como a capacidade de saida do estado
de quiescéncia dessas células apds adicdo de soro ao meio de cultura. Os
resultados de citometria demonstram que na linhagem Y1, apesar da clara
estimulacdo apds a adicao de soro, uma importante parcela da populacdo
celular permanecera ciclando mesmo na auséncia de soro.
Diferentemente, as células Y1 D1G apresentam um enorme grau de
sincronizacao em G0O/G1 sob carenciamento, e uma massiva reestimulagao
em funcao da adicao de soro ao meio (Figura 4.2 A). Da mesma forma,
ensaios de incorporacdo de timidina tritiada evidenciaram as baixissimas

taxas de sintese de DNA em células Y1 D1G carenciadas, e um aumento
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de aproximadamente 55X nessas taxas apds a adicao de soro ao meio; ao
passo que os resultados em Y1 mostram uma diferenca pouco menor que

5X nessas medidas (Figura 4.2 B).
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Figura 4.2 - Analise do controle de quiescéncia/proliferacido em células
Y1l D1G e Y1. (A) Citometrias de fluxo comparando as células Y1 D1G e Y1
quanto a sincronizacao em GO0/G1 por carenciamento e o reestimulo por soro. As
células foram carenciadas como descrito e reestimuladas ou ndo com soro por 18
horas. BrdU foi adicionado 30 minutos antes da coleta. 20000 células foram
analisadas. (B) Medidas de incorporacdo de 3H-timidina comparando as células
Y1 D1G e Y1 quanto ao basal de sintese de DNA sob carenciamento, e
intensidade do reestimulo por soro. As células foram carenciadas como descrito e
reestimuladas ou ndao com soro por 16 horas. A timidina foi adicionada 9 horas
apos o reestimulo.
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Em seguida, procuramos confirmar se, a exemplo do observado na
linhagem Y1, FGF2 também desempenha um efeito téxico sobre as células
Y1 D1G. Como podemos ver na figura 4.3 A, células Y1 D1G estimuladas
por FGF2 apresentam as mesmas alteracdes morfoldgicas observadas
quando utilizamos a linhagem Y1,; caracterizadas por um arredondamento
das células e uma diminuicdo da adesao a placa. Para analisar os efeitos
de FGF2 sobre a proliferacao e viabilidade Y1 D1G, realizamos curvas de
crescimento e ensaios clonogénicos. Os resultados das curvas de
crescimento confirmam que FGF2 também bloqueia totalmente a
proliferacdo das células Y1 D1G (Figura 4.3 C). Da mesma forma, os
ensaios clonogénicos mostraram que a capacidade de formacao de
col6nias em células Y1 D1G é também bastante diminuida sob efeito de
FGF2 como observado nas células Y1 (Figura 4.3 D). Além disso, medimos
o efeito de FGF2 sobre a velocidade relativa de sintese de DNA dessas
linhagens na primeira fase S apds o reestimulo. Os resultados dos ensaios
de incorporacao de timidina tritiada mostraram que, a exemplo do
anteriormente observado em células Y1, FGF2 estimula a entrada em S,
porém compromete a sintese de DNA, mesmo que estimulada por soro,

em células D1G. (Figura 4.3 B)
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Figura 4.3 - Efeitos de FGF2 sobre células Y1 D1G e Y1. (A)
Fotomicrografias mostrando o efeito de FGF2 sobre a morfologia das células Y1
D1G e Y1. As células foram previamente carenciadas e reestimuladas por 48
horas nas seguintes condicdes: Soro=FCS 10%; FGF2=FGF2 10ng/ml;
F+S=FGF2 10ng/ml + FCS 10%. Foram mantidos controles de células ndo
reestimuladas. (B) Medidas de incorporacdo de *H-timidina utilizando células Y1
D1G e Y1. As células foram previamente carenciadas e reestimuladas por 16
horas nas seguintes condigcdes: Soro=FCS 10%; FGF2=FGF2 10ng/ml;
F+S=FGF2 10ng/ml + FCS 10%. Foram mantidos controles de células ndo
reestimuladas (Carenciada). A timidina foi adicionada 9 horas apds o reestimulo.
(C) Curvas de crescimento utilizando células Y1 D1G e Y1. Soro=FCS 10%;
+FGF2=FCS 10%+FGF2 10ng/ml. (D) Ensaios de formacao de colbnias
utilizando células Y1 D1G e Y1. Controle=FCS 10%; +FGF2=FCS 10%+FGF2
10ng/ml.

Para excluir a possibilidade de que esse fendtipo de excelente
sincronizacao em GO/G1 por privagcao de soro, bem como da resposta a
FGF2 apresentado pela sub-linhagem Y1 D1G seja uma peculiaridade
desse clone, analisamos alguns outros clones Y1 D1 para garantir que
obteriamos resultados semelhantes aos observados nas células Y1 D1G.
Tanto em analise morfoldgica quanto em ensaios de incorporacao de
timidina tritiada (figuras 4.4 A e B respectivamente), os clones Y1 D1
testados apresentaram um comportamento idéntico ao observado em Y1
D1G, permitindo assim a utilizacao da sub-linhagem Y1 D1G como

modelo.
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Figura 4.4 - Efeito de FGF2 sobre outros clones Y1 D1. (A)
Fotomicrografias mostrando o efeito de FGF2 sobre a morfologia de clones Y1
D1. As células foram previamente carenciadas e reestimuladas por 48 horas nas
seguintes condicoes: Soro=FCS 10%; FGF2=FGF2 10ng/ml; F+S=FGF2
10ng/ml + FCS 10%. Foram mantidos controles de células ndo reestimuladas.
(B) Medidas de incorporacdo de >H-timidina utilizando clones Y1 D1. As células
foram previamente carenciadas e reestimuladas por 16 horas nas seguintes
condigdes: Soro=FCS 10%; FGF2=FGF2 10ng/ml; F+S=FGF2 10ng/ml + FCS
10%. Foram mantidos controles de células ndo reestimuladas. A timidina foi
adicionada 9 horas apds o reestimulo.

Em conjunto, esses resultados confirmam e expandem as
observacbes de que as sub-linhagens Y1 D1 evidenciam atividades de

ciclina D1 ainda ndo experimentalmente apreciadas e documentadas em
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qualquer outro modelo celular. Isto €, em células Y1, ciclina D1 nao
participa do controle da progressdo em G1, que estd dominado pelas
ciclinas E. Por outro lado, a expressao constitutiva de ciclina D1 restitui,
apesar da manutencao da superexpressao de K-Ras, um controle estrito
do “switch” quiescéncia/proliferacdao as sub-linhagens Y1 D1. Além disso,
as sub-linhagens Y1-D1 mantém a sensibilidade aos efeitos tdxicos de
FGF2 observada na linhagem parental Y1, sendo assim um modelo

bastante apropriado para a busca dos objetivos propostos neste trabalho.

4.2 - FGF2 promove a transicao G0O/G1->S em células Y1 D1G, mas
posteriormente leva a um comprometimento da sintese de DNA,
seguido por um bloqueio do ciclo celular proeminentemente na

fase G2

Para analisar a dindamica do bloqueio causado por FGF2 em células Y1
D1G, e também a transicio GO0->G1->S em presenca desse fator,
observamos por citometria de fluxo a progressdo dessas células no ciclo, a
cada duas horas, durante as primeiras 24 horas apods o reestimulo na
presenca ou nao de FGF2. Os resultados demonstram que, como
esperado, FGF2 sozinho é capaz de promover a transicdo GO->G1->S numa
importante parcela da populacao celular. Entretanto, sozinho ou mesmo
na presenca de soro, FGF2 claramente compromete a fase S em células Y1
D1G, levando a um atraso da progressao dessas células pela fase S em

relacdo ao controle estimulado apenas por soro; atraso este que é
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primeiramente evidenciado entre 14 e 16 horas e que se mantém até 24
horas, onde grande parte das células do controle estimulado apenas por
soro ja iniciaram um novo ciclo, enquanto as populacdes celulares em
presenca de FGF2 estdao ainda se acumulando na fase S (Figura 4.5 A).
Além disso, é possivel notar que as amostras estimuladas por FGF2 na
presenca de soro, apresentam a partir de aproximadamente 20 horas uma
populacao de células que tém um conteudo de DNA correspondente a fase
S, mas nao incorporaram o BrdU adicionado imediatamente antes da
fixacdo; indicando que estas células entraram na fase S, ndo completaram
a duplicacao do material genético, porém apresentam uma sintese de DNA
transitoriamente interrompida devido aos efeitos toxicos de FGF2 (Figura

4.5 A setas).
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Figura 4.5 - Cinética de progressao no ciclo celular em células Y1 D1G.
(A) Citometrias de fluxo mostrando a dinamica de progressao no ciclo celular
sob os estimulos descritos. As células foram previamente carenciadas e
reestimuladas nas seguintes condigdes: Soro=FCS 10%; FGF2=FGF2 10ng/ml;
F+S=FGF2 10ng/ml + FCS 10%. Amostras foram coletadas a cada 2 horas até
24 horas apds o reestimulo. BrdU foi adicionada 30 minutos antes de cada
coleta. (B) Quantificacdes dos dados das cinéticas de 24 horas. As quantificagdes
foram feitas utilizando o programa Cylchred 1.0.2. 20000 células foram
analisadas.

A quantificacao dos dados do experimento acima claramente
demonstra que em células Y1 D1G, enquanto no controle estimulado
apenas por soro existe uma “onda” de entrada em S seguida de uma volta
a fase G1, indicando que as células estao realmente ciclando e de maneira
sincronizada, as células estimuladas em presenca de FGF2 ainda se
acumulam na fase S até o final da cinética, 24 horas apds o reestimulo
(Figura 4.5 B). Em fungao disso, nos perguntamos se o efeito causado por
FGF2 nessas células é realmente um bloqueio durante a fase S, como
inicialmente proposto, ou apenas um forte atraso na progressao através
dessa fase. Para resolver essa questdo e também para confirmar os
resultados dessa cinética de 24 horas, realizamos uma nova cinética, nos
mesmos moldes da anterior, porém seguindo a progressao dessas células
no ciclo por 48 horas. Os resultados fortemente indicam que,
especialmente em presenca de soro, o blogueio causado por FGF2 é
proeminentemente em G2/M; uma vez as células que tiveram sua fase S
comprometida pela acdao do FGF2 parecem gradativamente conseguir
completar a fase S e alcancar um conteiddo de DNA total equivalente a

G2/M, onde podemos notar um claro acimulo de células em funcao da
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acao do FGF2 (Figura 4.6 A). Apesar disso, mesmo em tempos mais
tardios, ainda podemos observar nas amostras estimuladas por FGF2 com
ou sem soro aquela populacdo de células que apresentam conteldo de
DNA equivalente a fase S, porém ndo incorporaram o BrdU pulsado antes
da fixacdo. Indicando que uma parcela das células ainda permanece com

o ciclo comprometido durante a fase S (Figura 4.6 A).

O método de quantificacdo habitualmente usado para determinar o
percentual de células em cada fase do ciclo nesse tipo de experimento,
leva em conta apenas o conteddo de DNA total, desprezando a valiosa
informacao que a incorporagao do BrdU pulsado imediatamente antes da
fixagdo, fornece sobre as células que estdo no inicio ou no final da fase S.
Por causa disso, para uma quantificacdo mais apurada, optamos por
realizar as quantificacgdes desse experimento através de uma
“clusterizacao” das populacdes celulares mostradas em dot plots, levando
em conta o conteddo de DNA total e a incorporacao de BrdU das células
utilizando o programa para analises estatisticas “R”. Os resultados das
quantificacdes das cinéticas de 48 horas estao mostrados na figura 4.6 B,
onde podemos observar a representacao grafica que ilustra a
movimentacao das populagdes celulares pelas fases do ciclo ao longo do

tempo, e permite a visualizacao do que foi descrito acima.
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Figura 4.6 - Perfis de ciclo celular em células Y1 D1G. (A) Citometrias de
fluxo mostrando a progressdo no ciclo celular sob os estimulos descritos. As
células foram previamente carenciadas e reestimuladas nas seguintes condigdes:
Soro=FCS 10%; FGF2=FGF2 10ng/ml; F+S=FGF2 10ng/ml + FCS 10%.
Amostras foram coletadas a cada 2 horas até 48 horas apds o reestimulo. Para
efeitos praticos, apenas alguns pontos sdao mostrados. BrdU foi adicionada 30
minutos antes de cada coleta. (B) Quantificacdes dos dados das cinéticas de 48
horas. As quantificacbes foram feitas por utilizando o programa “R”. 20000
células foram analisadas.

Uma questdo obvia que surge nesse momento é: seria esse blogueio
em G2 ou na mitose propriamente dita? Para responder essa questao,
reestimulamos células previamente sincronizadas em GO0/G1 com FGF2
sozinho ou na presencga de soro. Colchicina também foi ou ndo adicionada
as placas no momento do reestimulo visando bloquear em mitose as
células que chegassem até essa fase. Realizamos entao uma cinética entre
24 e 36 horas apods o reestimulo e, fazendo uso de um marcador de
mitose (anti fosfo-histona H3 serl10) (Li et al., 2005), determinamos por
citometria de fluxo a porcentagem de células mitéticas nessas populagoes.
Os resultados demonstram que na auséncia de colchicina, como esperado,
populacdes de células estimuladas por FGF2 com ou sem soro apresentam
uma tendéncia de acumulacaéto em G2/M ao longo do tempo,
diferentemente do controle estimulado apenas por soro. Apesar disso, a
porcentagem de células em mitose propriamente dita é sistematicamente
mais baixa nas amostras submetidas ao FGF2, em comparagao ao controle
(Figura 4.7 A e B). De modo ainda mais contundente, mesmo quando a
mitose é bloqueada por colchicina, nas amostras estimuladas por FGF2

apenas uma pequena parcela da populacdao parece alcancar a mitose ao
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longo de todo o tempo do experimento; ao passo que as amostras do
controle estimulado apenas por soro ja apresentam uma massiva
acumulacao em mitose no ponto de 24 horas (Figura 4.7 B).
Demonstrando que o bloqueio causado por FGF2 em Y1 D1G é

principalmente em G2 e nao na mitose.

Juntos, esses resultados demonstram que, apesar de terem a sintese
de DNA comprometida pela acao do FGF2, uma grande parcela das células
Y1 D1G consegue concluir a fase S e alcancar G2, onde permanecem

bloqueadas, nao se engajando assim na mitose.



83

A

Soro 32h FGF2 32h FGF2 + Soro 32h
(7]
]
3
0O
o
0
=
- 0,
o =
Ll Q
1
/]
m .
e - © hege et i ol
™M 0 1023 0 1023 0 1023
I
m Fe) [ el
- E el g g
i | .
x 3
o 0
o
0
=,
Q
-
]
S SN R W0 1023
DNA Total
Sem colchicina
Células em G2/M Célulasem M
10 25
35
2 \/\
30 :
-/*—__'/ —+—Soro ——Soro
25 15
FGF2 & FGF2
*20 ’/*/—\ ——FGF2+ | ——FGF2 +
15 Soro 1 f Soro
10 =
0,5
5
o 0
24h 28h 32h 36h 24h 28h 32h 36h
Com colchicina
Células em G2/M Célulasem M
80 25
70
.___’_—*—’——\ 20
60
—+—Soro —+—Soro
5
o FGF2 Lo FGF2
S0k ——FaF2+ | = ——FGF2 +
30 ; Soro 10 + Soro
20 - §
o
10
il 5 eeeee———e——————
24h 28h 32h 36h 24h 28h 32h 36h




84

Figura 4.7 - Descriminacao entre bloqueio em G2 e bloqueio em M. (A)
Citometrias de fluxo comparando a acumulacdo de células Y1 D1G em mitose (P-
histona H3) entre os estimulos descritos. As células foram previamente
carenciadas e reestimuladas nas seguintes condigdes: Soro=FCS 10%;
FGF2=FGF2 10ng/ml; F+S=FGF2 10ng/ml + FCS 10%. 2uM de colchicina foi ou
nao adicionado conforme descrito. Amostras foram coletadas a cada 4 horas
entre 24 e 36 horas apds o reestimulo. Para efeitos praticos, apenas as amostras
coletadas em 32 horas sao mostradas. (B) Quantificagdo do experimento acima.
A quantificacao foi feita utilizando o programa “WinMDI 2.9”, onde o gate R2
determina células em G2/M; e o gate R3 determina células em M. 20000 células
foram analisadas.

4.3 - FGF2 compromete o ciclo celular em células Y1 D1G em

diferentes pontos

Tendo em vista que, com base nos resultados até aqui apresentados,
FGF2 provoca em células Y1 D1G um consideravel atraso na progressao
através da fase S, seguido de um bloqueio em G2; decidimos investigar se
nessas células FGF2 apresenta algum efeito antiproliferativo em outros
pontos do ciclo, bem como, a relagao entre o tempo de adicao de FGF2 e

o efeito sobre o ciclo celular.

Primeiramente, analisamos o efeito de FGF2 em fungao do tempo de
adicdo desse fator, sobre a primeira fase S de células Y1 DI1G
reestimuladas com soro apds sincronizacao em G0/G1 por carenciamento.
Resultados anteriores de nosso laboratério sugeriam que em células Y1, a
execucao dos efeitos antiproliferativos disparados por FGF2 se inicia
durante a fase S. Entretanto, o disparo de tais efeitos, s6 é eficiente
guando o fator é adicionado dentro das primeiras horas apds o reestimulo
por soro de células previamente carenciadas. (Salotti & Armelin, artigo

submetido) Coerentemente, em células Y1 D1G reestimuladas por soro e
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com FGF2 adicionado em diferentes tempos apds o reestimulo, os
resultados mostraram que esse fator €& capaz de diminuir
significativamente a tomada de timidina, apenas quando adicionado até
duas horas apods o reestimulo (Figura 4.8). Indicando que nessas células,
o disparo dos efeitos toxicos de FGF2 que vao resultar em
comprometimento da sintese de DNA na fase S seguinte, é efetivo apenas

guando o fator é adicionado no inicio da reentrada no ciclo.

Incorporacao de 3H-timidina
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Figura 4.8 - Incorporacido de *H-timidina em células Y1 D1G com FGF2
adicionado em diferentes tempos. As células foram previamente carenciadas
e reestimuladas com FCS 10%; FGF2 foi adicionado nos tempos descritos
mantendo-se um controle de células estimuladas apenas por FCS 10% (Soro).
*H-timidina foi adicionada as placas em 9 horas e as amostras foram coletadas
16 horas apos o reestimulo.

Para avancar no entendimento sobre como o momento da célula no
ciclo celular influencia na resposta antiproliferativa disparada por FGF2,
buscamos analisar como varia a acumulacdao de células em G2 causada

pelo FGF2 quando o mesmo é adicionado em diferentes fases do ciclo: ao
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final de G1, durante S ou ao final de S/inicio de G2. Buscando assim saber
se as células Y1 D1G poderiam ser refratarias ao bloqueio causado por
FGF2 guando adicionado em estagios mais avancados do ciclo celular.
Para tal, reestimulamos com soro células Y1 D1G previamente
carenciadas, e adicionamos FGF2 em 8, 12 ou 18 horas. Uma vez que as
células Y1 D1G mostraram um excelente grau de sincronizagcao durante o
primeiro ciclo apos o reestimulo, estes tempos foram escolhidos de acordo
com nossas observacOes anteriores da cinética de progressdo no ciclo
celular apds o reestimulo dessas células. As células foram coletadas em 36
e 48 horas, e a analise dos resultados obtidos por citometria de fluxo
mostraram que FGF2 é capaz de levar a um bloqueio do ciclo celular em
G2 independentemente da fase do ciclo em que é adicionado; sendo a
intensidade desse bloqueio relacionada ao tempo decorrido apds a adicao
de FGF2 (Figura 4.9). Esses resultados sugerem que nao ha um periodo
do ciclo celular em que as células Y1 D1G sejam refratarias aos efeitos
antiproliferativos de FGF2; mas que, entre o disparo deste efeito e a
execucdo do mesmo, parece ser necessario um tempo para a organizacao

dos mecanismos efetores.
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Figura 4.9 - Acumulacao de células Y1 D1G em G2/M em funcgao do
tempo de adicao de FGF2. (A) Quantificacdo de medidas por citometria de
fluxo da acumulagdo de células em G2/M. As células foram previamente
carenciadas e reestimuladas com FCS 10%; FGF2 foi adicionado em 0, 8, 12 ou
16 horas apds o reestimulo conforme descrito, mantendo-se um controle de
células estimuladas apenas por FCS 10% (Soro). As amostras foram coletadas
em 36 ou 48 horas apds o reestimulo. A quantificacdo foi feita utilizando o
programa Cylchred 1.0.2. 20000 células foram analisadas. (B) representacao
esquematica do experimento acima.

Mostramos na figura 4.5 que em células Y1 D1G, FGF2, apesar de

disparar um mecanismo antiproliferativo que ird comprometer seriamente
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o ciclo celular, ndao bloqueia a transicao GO->G1->S disparada por soro
apo6s prévio carenciamento dessas células. Mais que isso, FGF2 sozinho é
capaz de desempenhar sua funcdo classica de fator de crescimento e
disparar tal transicdo. Entretanto, além do comprometimento da fase S e
do posterior bloqueio em G2 anteriormente citados, chama a atencao o
fato de que, ao observarmos as quantificacdes das cinéticas de progressao
no ciclo celular, notamos que apenas em presenca de FGF2 com ou sem
soro, uma importante parcela da populacdo de células estimuladas parece
nao ser capaz de deixar GO/G1 e entrar na fase S. Tal observagao, porém,
poderia estar sendo superestimada caso uma consideravel parcela da
populacao celular ultrapassasse o bloqueio em G2 e conseguisse se dividir
voltando a G1. Para resolver essa questdao, reestimulamos com soro em
presenca ou nao de FGF2 células sincronizadas em GO por carenciamento,
e bloqueamos a mitose com colchicina. Determinamos entao por
citometria de fluxo a distribuicdo das células no ciclo celular 36 horas apds
o reestimulo. Como esperado, nas amostras estimuladas apenas por soro
a maior parte da populacao encontra-se bloqueada no compartimento
G2/M apéds 36 horas devido a agdo da colchicina; e apenas uma pequena
parcela permanece em GO0/G1. No entanto, nas amostras estimuladas por
FGF2 juntamente com soro, o perfil de ciclo celular observado nos
histogramas é bastante semelhante na presenca ou nao de colchicina;
com acumulo de células em S e G2/M em relacdao ao controle estimulado
por soro sem colchicina, e sem efeito aparente de bloqueio causado pela

colchicina. Apesar disso, mesmo apdés 36 horas mais de 40% das células
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que foram estimuladas com FGF2 junto ao soro parecem nao terem sido
capazes de ingressar na fase S, permanecendo assim em G1 (Figura 4.10
A e B). Esses resultados indicam que, em Y1 D1G, FGF2 induz com ou
sem soro a transicao quiescéncia - proliferacao levando uma parcela da
populacdao a entrar em S; entretanto, ao mesmo tempo, uma outra
parcela da populacdo de células estimuladas a sair do estado de
guiescéncia, tem sua entrada na fase S (induzida por soro) comprometida

pela acao de FGF2.
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Figura 4.10 - Efeito de FGF2 em Y1 D1G antes da fase S. (A) Citometrias
de fluxo comparando perfis de ciclo celular nas condicdes descritas. As células
foram previamente carenciadas e reestimuladas por Soro=FCS 10%
FGF2+Soro=FGF2 10ng/ml + FCS 10%. 2uM de colchicina foi ou nao adicionado
conforme descrito. (B) Quantificacdo do experimento acima. A quantificagao foi
feita utilizando o programa Cylchred 1.0.2. 20000 células foram analisadas.

Finalmente, procuramos verificar se FGF2 também & capaz de
disparar mecanismos mais imediatos que resultem em alteracao na
cinética de progressdo no ciclo das células Y1 D1G. Tendo em vista que
resultados anteriores do nosso grupo utilizando células Y1 apontam nessa
direcdo (Erico T. Costa, tese de doutorado 2005). Nesse sentido,
buscamos medir inicialmente os efeitos imediatos de FGF2 sobre a fase S
de células Y1 D1G. Para tal, utilizamos culturas de células nao
sincronizadas e em condigdes Otimas de crescimento estaciondrio onde
FGF2 foi ou ndo adicionado, e medimos a velocidade relativa de sintese de
DNA por incorporacdo de timidina tritiada ao longo do tempo apéds a
adicao do FGF2. Os resultados demonstraram que ja a partir de 2 horas a
tomada de timidina é reduzida nas amostras estimuladas por FGF2 em
relacdo ao controle; reducao essa que se acentua e € mantida até 8 horas
(Figura 4.11 A). Analisamos também os efeitos imediatos de FGF2 sobre a
transicdo G2->M nas células Y1 D1G. Para isso, utilizamos novamente
células nao sincronizadas e em condicdes 6timas de crescimento
estacionario, onde FGF2 foi ou ndo adicionado e, ao mesmo tempo,
adicionamos colchicina para que pudéssemos medir a cinética de acumulo
de células em mitose na presenca ou auséncia de FGF2. As medidas foram

realizadas por citometria de fluxo utilizando marcacao para DNA total e o
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marcador de mitose anti-histona H3 fosforilada. Assim como observado
para a fase S, os resultados demonstram que ja nas primeiras 2 horas
FGF2 diminui a acumulacdo de células em mitose causada pela colchicina
e, apesar de nao bloquear completamente tal aciumulo, a presenca de
FGF2 diminui sistematicamente a porcentagem de células bloqueadas em
mitose ao longo dos tempos medidos até 8 horas (Figura 4.11 B). Esses
resultados indicam que FGF2 é capaz de disparar efeitos antiproliferativos

imediatos também sobre a transicao G2->M em células Y1 D1G.

A analise desse conjunto de resultados sugere que parece ndo haver
uma fase ou periodo do ciclo celular onde as células Y1 D1G sejam
refratarias aos efeitos antiproliferativos de FGF2; e que, embora parte
desses efeitos envolva mecanismos mais imediatos como observado nas
figuras 4.11 A e B, outra parte parece depender da organizagao de
mecanismos efetores disparados no momento da adicao do FGF2 e que

irdo resultar em um ponto de execugao mais tardio.
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Figura 4.11 - Efeitos imediatos de FGF2 sobre o ciclo celular em Y1 D1G.
(A) Medida de incorporacdo de °H-timidina. FGF2 10ng/ml foi adicionado as
células em crescimento exponencial no tempo 0 (+FGF2). Como controle
utilizamos amostras crescendo em FCS 10% (Soro). As amostras foram
coletadas nos tempos descritos. *H-timidina foi adicionada 30 min. antes de cada
coleta. (B) Medida de acumulacdo de células em mitose bloqueada por
colchicina. FGF2 10ng/ml foi adicionado as células em crescimento exponencial
no tempo 0 (+FGF2). Como controle utilizamos amostras crescendo em FCS
10% (Soro). Colchicina 2uM foi adicionada também no tempo 0. As amostras
foram coletadas nos tempos descritos. Como indice mitdtico inicial utilizamos
amostras coletadas em 2 horas sem colchicina. A determinacdo das células em
mitose foi feita pela marcacao com anti-histona H3 fosforilada, medida por
citometria de fluxo. A quantificagao foi feita utilizando o programa WinMDI 2.9.
20000 células foram analisadas.
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4.4 - Em células Y1 D1G, FGF2 “desconecta” crescimento de

proliferacao

Resultados anteriores de nosso grupo utilizando células Y1 ja
demonstravam que FGF2 é capaz de bloquear a proliferacdao de células
malignas dependentes de Ras (Costa et al., 2008), e os resultados até
aqui apresentados utilizando a sub-linhagem Y1 D1G, comprovam o que
foi feito e refinam a caracterizagdao desse fendmeno. Uma caracteristica
interessante desta acao de FGF2 sobre as células malignas testadas é o
fato de que, apesar de bloquear a proliferacao, FGF2 ainda que na
auséncia de soro, é capaz de desempenhar sua funcdo classica de fator de
crescimento e disparar a transicao GO->G1->S nessas células. Para melhor
examinar esse efeito antagbnico de estimulacao de crescimento e bloqueio
de proliferacdo, buscamos analisar a influéncia de FGF2 no crescimento

propriamente dito das células Y1 D1G.

Analises da populagdo celular por citometria de fluxo medindo o
espalhamento de Iluz frontal (FS - Forward Scatter) versus o
espalhamento de luz lateral (SS - Side Scatter), parametros que juntos
fornecem informacdes sobre tamanho e complexidade interna da célula
(Givan, 2011), mostraram que, em células Y1 D1G reestimuladas apods
carenciamento, FGF2 com ou sem soro causa um importante aumento
nestes dois parametros ao longo do tempo apdés a estimulacdo,

deslocando a populacao observada no dot plot em relagdo ao controle
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estimulado apenas com soro, indicando um aumento do tamanho médio

da populacgao celular (Figura 4.12).

Soro 72h . FGF272h FGF2 + Soro 72h

5,9% 7,0%

1023
1023
1023

Side Scatter

s 14,2%
o - o
0 1023 0 1023 0 1023

Forward Scatter

Figura 4.12 - Efeito de FGF2 sobre o tamanho médio das células Y1 D1G.
Citometrias de fluxo comparando perfis de tamanho e complexidade interna. As
células foram previamente carenciadas e reestimuladas nas seguintes condicdes:
Soro=FCS 10%; FGF2=FGF2 10ng/ml; FGF2+Soro=FGF2 10ng/ml + FCS 10%.
A quantificagao foi feita utilizando o programa WinMDI 2.9. 20000 células foram
analisadas.

Para uma analise mais fina desse aumento, juntamente com uma
medida de proliferacao, reestimulamos com FGF2 com ou sem soro,
células Y1 D1G previamente sincronizadas em GO, e realizamos uma curva
de crescimento medindo a quantidade e o tamanho médio das células em
intervalos de 2 horas até 48 horas. As medidas foram feitas em contador
de particulas automatico e os resultados mostraram claramente que, em
relacdo ao numero total de células, s6 nas amostras controle estimuladas
apenas por soro houve proliferacao celular. Com o numero de células
passando de aproximadamente 3X10°> no momento do reestimulo para
aproximadamente 8X10° apds 48 horas. A estimulagdo por FGF2 sozinho

nao levou a proliferacdo alguma e a prépria presenca de FGF2 junto ao
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soro inibiu a proliferacao observada quando apenas o soro foi adicionado,
levando a uma quantidade final de células semelhante ao controle ndo
estimulado (Figura 4.13 A). Por outro lado, quando observamos a variagao
do tamanho médio das células ao longo do tempo, podemos notar que
FGF2 sozinho é capaz de aumentar o tamanho médio da populacdo celular
em relacdo ao controle nao estimulado. As amostras estimuladas por soro
com ou sem FGF2 apresentam um aumento progressivo no tamanho
médio das células ao longo do tempo até aproximadamente 18 horas.
Nesse ponto, nota-se que o tamanho médio das células estimuladas por
FGF2 junto ao soro continua aumentando até 48 horas, indicando que o
crescimento celular é mantido, apesar do bloqueio da transicdo G2/M; por
outro lado, como se esperava o tamanho médio das células estimuladas
apenas por soro comeca a diminuir, devido a divisdo mitdtica que gera
duas células filhas menores que a mae, levando a diminuicdao do tamanho

celular médio na populagao (Figura 4.13 B).
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Figura 4.13 - Medidas de proliferacdo e tamanho médio de células Y1
D1G. As células foram previamente carenciadas e reestimuladas nas seguintes
condigdes: Soro=FCS 10%; FGF2=FGF2 10ng/ml; FGF2+Soro=FGF2 10ng/ml
+ FCS 10%. Mantendo-se um controle de células ndo reestimuladas
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(Carenciada). As amostras foram coletadas a cada 2 horas até 48 horas apds o
reestimulo; e o numero de células (A) e tamanho médio (B) foram medidos
utilizando o contador de particulas Z2 Coulter®.

Outra abordagem que pode ser utilizada é a medida de crescimento
celular em termos de quantidade de proteinas totais/célula. Para analisar
se e como FGF2 afeta essa relagdo, utilizamos células carenciadas que
reestimulamos com soro na presenca ou nao de FGF2. As amostras foram
coletadas em 48 e 72 horas apds o reestimulo, e medimos o tamanho
médio das células em cada condicdo, bem como a quantidade de proteina
total e de células por placa para estabelecer tal relacao. Como esperado, o
tamanho médio das células estimuladas também por FGF2 ¢
significativamente maior que o observado nas amostras estimuladas
apenas por soro. Além disso, a presenca de FGF2, como anteriormente
visto, inibe drasticamente a proliferacdao das células D1G em relagdo ao
controle estimulado apenas por soro, tanto em 48 quanto em 72 horas.
Apesar disso, e medida de proteina total/placa revela quantidades
semelhantes de proteina entre as amostras independente da presenca ou
nao de FGF2 nos dois tempos. Sendo assim, ao observarmos a relagao
proteinas totais/célula entre as amostras, podemos notar que tanto em 48
quanto em 72 horas, a presenca de FGF2 é capaz de dobrar tal relagao,
comprovando que embora a proliferacao esteja bloqueada por esse fator,
o crescimento celular continua acontecendo. Esses dados estdao reunidos

na figura 4.14.
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Figura 4.14 - Medidas de proteinas totais/célula em Y1 D1G. As células
foram previamente carenciadas e reestimuladas nas condigbes e tempos
indicados. Soro=FCS 10 ou FGF2+Soro=FGF2 10ng/ml + FCS 10%. O numero
de células e o tamanho médio foram determinados utilizando o contador de
particulas Z2 Coulter®. A quantidade de proteinas totais/placa foi determinada
pelo método de Bradford.

Juntos esses resultados comprovam que, em células Y1 D1G, FGF2
desempenha um efeito dual; bloqueando a proliferacdo destas células,
mas ao mesmo tempo promovendo o crescimento celular em termos de
massa e volume. Sendo assim, FGF2 desacopla o crescimento celular da

divisdo celular propriamente dita.



99

4.5 - FGF2 induz instabilidade genotipica e morte celular em

células Y1 D1G

A instabilidade genotipica € sem duvida uma das caracteristicas mais
marcantes de células tumorais; freqlientemente contribuindo para a
“selecao natural” que leva a evolugao dos tumores (Campbell et al., 2010;
Khong & Restifo, 2002). No que se refere a linhagem Y1, é sabido ha mais
de trinta anos que essas células apresentam um cariotipo sub dipldide
muito estdvel, que contem cromossomos marcadores exibindo grandes
regidoes HSR (Homogeneously Stained Regions) (George & Francke, 1980).
Essa complexa aneuploidia deve ser resultado da selegcao clonal ocorrida
no tumor original desenvolvido no camundongo e/ou da selegao clonal
intencionalmente feita pelos autores (Yasumura et al., 1966), que
originalmente isolaram a linhagem clonal Y1. O cariétipo subdiploide com
0s cromossomos marcadores ml e m2, originalmente descrito em George
& Francke (1980) foi também observado, largamente documentado e
seguidamente confirmado por 30 anos em nosso laboratério (Kimura &
Armelin, 1988; Matos et al., manuscrito em preparacdo). E importante
lembrar que os estoques das linhagens Y1 e derivadas sao mantidas
congeladas em N» liquido, sendo periodicamente descongelados para fins
de experimentacao. No conjunto, esses dados sugerem que a evolugao
para o fenotipo maligno estavel apresentado pela linhagem Y1, envolveu a
selecado de uma configuracdo aneupldide robusta que mantém a

estabilidade fenotipica destas células.
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Na observacao rotineira de células Y1 D1G estimuladas por FGF2,
freqientemente nos chama a atengao o progressivo aparecimento de uma
diversidade de células com morfologia bastante aberrante. Partindo do
precoce e caracteristico arredondamento das células nas primeiras horas
para o surgimento tardio de agregados celulares, grande variacao de
tamanho, e presenca de células aparentemente binucleadas. Como
bloqueios do ciclo celular apds a fase S muitas vezes levam ao aumento
da quantidade de células com conteddo de DNA maior que G2/M e/ou
poliploidizacao (Qiao et al., 2008; Strathdee et al., 2001), procuramos
verificar se o bloqueio causado por FGF2 poderia estar induzindo tais
eventos nas células Y1 D1G. Comprometendo assim aquela estabilidade

genotipica citada acima.

Para tal, utilizamos células Y1 D1G carenciadas que reestimulamos
com soro na presencga ou nao de FGF2, e medimos por citometria de fluxo
a porcentagem de células com conteudo de DNA maior que G2/M em 48,
72 e 96 horas apds o reestimulo. Os resultados mostraram que ja em 48
horas a porcentagem de células com conteddo de DNA maior que G2/M
(5.52%), é aproximadamente duas vezes maior nas amostras estimuladas
em presenca de FGF2 em relagcao ao controle reestimulado apenas por
soro. Esse percentual ainda aumenta em 72 horas apds o reestimulo
(7,11%), mas diminui apds 96 horas, indicando que essa alteracao

genotipica pode estar inviabilizando as células (Figura 4.15 A e B).
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Figura 4.15 - Determinacao da populacao com conteiiddo de DNA maior
que G2/M. (A) Citometrias de fluxo comparando perfis de ciclo celular nas
condicOes descritas. As células Y1 D1G foram previamente carenciadas e
reestimuladas por Soro=FCS 10% ou FGF2+Soro=FGF2 10ng/ml| + FCS 10%
pelos tempos indicados. (B) Quantificagdo do experimento acima. A
quantificacao foi feita utilizando o programa Cylchred 1.0.2 utilizando o marcador
(M1) como mostrado na figura. 20000 células foram analisadas.

Recentemente, a entosis, uma espécie de “canibalismo celular” onde
uma célula viva é englobada por outra, tem se mostrado bastante comum
em linhagens tumorais in vitro. Sendo inclusive descrita tanto como um
mecanismo de morte celular quanto como uma causa de aneuploidia
(Overholtzer et al., 2007; Krajcovic et al., 2011). Devido as observacoes

de que o estimulo por FGF2 provoca em células Y1 D1G a formacao de
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aglomerados celulares e também induz aumento da quantidade de células
com DNA total maior que G2/M, decidimos verificar se esse fator poderia
estar induzindo entosis nessas células. Os resultados obtidos por
microscopia confocal, analisando amostras estimuladas por FGF2 com ou
sem soro em 48 ou 72 horas apos o reestimulo, evidenciaram a grande
variacao no tamanho das células e dos nucleos nas amostras estimuladas
por FGF2, bem como a presenca freqlente de células binucleadas.
Entretanto, apesar da formacao de agregados celulares, nao foram
evidenciadas estruturas caracteristicas de entosis nas amostras

observadas (Figura 4.16).
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Durante a descricao realizada até aqui dos efeitos antiproliferativos
disparados por FGF2, algumas observacdoes, como por exemplo a
diminuicdo do numero de células ao longo da curva de crescimento e do
percentual de células com DNA total maior G2/M entre 72 e 96 horas,
indicam que em Y1 D1G, FGF2 causa de imediato o bloqueio da divisao
celular e tardia e secundariamente morte celular propriamente dita. Para
verificar se isso esta realmente ocorrendo, submetemos amostras de
células Y1 D1G reestimuladas por soro com ou sem FGF2 a um ensaio de
exclusao de iodeto de propidio (PI). Onde células ndao permeabilizadas sdo
colocadas em suspensao na presenca desse marcador de DNA, que ira
penetrar apenas em células que perderam a integridade da membrana
plasmatica; ou seja, em processo avancado de morte celular. Os
resultados demonstram que, em Y1 D1G, ja apos 48 horas de estimulo,
FGF2 provoca aumento de morte celular em relagao ao controle; efeito
esse que é gradualmente acentuado em 72 horas e 96 horas apds o
reestimulo. Medimos também o percentual de morte celular 72 horas apds
o reestimulo por FGF2 sem soro, e este se mostrou também bastante
aumentado em relacdo a amostra ndo reestimulada ou mesmo

reestimulada por soro (Figura 4.17 A e B).
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Figura 4.17 - Ensaio de exclusao de iodeto de propidio. (A) As células Y1
D1G foram previamente carenciadas e reestimuladas nas seguintes condicoes:
Soro=FCS 10%, FGF2=FGF2 10ng/ml e FGF2+Soro=FGF2 10ng/ml + FCS
10% pelos tempos indicados e analisadas por citometria de fluxo. Mantendo-se
um controle de células ndo reestimuladas (Carenciada). (B) Quantificacdo do
experimento acima. A quantificagcao foi feita utilizando o programa Cylchred
1.0.2 utilizando o marcador (M1) como mostrado na figura. 20000 células foram
analisadas.
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Uma vez que o ensaio de exclusdao de PI marca a apenas células em
processo avancado de morte celular, especialmente células necréticas;
decidimos observar se FGF2 também dispara nessas células a
fragmentacao de DNA que é caracteristica de processos apoptoéticos. E que
pode ser facilmente evidenciada pelo surgimento de uma populagao com
contetdo de DNA total menor que GO/G1, em analises de ciclo celular por
citometria de fluxo. Para tal, utilizamos os mesmos tempos e tratamentos
descritos acima, porém as células foram permeabilizadas e processadas
como descrito anteriormente nos métodos desse trabalho. Além de
corroborar a morte celular mostrada nos resultados de exclusao de PI
acima descritos, as medidas de fragmentacao de DNA, apontam em todos
os tempos de tratamento uma taxa de morte celular induzida tardiamente
por FGF2 muito maior do que a observada levando em conta apenas a
perda de integridade da membrana plasmatica. Mostrando novamente um
aumento gradual no numero de células com conteldo de DNA menor que
GO0/G1 (mortas) ao longo dos tempos de tratamento. Novamente
comparamos amostras estimuladas por FGF2 sem soro com amostras nao
reestimuladas e observamos que também FGF2 sem soro aumenta as
taxas de fragmentacao de DNA em relagcao ao controle nao reestimulado

ou reestimulado com soro (Figura 4.18 A e B).
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Figura 4.18 - Determinacao da populacao sub-G1 em Y1 D1G sob efeito
de FGF2. (A) As células foram previamente carenciadas e reestimuladas nas
seguintes condigOes: Soro=FCS 10%, FGF2=FGF2 10ng/ml e
FGF2+Soro=FGF2 10ng/ml + FCS 10% pelos tempos indicados e analisadas por
citometria de fluxo. Mantendo-se um controle de células nao reestimuladas
(Carenciada). (B) Quantificacdo do experimento acima. A quantificacao foi feita
utilizando o programa Cylchred 1.0.2 utilizando o marcador (M1) como mostrado
na figura. 20000 células foram analisadas.
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Esse conjunto de resultados demonstra que, em células Y1 D1G, o
efeito de blogueio da divisao celular sem bloqueio de crescimento das
células disparado por FGF2, resulta gradativamente na morte das células
afetadas. Possivelmente com grande envolvimento de processos
apoptoticos, a julgar pelas altas taxas de fragmentacdao de DNA

observadas nas amostras estimuladas em presenca desse fator.

4.6 - Mecanismos moleculares da acao de FGF2 sobre o controle da

progressao no ciclo celular

Descrevemos até aqui o efeito téxico antiproliferativo disparado por
FGF2 nas células malignas Y1 D1G. Entretanto, para caminhar rumo a
uma explicagdo mecanistica-molecular para tais efeitos, é necessario
entender como FGF2 afeta componentes da maquinaria de controle do
ciclo celular. Comentamos no inicio da descricdo dos resultados desta
tese, que as sub-linhagens Y1 D1 apresentam um controle estrito de
quiescéncia/proliferacao, conferido pela expressdo constitutiva de ciclina
D1. Nessas células, assim como em Y1, a transicdo GO->G1->S estd
provavelmente sendo governada pelos niveis de ciclina E (Schwindt et al.,
2003; Forti & Armelin 2007). Sendo assim, inicialmente medimos os niveis
dessa ciclina em células Y1 D1G reestimuladas por soro, FGF2 ou ambos
apos carenciamento. Os resultados observados para o estimulo com soro
sdo bastante coerentes; mostrando um aumento dos niveis de ciclina E

em 8 horas, seguido de uma queda em 12 horas e de um novo aumento
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em 24 horas, que pode ser entendido como relativo a um segundo ciclo.
No entanto, ao observarmos as amostras estimuladas por FGF2 com ou
sem soro, podemos notar que o aumento nos niveis de ciclina E ocorre
mais tarde, apenas em 12 horas; e tal aumento se mantém até 24 horas,
coerente com o atraso da progressao no ciclo celular (entrada e
progressdao em S) que mostramos anteriormente devido ao efeito de FGF2

(Figura 4.19).

Ciclina E

Figura 4.19 - Cinética de expressao de ciclina E em Y1 D1G. Western blot
comparando a expressao de ciclina E entre os estimulos ao longo do tempo. As
células foram previamente carenciadas e reestimuladas pelos tempos indicados
nas seguintes condicdes: Soro=FCS 10%; FGF2=FGF2 10ng/ml; F+S=FGF2
10ng/ml + FCS 10%. Foi mantido um controle de células ndo reestimuladas
(Car.). A expressao de HPRT esta sendo usada como controle.

Uma vez que ciclina A é também descrita como parte fundamental do
controle de progressao durante a fase S (Revisado em; Malumbres &
Barbacid, 2009), procuramos determinar se sua expressao é modulada

por FGF2 em células Y1D1G. Os resultados mostraram que os niveis de
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cicina A aumentam consideravelmente entre 8 e 12 horas nas trés
condicdes de estimulo; o que é coerente com o esperado para esse
momento do ciclo. Por outro lado, ao observarmos as amostras coletadas
em 24, 48 e 72 horas, podemos notar niveis bastante aumentados de
ciclina A nas amostras estimuladas por FGF2 com ou sem soro em relagao
ao controle (Figura 4.20). Embora o crescimento celular ndo esteja
bloqueado, ciclina A faz parte da maquinaria que controla a progressao no
ciclo celular; sendo assim, tal acumulacao de ciclina A, pode estar
relacionada ao atraso da progressao em S e bloqueio em G2 impostos por

FGF2 ao ciclo dessas células malignas.

Y1D1G
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Figura 4.20 - Cinética de expressao de ciclina A em Y1 D1G. Western blot
comparando a expressao de ciclina A entre os estimulos ao longo do tempo. As
células foram previamente carenciadas e reestimuladas pelos tempos indicados
nas seguintes condicdes: Soro=FCS 10%; FGF2=FGF2 10ng/ml; F+S=FGF2
10ng/ml + FCS 10%. A expressdo de HPRT estd sendo usada como controle.
Entre 8-12 horas e 24-72 horas sao experimentos independentes.

Tendo em vista que os inibidores de complexos ciclina/CDK (CKIs)
podem atuar como “freios” do ciclo celular, participando da execucao de

checkpoints e inibindo a progressao do ciclo quando existe sinalizacao
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para tal (Sherr & Roberts, 1999), nos pareceu bastante provavel que o
efeito antiproliferativo disparado FGF2 envolvesse aumento dos niveis
protéicos desses inibidores. Sendo p21 um dos principais CKIs, capaz de
inibir complexos ciclina/CDK importantes para a transicao G1-S e para a
progressao em S, e freqlientemente implicado na execugao de
mecanismos antiproliferativos (Fang et al., 1999), decidimos analisar os
niveis dessa proteina nas células Y1 D1G sob efeito de FGF2. Os
resultados mostram que FGF2 com ou sem soro induz fortemente o
aumento dos niveis de p21 em 24 e 48 horas em relagdo as amostras
estimuladas apenas com soro; e esse aumento € mantido também em 72
horas apds a estimulacdo (Figura 4.21 A). Dada a importancia dessa
associacdo entre o estimulo por FGF2, e a aumento dos niveis de uma
proteina classicamente envolvida em mecanismos antiproliferativos,
resolvemos analisar se o mesmo também ocorreria na linhagem parental
Y1. Como podemos ver na figura 4.21 B, a mesma inducao do aumento
dos niveis de p21 também é vista nas amostras de Y1 nos tempos

testados.

Esses resultados demonstram que o efeito toxico de FGF2 envolve
modulacdo dos niveis de algumas proteinas-chave do controle de
progressao no ciclo; com acumulagao de ciclina E e ciclina A, e aumento
nos niveis do inibidor de complexos ciclina/CDK p21. Entretanto, apesar
disso e do bloqueio de proliferacdo, nao ha bloqueio do crescimento

celular.
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Figura 4.21 - Cinética de expressao de p21 em Y1 D1G e Y1. Western blot
comparando a expressdao de p21 entre os estimulos ao longo do tempo. As
células foram previamente carenciadas e reestimuladas pelos tempos indicados
nas seguintes condicdes: Soro=FCS 10%; FGF2=FGF2 10ng/ml; F+S=FGF2
10ng/ml + FCS 10%. A expressao de actina estd sendo usada como controle.
(A) Foram utilizados lisados de células Y1 D1G; (B) Foram utilizados lisados de

células Y1.



113

4.7 - FGF2 induz resposta a dano nho DNA em Y1l e Y1 D1G

Mostramos até aqui, utilizando células Y1 D1G, que o efeito
antiproliferativo disparado por FGF2 inclui, entre outras coisas, aumento
da expressao de p21, atraso na progressao durante a fase S; bloqueio do
ciclo celular em G2 e morte celular. Tais caracteristicas sdo
freqientemente vistas como conseqliéncia da ativacao de uma resposta a
dano no DNA (DDR). Uma vez que essa resposta pode ser disparada pelo
surgimento de estruturas atipicas durante a replicacao (Bartkova et al.,
2005), e FGF2 é capaz de perturbar a fase S das células malignas
dependentes de Ras testadas, decidimos verificar se FGF2 estaria
disparando uma DDR nessas células. Para tal, medimos inicialmente em
nossas amostras os niveis de y-H2AX, um dos principais marcadores
dessa resposta. (Bartkova et al., 2005). Os resultados das analises por
Western blot mostraram que as amostras estimuladas por FGF2, com ou
sem soro, possuem maiores niveis de y-H2AX em comparagdo ao controle
estimulado apenas por soro, especialmente em 48 e 72 horas apds o
reestimulo (Figura 4.22 A). Para corroborar tais resultados, analisamos
também os niveis de y-H2AX apds estimulo por FGF2 no clone Y1 D1F e
na linhagem Y1. A exemplo do clone Y1 D1G, o clone Y1 D1F apresenta
altos niveis de y-H2AX tanto 24 como em 48 horas quando estimulado por
FGF2 em relagao ao controle estimulado apenas por soro (Figura 4.22 B).
Além disso, os niveis de p21, que também é tido como um participante da
DDR, estao também aumentados em Y1 D1F em 24 e 48 horas apds o

estimulo por FGF2 (Figura 4.22 B), como observado na linhagem Y1 e no
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clone Y1 D1G. No caso da linhagem Y1, embora menos evidente, também
€ possivel notar um aumento nos niveis de y-H2AX em 48 e 72 horas nas
amostras estimuladas por FGF2 em relagao ao controle; mas apenas

quando estimulacdo é feita por FGF2 sem soro (Figura 4.23).

Sendo p53 o classico ativador da expressdo de p21 e também um
marcador de DDR, verificamos se a ativacdo dessa proteina, caracterizada
por fosforilacdo do residuo Serina 15, estaria ocorrendo em nossas
amostras em razao do estimulo por FGF2. Os resultados para a sub-
linhagem Y1 D1G mostraram uma forte fosforilacdo de p53 apenas no
ponto de 24 horas apds o reestimulo por FGF2 sozinho, mas ndo na
presenga de soro; nao houve sinal de p53 fosforilado em 48 e 72 horas
(Figura 4.22 A). Quando analisamos a linhagem Y1 quanto a fosforilagao
de p53, observamos novamente que apenas a estimulacdo por FGF2 sem
soro promove tal fosforilagdo, que nao é vista apds estimulo por FGF2 com
soro. Entretanto, diferentemente do observado em Y1 D1G, essa
fosforilacdo pode ser vista apenas em 48 e 72 horas apds o reestimulo; e

nao em 24 horas (Figura 4.23).

Esses resultados demonstram que a estimulagao por FGF2 é capaz de
ativar uma DDR nas linhagens testadas, caracterizada pelo aumento dos
niveis de y-H2AX e também de p21. A contribuicdo de p53 para o
andamento de tal resposta, no entanto, esta afastada pelos resultados
apresentados; uma vez que, enquanto os niveis de y-H2AX e p21 estdo

aumentados em relagcao ao controle na estimulagao por FGF2 com ou sem
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soro, os niveis de p53 fosforilado na Serina 15 se mostraram aumentados
apenas em amostras estimuladas por FGF2 sem soro. Impossibilitando a
implicacdo de p53 como responsavel pelo aumento dos niveis de p21

Nesse Caso.

A Y1D1G
24h 48h 72h

Actina

Figura 4.22 - Marcadores de DDR em células Y1 D1 sob efeito de FGF2.
(A) Western blot comparando os niveis de fosforilacdo da histona H2AX na
serina 139 (y-H2AX), e de p53 na serina 15 (p-p53) entre os estimulos ao longo
do tempo em células Y1 D1G. Utilizamos como controle positivo células
irradiadas por 10 minutos e coletadas apds uma hora (UV 1h); e células em
crescimento exponencial como controle negativo (Exp.). (B) Western blot



116

comparando os niveis de expressao de p21 e de fosforilacdo da histona H2AX na
serina 139 (y-H2AX), entre os estimulos ao longo do tempo em células Y1 D1F.
Tanto em (A) como em (B) as células foram previamente carenciadas e
reestimuladas pelos tempos indicados nas seguintes condicoes: Soro=FCS 10%;
FGF2=FGF2 10ng/ml; F+S=FGF2 10ng/ml + FCS 10%. A expressao de actina
esta sendo usada como controle.

P-p53 M W W - —_— W

HPRT w

Figura 4.23 - Marcadores de DDR em células Y1. Western blot comparando
os niveis de fosforilagdo da histona H2AX na serina 139 (y-H2AX), e de p53 na
serina 15 (p-p53) entre os estimulos ao longo do tempo em células Y1. As
células foram previamente carenciadas e reestimuladas pelos tempos indicados
nas seguintes condicdes: Soro=FCS 10%; FGF2=FGF2 10ng/ml; F+S=FGF2
10ng/ml + FCS 10%. Utilizamos como controle positivo células irradiadas por 10
minutos e coletadas apdés uma hora (UV 1h); e células em crescimento
exponencial como controle negativo (Exp.) A expressao de HPRT estd sendo
usada como controle.

4.8 - FGF2 também induz a expressao de p21 e ciclina A, além da
fosforilacao da histona H2AX, em células Y1 D1G e Y1 resistentes a

FGF2

Os efeitos toxicos disparados por FGF2 sobre células malignas

dependentes de Ras que temos estudado se mostraram bastante
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abrangentes dentro das populagdes celulares, restringindo por completo a
proliferacdo e resultando gradativamente na morte das células
estimuladas. Entretanto, foi possivel selecionar em nosso laboratério a
partir das células Y1 e Y1 DI1G, clones resistentes aos efeitos
antiproliferativos de FGF2 (Y1 FRs e Y1 D1G FRs). Tais clones, além de
nao sofrerem os efeitos toxicos de FGF2 passaram, durante a selecdo, a
depender da adicdo de FGF2 ao meio de cultura para proliferar. Além
disso, tal selegao freqlientemente culmina em perda da superexpressao de
Ras, inclusive com perda de sua amplificagdo génica. (Tatiana G. F. Matos,
tese de doutorado, 2007). Sendo assim, na busca por uma explicagao
mecanistica para os efeitos tdoxicos de FGF2 que temos observado, a
utilizagcao desses clones onde FGF2 age de maneira unicamente
mitogénica, nos pareceu bastante promissora para efeitos de comparacao

com células que sofrem os efeitos antiproliferativos desse fator.

Mostramos anteriormente nesta tese, que FGF2 é capaz de induzir
fortemente nas linhagens testadas o acumulo de ciclina A e p21, proteinas
que fazem parte do “core” da maquinaria de controle do ciclo celular. A
fim de verificar se tais acumulacdes estariam atenuadas ou mesmo
ausentes nas células Y1 FRs e Y1 D1G FRs, apontando para uma
correlacdo entre a acumulacao dessas proteinas e o bloqueio de ciclo
causado por FGF2, analisamos por western blot os niveis de ciclina A e
p21 em clones de Y1 e Y1 D1G resistentes a FGF2 reestimulados apds
carenciamento. Os resultados surpreendentemente mostraram que, a

exemplo do que ocorre em células que sofrem o efeito toxico de FGF2,
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este fator também provoca o aumento nos niveis tanto de ciclina A, como
de p21 nesses clones em que a resposta ao FGF2 é puramente mitogénica

(Figura 4.24).

Mostramos também acima, que FGF2 induz nas linhagens testadas a
ativacdao de uma DDR, que freglientemente é implicada em blogueios de
proliferacao e/ou morte celular (Revisado por Harper & Elledge, 2007), e
poderia estar contribuindo para o fendtipo que estamos observando em
funcdo do estimulo por FGF2. Para verificar se a ativacdo de uma DDR
causada pela estimulacao por FGF2 esta ausente nas células Y1 FR e Y1
D1G FR, medimos também por western blot os niveis de y-H2AX e P-p53
(Ser15) nesses clones reestimulados apds carenciamento. Os resultados
mostraram que, também nessas células resistentes, FGF2 com ou sem
soro promove a ativacao de uma DDR, caracterizada pelo aumento dos
niveis de y-H2AX em relacao ao controle ndo estimulado. Curiosamente,
mesmo a estimulagao apenas por soro promoveu um aumento nos niveis
de y-H2AX nos clones de Y1 e Y1 D1G testados 48 horas apods o
reestimulo. Um aumento nos niveis de P-p53 (Serl5) foi observado
apenas nas células Y1 FR quando estimuladas por FGF2 sozinho ou com

soro. Esses resultados estao mostrados na figura 4.25.

A analise desses resultados demonstra que ndo ha relacdo entre o
acumulo de ciclina A e p21 causado por FGF2, e o efeito antiproliferativo
desencadeado por esse fator. Indicando que tais eventos sao

independentes. Além disso, o fato de FGF2 também desencadear a
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ativacdo de uma DDR em clones resistentes aos seus efeitos tdxicos,
descarta a implicacao da DDR como principal mecanismo envolvido nos

efeitos antiproliferativos disparados por FGF2.
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Figura 4.24 - Expressao de ciclina A e p21 em clones resistentes a FGF2
(FRs). Western blot comparando os niveis de expressao de ciclina A e p21 entre
os estimulos em clones de Y1 D1G e Y1 resistentes a FGF2. As células foram
previamente carenciadas e reestimuladas por 48 horas nas seguintes condicoes:
Soro=FCS 10%; FGF2=FGF2 10ng/ml; F+S=FGF2 10ng/ml + FCS 10%. A
expressao de HPRT esta sendo usada como controle.



120

Y1D1GFR4.2

"
< O & e
¢ P E &

&

v-H2ax

P-p53 - o

il - T

Figura 4.25 - Marcadores de DDR em clones resistentes a FGF2 (FRs).
Western blot comparando os niveis de fosforilagdo da histona H2AX na serina
139 (y-H2AX), e de p53 na serina 15 (p-p53) entre os estimulos em clones de Y1
D1G e Y1 resistentes a FGF2. As células foram previamente carenciadas e
reestimuladas por 48 horas nas seguintes condigdes: Soro=FCS 10%;
FGF2=FGF2 10ng/ml; F+S=FGF2 10ng/ml + FCS 10%. A expressao de actina
esta sendo usada como controle.

4.9 - O efeito antiploriferativo de FGF2 pode ser revertido pela

inibicao de Src, mas nao das vias de MAPK ou PI3K-Akt

Ainda em busca de avancos rumo a uma explicacdo mecanistica-
molecular para os efeitos antiproliferativos disparados por FGF2 em
células malignas dependentes de Ras, voltamos nossa atencdao para as
vias de sinalizagao intracelular disparadas pela ligacdao de FGF2 ao seu
receptor de membrana nas células Y1 D1G. Dados anteriores de nosso
laboratério obtidos utilizando a linhagem Y1 apontavam para o fato de que

a proteina Src, que faz parte do conjunto das principais vias de sinalizacao
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ativadas pelo FGFR, parece desempenhar um papel relevante para o efeito
toxico disparado por FGF2. Uma vez que, em Y1, a inibicdo quimica dessa
via proporcionou um efeito protetor parcial frente aos efeitos toxicos de
FGF2; o que ndo aconteceu nos casos de inibicao quimica de outras vias
classicamente ativadas por FGF2 (Salotti e Armelin, artigo submetido).
Sendo assim, para confirmar e expandir esses dados, utilizamos células Y1
(devido a sua eficiéncia de plagueamento em baixa densidade) para
realizar medidas de viabilidade celular na presenca de FGF2 por ensaio
clonogénico, utilizando inicialmente inibidores de MEK, PI3K e do receptor
de FGF. Como esperado, nem a inibicao de MEK nem de PI3K foi capaz de
proteger as células do efeito toxico de FGF2, e o inibidor da quinase do
FGFR aboliu tal efeito (Figura 4.26 A). Entretanto, ao realizarmos ensaios
clonogénicos utilizando o inibidor de Src PP1, os resultados demonstram
que esse inibidor protege totalmente as células Y1 do efeito téxico de

FGF2 medido por esse tipo de ensaio (Figura 4.26 B).
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Figura 4.26 - Ensaios clonogénicos em células Y1 com diferentes
inibidores. (A). Ctle=FCS 10%; +FGF2=FCS 10%+FGF2 10ng/ml. Inibidores:
inib. PI3K=LY 294002 20uM; inib. MEK=PD 98059 20uM; inib. FGFR=PD 173074
150nM. 1000 células foram plaqueadas para cada condigdo em triplicata. (B)
Ctle=FCS 10%; +FGF2=FCS 10%+FGF2 10ng/ml. Inibidor de Src PP1 10uM.
1000 células foram plagueadas para cada condicao em triplicata.
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Apds isso, devido a essa protecao total contra os efeitos
antiproliferativos de FGF2 apresentada apenas pelo inibidor de Src PP1, e
nao pelos inibidores de MEK e PI3K, em ensaios clonogénicos, buscamos
verificar se o0 mesmo ocorre em medidas de proliferagdao. Utilizamos
inicialmente amostras de células Y1 D1G nao sincronizadas, e plagqueadas
em meio 6timo na presenca ou nao de FGF2, com inibidores de MEK, PI3K
ou do receptor de FGF. As medidas foram realizadas em 3 e 6 dias apds o
plaqueamento e, novamente como esperado, os resultados mostraram
que a inibicdo de MEK ou de PI3K ndo protegem as células do efeito
antiproliferativo de FGF2; e que a inibicao da atividade da quinase do
FGFR anula tal efeito (Figura 4.27 A). Para efeitos de comparacgao,
realizamos o mesmo procedimento utilizando células Y1, onde os
resultados obtidos foram bastante semelhantes (Figura 4.27 B). Em
seguida, realizamos curvas de crescimento utilizando células Y1 D1G, com
ou sem FGF2 e na presenca ou nao do inibidor de Src PP1. Os resultados
mostraram que, embora o inibidor por si s6 diminua a proliferacao dessas
células, as amostras onde o FGF2 foi adicionado sem PP1 ndao apresentam
proliferacao alguma ao longo do experimento, ao passo que as amostras
onde o FGF2 foi adicionado em presenca do inibidor, apresentam uma
taxa de proliferacdo igual a observada no controle com PP1 sem FGF2
(Figura 4.28 A). Novamente, realizamos o mesmo procedimento utilizando
a linhagem Y1, onde os resultados foram outra vez semelhantes ao

observado em Y1 D1G. Mais que isso, a presenca de FGF2 inclusive



124
aumenta a proliferacdo das células em presenca de PP1, quando

comparado ao controle com PP1 e sem FGF2 (Figura 4.28 B).
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Figura 4.27 - Medidas de proliferacdao de células Y1 D1G e Y1 com
diferentes inibidores. Soro=FCS 10%; +FGF2=FCS 10%+FGF2 10ng/ml.
Inibidores: inib. PI3K=LY 294002 20upM; inib. MEK=PD 98059 20uM; inib.
FGFR=PD 173074 150nM. No dia 0, as células foram plaqueadas para cada
condicdo em triplicata. As amostras foram coletadas e contadas no dias
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indicados. (A) Células Y1 D1G (100000 células plaqueadas). (B) Células Y1
(50000 células plagueadas).
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Figura 4.28 - Curvas de crescimento com inibidor de Src PP1. Soro=FCS
10%; +FGF2=FCS 10%+FGF2 10ng/ml. Inibidor de Src PP1 10uM. No dia O,
50000 células foram plaqueadas para cada condicdo em triplicata. As amostras
foram coletadas e contadas no dias indicados. (A) Células Y1 D1G. (B) Células
Y1.

Observamos ainda que o inibidor de Src PP1 impede parcialmente as
alteracbes morfolégicas observadas em Y1 D1G, 48 horas apds o

reestimulo na presenca de FGF2 (Figura 4.29).
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Y1 D1G 48h apds o estimulo

Figura 4.29 - Fotomicrografias de células Y1 D1G com inibidor de Src. As
células foram previamente carenciadas e reestimuladas por 48 horas nas
seguintes condicdes: Soro=FCS 10%; FGF2=FGF2 10ng/ml; FGF2+Soro=FGF2
10ng/ml + FCS 10%. 10uM do inibidor de Src PP1 foi adicionado uma hora antes
do reestimulo quando indicado.

Frente a protecdo total observada com o inibidor de Src PP1 contra os
efeitos antiproliferativos disparados por FGF2 em Y1 D1G, questionamos
se 0 aumento nos niveis de ciclina A e p21, além da ativacao de DDR,
anteriormente vistos poderiam estar atenuados ou abolidos nas células
estimuladas por FGF2 em presenca desse inibidor. Para responder a essa
guestdo realizamos experimentos de western blot, cujos resultados
mostrados na figura 4.30, demonstram que o inibidor PP1 nao impede a

acumulacao nem de ciclina A nem tampouco de p21 nas amostras
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estimuladas por FGF2 com ou sem soro; os niveis de y-H2AX, entretanto,

foram consideravelmente diminuidos pela presenca do inibidor de Src.

Y1D1G 48h
+ PP1
< v
& &
AL 5 v x
& & & & & &

Ciclina A - .’
P21 - -— -

v-H2AX [ . . — -

HPRT “M

Figura 4.30 - Expressao de ciclina A, p21 e y-H2AX em Y1 D1G com
inibidor de Src. Western blot comparando os niveis de expressao de ciclina A
e p21 e os niveis de fosforilacdo da histona H2AX na serina 139 (y-H2AX), entre
os estimulos em células Y1 D1G na presenca ou nao do inibidor de Src PP1. As
células foram previamente carenciadas e reestimuladas por 48 horas nas
seguintes condicoes: Soro=FCS 10%; FGF2=FGF2 10ng/ml; F+S=FGF2
10ng/ml + FCS 10%. O Inibidor PP1 foi adicionado 1 hora antes do reestimulo
(10uM). A expressao de HPRT esta sendo usada como controle.

As observacdes acima demonstram que a atividade de Src, mas nao
de outras vias canonicamente ativadas pelo par FGF2/FGFR, é parte

fundamental no processo antiproliferativo induzido por FGF2 em Y1 e Y1
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D1G. Além disso, fica novamente claro que o aumento dos niveis de
ciclina A e p21 ndo esta relacionado ao efeito antiproliferativo de FGF2.
Por outro lado, a queda nos niveis de y-H2AX em funcdo do inibidor PP1
sugere que a ativacao de uma DDR pode ter alguma participacdo causal

no efeito toxico de FGF2.

4.10 - O efeito toxico de FGF2 em Y1 D1G causa um desequilibrio

na homeostase de proteinas

Como vimos, FGF2 bloqueia a divisao das células Y1 D1G, mas
estimula seu crescimento; tanto em termos de tamanho médio, quanto
em termos de quantidade de proteinas/célula. Observages experimentais
ndao previamente programadas durante a quantificacdo de proteinas em
lisados celulares para western blot, mostraram que valores de
proteina/amostra eram sistematicamente muito semelhantes tanto em
FGF2 + soro como em soro apenas, em tratamentos de 24 e 48h; apesar
da grande diferenca observada na quantidade de células entre estes
tratamentos. Essas observagbes sugeriram que FGF2 estava
desequilibrando o balango “producao X degradacao” de proteinas nessas

células.

Para avaliar de uma maneira ampla o efeito de FGF2 na protedmica
das células Y1 D1G, realizamos por espectrometria de massas, uma
andlise comparativa entre os estimulos soro e FGF2 + soro; e entre soro e

FGF2 apenas. Utilizando lisados protéicos de Y1 D1G estimulada por 24
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horas. As corridas no espectrometro identificaram um conjunto geral de
222 proteinas. Partindo desse conjunto, selecionamos apenas aquelas
identificadas por no minimo dois peptideos Unicos, resultando em um
conjunto de 68 proteinas com 0,1% de taxa de falsos positivos. Os
resultados da contagem de espectros totais das amostras mostraram que
na comparagdo entre soro e FGF2 + soro, quatro proteinas estdo mais
abundantes na condicdao soro (Tabela 4.1 A). Por outro lado, nove
proteinas estao mais abundantes na condicdao FGF2 + soro (Tabela 4.1 B).
Dentre elas, algumas merecem destaque: a enzima Glicil-tRNA sintetase
que catalisa a esterificacao da glicina ao seu tRNA, etapa fundamental
para a sintese de proteinas (Revisado por Freist et al., 1996); a proteina
EF-2 que é responsavel por etapas cruciais na elongacao de cadeias
polipeptidicas nascentes durante a sintese de proteinas. Esta proteina é
ativada pela disponibilidade de nutrientes e/ou em resposta a sinais
mitogénicos. Sua inibicao reduz a sintese protéica (Revisado por White-
Gilbertson et al., 2009); a proteina HSP 90 é uma chaperona
constitutivamente expressa em células eucaridticas. Sua funcdo envolve a
manutencao da homeostase de proteinas nas células. Em situagdes de
estresse, sua expressao é aumentada; e células tumorais dependem de
uma maior atividade dessa proteina devido ao constante estresse imposto
pelo fendtipo tumoral. Por isso mesmo, a inibicdo dessa proteina tem se

mostrado promissora para terapia do cancer (Whitesell & Lindquist, 2005).
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Proteinas diferencialmente reguladas por soro + FGF2 em relacao a soro
Proteinas negativamente reguladas

Proteina Numero de acesso (SwissProt) Fold change

ATP synthase subunit alpha sp|Q03265|ATPA_MOUSE 0,4

10 kDa heat shock protein, mitochondrial sp|Q64433|CH10_MOUSE 0,4

Poly(rC)-binding protein 1 sp|P60335|PCBP1_MOUSE 0,3

Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial sp|008749|DLDH_MOUSE 0,2
Proteinas positivamente reguladas

Proteina Numero de acesso (SwissProt) Fold change

14-3-3 protein zeta/delta sp|P63101|1433Z_MOUSE 5,0

Ras-related protein Rap-1b sp|Q99]16|RAP1B_MOUSE 313

Annexin Al sp|P10107|ANXA1_MOUSE 2,5

Glycyl-tRNA synthetase sp|Q510G4|SYG_RAT 285

Phosphoglycerate kinase 1 sp|P09411|PGK1_MOUSE 225

Cell division control protein 42 homolog sp|P60766|CDC42_MOUSE 2,5

Elongation factor 2; Short=EF-2 sp|P58252|EF2_MOUSE 2,0

Pyruvate kinase isozymes M1/M2 sp|P52480|KPYM_MOUSE 2,0

Heat shock protein HSP 90-beta sp|P11499|HS90B_MOUSE 1,7

Tabela 4.1 - Proteinas diferencialmente reguladas: FGF2+Soro X Soro.
Resultados das andlises por espectrometria de massas. As células foram
previamente carenciadas e reestimuladas por 24 horas nas seguintes condicoes:
Soro=FCS 10% ou FGF2+Soro=FGF2 10ng/ml + FCS 10%. As analises foram
realizadas como anteriormente descrito; e as diferencas de abundancia das
proteinas entre as amostras estdo expressas em termos de “fold change”. (A)
Proteinas mais abundantes na condicdo Soro. (B) Proteinas mais abundantes na
condicao FGF2+Soro.

No caso da comparacao entre soro e FGF2, dez proteinas mostraram
maiores niveis na condicao soro (Tabela 4.2 A). Nove outras proteinas se
mostraram mais abundantes nos lisados de células estimuladas por FGF2
(Tabela 4.1 B). Dentre elas, destacamos novamente o aumento de HSP 90
e o grande aumento dos niveis de Glicil-tRNA sintetase. Além disso,
chama a atencdo também um aumento maior que 4X dos niveis da

proteina dissulfido isomerase; que é uma proteina residente do reticulo
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endoplasmatico, e cujo aumento dos niveis esta relacionado ao aumento

do préprio reticulo em condicoes de estresse (Denoyelle et al., 2006).

Proteinas diferencialmente reguladas por FGF2 em relacao a soro
A
Proteinas negativamente reguladas
Proteina Namero de acesso (SwissProt) Fold change
Uncharacterized protein OS tr|[E9Q616|E9Q616_MOUSE 0,09
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K sp|P61979|HNRPK_MOUSE 0,2
Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial sp|008749|DLDH_MOUSE 0,2
40S ribosomal protein S3 sp|P62908|RS3_MOUSE 0,3
Transaldolase sp|Q93092|TALDO_MOUSE 0,3
Uncharacterized protein OS tr|D3Z2H9|D3Z2H9_MOUSE 0,3
Transitional endoplasmic reticulum ATPase sp|P46462| TERA_RAT 0,3
Stress-70 protein, mitochondrial sp|035501|GRP75_CRIGR 0,4
D-3-phosphoglycerate dehydrogenase sp|O08651|SERA_RAT 0,4
Polyubiquitin-B sp|POCG49|UBB_MOUSE 0,4
B
Proteinas positivamente reguladas

Proteina Numero de acesso {SwissProt) Fold change
ATP synthase subunit beta, mitochondrial sp|P56480|ATPB_MOUSE 2,0
Heat shock protein HSP 90-beta sp|P11499|HS90B_MOUSE 2,1
Phosphoglycerate kinase 1 sp|P09411|PGK1_MOUSE 2,4
Cytochrome c oxidase subunit 5A, mitochondrial sp|P11240|COX5A_RAT 2,4
T-complex protein 1 subunit theta sp|P42932|TCPQ_MOUSE 2,4
Single-stranded DNA-binding protein, mitochondrial sp|P28042|SSBP_RAT 3,0
Fructose-bisphosphate aldolase A sp|P05064|ALDOA_MOUSE 4,3
Protein disulfide-isomerase A6 sp|Q922R8|PDIA6_MOUSE 4,7
Glycyl-tRNA synthetase sp|Q510G4|SYG_RAT 5,9

Tabela 4.2 -

Proteinas diferencialmente reguladas:

FGF2 X Soro.

Resultados das andlises por espectrometria de massas. As células foram
previamente carenciadas e reestimuladas por 24 horas nas seguintes condicoes:
Soro=FCS 10% ou FGF2=FGF2 10ng/ml. As analises foram realizadas como
anteriormente descrito; e as diferencas de abundancia das proteinas entre as
amostras estdo expressas em termos de “fold change”. (A) Proteinas mais
abundantes na condicdo Soro. (B) Proteinas mais abundantes na condicao
FGF2.

Numa analise menos estringente dos resultados da espectrometria de
massas, utilizando todas as 222 proteinas identificadas por no minimo 1

peptideo Unico; outras proteinas relacionadas a sintese de proteinas foram
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encontradas exclusivamente em lisados de células estimuladas por FGF2.
Por exemplo: EF-1 gama, alanil-tRNA sintetase e histidil-tRNA sintetase
exclusivamente para a condicao FGF2 + soro; e seril-tRNA sintetase

exclusivamente para a condicdo FGF2 (dados ndo mostrados).

Essas observacoes indicam que FGF2 estd induzindo o aumento dos
niveis de proteinas relacionadas a sintese de proteinas, e também ao
estresse de reticulo endoplasmatico. Isso sugere que o aumento da
quantidade de proteinas/célula que vimos ser induzido por FGF2 (Figura
4.14), pode estar comprometendo a homeostase de proteinas dessas

células e, com isso, contribuindo para o efeito toxico disparado por FGF2.

Se isso for verdade, o inibidor de Src PP1, que mostramos ser capaz
de proteger as células Y1 e Y1 D1G do efeito antiproliferativo de FGF2,
também deve prevenir esse acumulo de proteinas/célula. Para testar essa
hipotese, realizamos medidas de proteinas totais/célula em células
reestimuladas por soro ou FGF2 + soro por 48 e 72 horas na presenca de
PP1. Os resultados demonstram que o inibidor PP1 efetivamente previne o
aumento da quantidade de proteinas/célula. Além disso, o inibidor PP1
também levou a uma diminuicao do tamanho médio das células mesmo na

presenca de FGF2 (Figura 4.31).
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Figura 4.31 - Medidas de proteinas totais/célula em Y1 D1G com inibidor
de Src. As células foram previamente carenciadas e reestimuladas nas condices
e tempos indicados. Soro=FCS 10 ou FGF2+Soro=FGF2 10ng/ml + FCS 10%.
10uM do inibidor de Src PP1 foi adicionado uma hora antes do reestimulo quando
indicado. O numero de células e o tamanho médio foram determinados utilizando
o contador de particulas Z2 Coulter®. A quantidade de proteinas totais/placa foi
determinada pelo método de Bradford.

Para corroborar a importancia desse acumulo de proteinas para o
efeito toxico de FGF2 em Y1 D1G, utilizamos o mesmo tipo de abordagem
para verificar como FGF2 influencia a quantidade de proteinas
totais/célula, em clones resistentes ao efeito antiproliferativo de FGF2. Os
resultados demonstram que nos dois clones testados, ao contrario do
observado para Y1 D1G, FGF2 diminui o tamanho médio das células; e

nenhum aumento da quantidade de proteinas/célula é observado por acao
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de FGF2. Ao contrario, especialmente para o clone 3.2, mas também para
0 4.2, parece haver uma diminuicao dessa relacao nas células estimuladas

com FGF2 em relacdo ao estimulo apenas por soro (Figura 4.32).

Juntos, esses resultados indicam que a forte inducao do aumento da
relacdo proteinas/células disparada por FGF2 em Y1 D1G compromete a
homeostase de proteinas nessas células. Esse estresse proteotdxico
parece desempenhar um papel importante no efeito toxico disparado por
FGF2 em Y1 D1G; uma vez que o inibidor de Src PP1, que protege as
células desse efeito, também previne o aumento da relagdo
proteinas/célula. Mais que isso, em células Y1 D1G resistentes a FGF2, e
que inclusive dependem desse fator para proliferar, FGF2 desempenha um

papel oposto; diminuindo a relagcao estacionaria de proteinas/célula.
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5 — DISCUSSAO

Toda e qualquer célula vidvel, nao importa se normal, imortalizada ou
altamente maligna, € um sistema onde inumeras “pecas” trabalham
orquestradamente para manter proliferacdo e viabilidade, exibindo uma
robustez capaz de garantir a sobrevivéncia frente as mais diversas formas
de injuria. Estas injurias incluem estresses mecanicos, ambientais e
moleculares. Certamente, essa robustez é finita; e se alguma peca chave,
ou um subconjunto delas, tiver sua funcao suficientemente alterada o
sistema entra num processo de desequilibrio irreversivel e se inviabiliza,
levando a morte celular. Os “pontos-sem-volta” que determinam a
faléncia do sistema dependem dos tipos de injuria e da condicao e tipos

celulares.

A progressao maligna é um processo que envolve sucessivas etapas
que gradualmente alteram a estabilidade e a robustez do sistema celular.
Isso significa que a célula tumoral deve apresentar condigdes de robustez
diferentes da célula normal. Por conseguinte, a célula maligna deve ter
vulnerabilidades ausentes na célula normal. A identificacdo de
vulnerabilidades diferenciais entre células malignas e normais &
fundamental para desenhar tratamentos especificos das doencas

neoplasicas.

Nesse sentido, a observacdao de que FGF2, classicamente descrito
como um mitégeno, é capaz de bloquear a proliferacdo de células

malignas dependentes de Ras de maneira condicionada a presenga de
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altos niveis de Ras-GTP (Costa et al., 2008) é, certamente, de obvio
interesse terapéutico. A ativacao aberrante de Ras estad presente em
diversos tipos de tumores humanos, frequientemente resultando em
tumores agressivos e de prognostico ruim (Downward, 2003). Muitas
estratégias tém sido testadas para inibir a sinalizacao aberrante de Ras
em tumores. Entretanto, apesar dos progressos, resultados clinicamente
satisfatdrios ainda sao incomuns (Vigil et al., 2010). Por causa disso, cada
vez mais a busca e identificacdo de mecanismos subjacentes as
vulnerabilidades do fendétipo maligno dependente de Ras vem se
intensificando (De Raedt et al., 2011; Guo et al., 2011; Singh &

Settleman, 2009).

Mostramos aqui que FGF2 induz o crescimento de células Y1 D1G,
mas bloqueia sua divisao, e esse desacoplamento acaba disparando morte
celular. Isso indica que nessas células, FGF2 estd atacando uma
vulnerabilidade conferida pelo fendtipo maligno decorrente da
superexpressao de Ras e, as bases moleculares desse “ataque” foram

desconstruidas neste trabalho.

5.1 - Efeitos de FGF2 sobre o ciclo celular de Y1 D1G

Os resultados apresentados na secao 4.1 demonstram que as sub-
linhagens Y1 D1, diferentemente da linhagem parental Y1, apresentam
um controle estrito da transicdo quiescéncia > proliferacdao em fungao da

concentracdo de soro no meio de cultura e, apesar disso, se mantém
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vulneraveis aos efeitos toxicos de FGF2. Essas caracteristicas nos
permitiram fazer uma analise fina do efeito de FGF2 sobre o ciclo dessas
células. Mostramos aqui que FGF2 mesmo sozinho estimula a transicao
G0->G1->S em células Y1 D1G (Figura 4.5). Ndo é possivel notar grandes
diferencas entre os estimulos por FGF2 + soro ou mesmo FGF2 sozinho,
em relagcdo ao tempo em que as primeiras células alcancam a fase S.
Entretanto, é importante destacar que, enquanto as células estimuladas
apenas por soro entram e progridem sincronizada e continuamente pela
fase S, as estimuladas por FGF2 nao mostram essa sincronia, exibindo
uma entrada e progressao em S irregular, inclusive com uma parcela da
populacao celular sequer alcancando a fase S, o que sugere efeitos
inibitorios estocasticos devidos a acdo do FGF2 (Figuras 4.5 Ae B; 4.6 B e

4.10).

Entre as células que efetivamente entraram em S em presenga de
FGF2, a inibicao da progressao no ciclo causada por esse fator parece
seguir o mesmo padrao. Observando os dados da cinética de 48 horas,
podemos notar que, diferentemente do controle, a presenca de FGF2 faz
com que as células progridam lentamente, ficando sujeitas a eventuais
interrupcdes estocasticas através da fase S. Muitas células que entraram
na fase S tém sua sintese de DNA temporariamente interrompida antes de
completar a replicacdo, devido a acao de FGF2 (Figuras 4.5 A e 4.6 A);
sugerindo um disparo abortivo de origens de replicacao. Um atraso na
progressao em S pode significar tanto uma menor velocidade de

elongacdo das cadeias nascentes, quanto um menor nimero de forquilhas
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de replicacao ativas. Resultados preliminares anteriormente obtidos por
Erico T. Costa (Tese de doutorado, 2005) sugeriram que FGF2 ndo
interfere com a velocidade de elongacao da cadeia nascente de DNA,
implicando que a interferéncia deveria ser no numero de forquilhas de
replicacdo ativas. O controle da replicacdo de células eucaridticas comeca
muito antes da fase S propriamente dita. No final da mitose do ciclo
anterior, ou no principio de G1 no caso de células quiescentes, ocorre o
licenciamento das diversas origens de replicagao presentes no genoma.
Esse processo consiste na ligagdo das proteinas ORC1-6, CDC6 e Cdtl as
origens de replicacdo, seguido do recrutamento do hexamero de proteinas
Mcm2-7. Uma vez licenciadas, as origens de replicagdo vao ou nao ser
ativadas por diversas fosforilagbes para gerar forquilhas de replicacao
ativas na fase S (Nishitani & Lygerou, 2002). Sabe-se que o numero de
origens licenciadas é bem superior ao necessario para a replicacao, e que
esse excesso é importante para manter a replicagdo na eventualidade de
estresses. O resultado da diminuicdo desse excesso € um acumulo de
células em G2 e instabilidade genémica (Ibarra et al., 2008). Mostramos
que os efeitos toxicos de FGF2 sobre a fase S de células reestimuladas sé
sao efetivos quando esse fator é adicionado no inicio de G1 (Figura 4.8); e
gue tais efeitos resultam em bloqueio em G2 e instabilidade genotipica
(Figuras 4.6 e 4.15 respectivamente). Embora testes mais especificos
sejam necessarios, nos parece bem plausivel a hipétese de que o efeito de

FGF2 observado em Y1 D1G envolva uma inibicao do licenciamento no
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inicio de G1 em células quiescentes reestimuladas para proliferar, que

levaria ao atraso em S e ao bloqueio em G2.

Dentro da populacao de células bloqueadas com conteido de DNA
equivalente a G2/M, pouquissimas células marcam para mitose apos
estimulos por FGF2 (Figura 4.7). Isso indica que o efeito tdxico de FGF2
leva a um bloqueio executado em G2, impedindo que as células iniciem
mitose. Esse bloqueio em G2 poderia ser explicado pela execucao de uma
DDR. Ja foi mostrado que problemas durante a replicagdo do DNA podem
ativar uma DDR resultando em bloqueio em G2/M (Bartkova et al., 2005);
e vimos que FGF2 de fato induz DDR em Y1 D1G (Figura 4.22). Mas o fato
de os clones resistentes a FGF2, derivados das parentais Y1 e Y1 D1G,
também exibirem DDR frente a FGF2, afasta a DDR como o mecanismo

molecular disparador do blogueio em G2 causado por FGF2.

Uma outra face desse bloqueio imposto por FGF2 se refere ao
crescimento celular. O equilibrio entre crescimento e divisdo celular é
fundamental para a homeostase dos tecidos e do organismo como um
todo (Conlon & Raff, 1999). Nao por acaso, esses processos sao muitas
vezes disparados por sinalizacdes comuns, como a ativacao de RTKs por
exemplo (Vivanco & Sawyers, 2002). No entanto, o efeito tdxico disparado
por FGF2 em células Y1 D1G, que é mediado pelos RTKs de FGF2 (Costa
et al., 2008), é caracterizado por um bloqueio da transicdo G2->M, sem
interferir no crescimento celular em volume e massa (Figuras 4.13 e

4.14). Esse “desacoplamento” causado por FGF2 nao é novidade, e outros
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trabalhos ja mostraram que bloqueios da progressdao no ciclo podem
resultar em aumento no tamanho médio das células (Fingar, 2002 et al.;
Conlon et al., 2001). Entretanto, o que chama a atencao neste
crescimento celular estimulado por FGF2 é que, 72 horas apds o estimulo,
o volume celular médio estd aumentado em 20% nas amostras
estimuladas por FGF2 + soro em relacao ao controle estimulado apenas
por soro; ao passo que a relacdo de proteinas/célula estd aumentada em
140% nas amostras estimuladas por FGF2. Essas quantificacoes
evidenciam que a presenga de FGF2 levou a um aumento importante da
concentracao proteina/célula, suficiente para causar um severo estresse
proteotoxico. O efeito terminal desse estresse é a morte celular
progressivamente evidenciada pelos experimentos das figuras 4.17 e
4.18. A observacao rotineira de células estimuladas por FGF2 por muitas
horas revelou sistematicamente caracteristicas tipicas de diferentes
modalidades de morte celular, como por exemplo: perda de adesdo a
placa, vacuolizacao, fragmentacao de DNA e perda de integridade da
membrana plasmatica. O que nos leva a crer que diferentes tipos de
morte celular estdao ocorrendo paralelamente, mas, provavelmente, com
dominancia de processos apoptéticos a julgar pelos altos niveis de

fragmentacao de DNA observados na figura 4.18.

5.2 - Agoes de FGF2 sobre a maquinaria de controle do ciclo celular
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Ciclinas, CDKs e CKIs compdem o “core” da maquinaria de controle

do ciclo celular (Revisado por Malumbres & Barbacid, 2009). Por causa
disso, buscamos alteracbes dessa maquinaria disparadas por FGF2, que
explicassem ou contribuissem para os efeitos antiproliferativos observados
em nossos modelos de estudo. No que se refere as ciclinas, um dado que
nos chamou bastante atencdo é relativo aos niveis de ciclina A; que
sobem em 12 horas com os trés estimulos, coerente com o papel desta
ciclina na fase S. Entretanto, diferentemente do controle, nas amostras
estimuladas com FGF2 essa expressdao se mostrou bastante alta até 72
horas (Figura 4.20). Nao estava claro nesse momento se esse acumulo de
ciclina A era causa direta e primaria da agao toxica de FGF2, ou um efeito
secundario ao bloqueio da progressao no ciclo causado por este fator. A
resposta veio quando observamos que FGF2 também promove o acumulo
de ciclina A na presenca do inibidor de Src PP1, que protege as células do
bloqueio da progressao no ciclo por FGF2; e também nas células Y1 D1G
FR, cuja resposta a FGF2 é puramente mitogénica (Figuras 4.30 e 4.24
respectivamente). Isso indica que o acumulo de ciclina A nao é parte do
mecanismo molecular disparado por FGF2 para bloquear a progressao no
ciclo celular. No entanto, ha relatos na literatura mostrando que ciclina A
controla o disparo das origens de replicagao durante a fase S (Katsuno et
al., 2009) e sua superexpressao causa replicacao aberrante e disparo de
DDR (Tane & Chibazakura, 2009). Sendo assim, parece razoavel concluir
gue esse acumulo de ciclina A deve contribuir para a persistente ativacao

da DDR observada, tanto nas parentais Y1 D1G, vulneraveis a FGF2, como
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nas sub-linhagens clonais Y1 e Y1 D1G FRs resistentes a toxidez de FGF2.
Por conseguinte, pode-se concluir com seguranca que a via molecular de
estresse: acumulo de ciclina A > DDR, ndo é parte dos mecanismos pelos
guais FGF2 bloqueia irreversivelmente o ciclo celular, levando a morte

celular terminal.

Nossos resultados também mostraram que FGF2 com ou sem soro
induz a expressao de p21 em Y1 D1G, na presenga ou nao do inibidor de
Src PP1; e também nos clones resistentes a FGF2 (Figuras 4.30 e 4.24
respectivamente). Portanto, o CKI p21, ndao esta implicado no mecanismo
efetor do bloqueio de ciclo celular imposto por FGF2. Essa expressao de
p21 poderia ser resultado da ativacao de DDR, citada acima. No entanto,
o aumento de expressdo de p21 causado por DDR é mediado por
fosforilacao e ativacao de p53 (Bartkova et al., 2005; Di Micco et al.,
2006). Entretanto, nossos resultados mostram fosforilacao de p53 apenas
em estimulos por FGF2 sem soro (Figuras 4.22 e 4.23), e indugdo de p21
por FGF2 mesmo na presenca de soro. Logo, essa inducao de p21 por
FGF2 deve seguir outros mecanismos moleculares, por exemplo, através
da ativacdo de PKC, ou ainda pela translocacao para o nucleo de fatores
de transcricdo da familia STAT. Ambos sdo eventos reconhecidamente
induzidos pela ativacao de FGFRs (Gartel & Tyner, 1999; Park et al.,
2001). Conseqlientemente, esse aumento de p21 nao tem papel na
toxidez de FGF2 em Y1 D1G. Plausivelmente, nas células Y1 D1G FR, e
também nas parentais Y1 D1G com ou sem o inibidor de Src PP1, o

excesso de p21 é sequestrado e neutralizado pelo acumulo de ciclina A;
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permitindo a progressdo no ciclo celular mesmo com niveis aumentados
de p21. Além disso, foi mostrado que ciclina A é capaz de substituir as

ciclinas D e E promovendo a transicao GO/G1->S. (Resnitzky et al., 1995).

5.3 - O papel de Src

Dados anteriormente publicados pelo nosso grupo demonstraram que
o efeito téxico de FGF2 sobre células Y1 depende inteiramente da
atividade de proteina quinase dos FGFRs. Mas, a inibicao das vias de
MAPK e PI3K-Akt, ambas a jusante dos FGFRs, ndo protegeu as células Y1
do efeito téxico de FGF2. Por outro lado, a inibicdo de Src protegeu
parcialmente as células Y1 do efeito téxico de FGF2 (J. Salotti, Tese de
doutorado (2009); Salotti & Armelin, artigo submetido) e os resultados
desta tese (Figuras 4.26 B, 4.28, 4.29 e 4.31) confirmaram e expandiram
essas observacOes iniciais nas células Y1 D1G, mostrando definitivamente
que o inibidor de Src PP1 protege completamente estas células do efeito

toxico de FGF2.

A inibicdo de Src diminui muito o basal de entrada em S das células
Y1 sob carenciamento de soro (Salotti & Armelin, artigo submetido). Mas
no conjunto, os resultados da inibicao de Src nas células Y1 e Y1 D1G
parecem, a primeira vista, contraditérios: (i) em curvas de crescimento, o
inibidor PP1 diminui a proliferacdo de células Y1 e Y1 D1G em relagao ao
controle (Figura 4.28); (ii) em ensaios clonogénicos, a inibicdo de Src por

24 horas aumenta o numero de células viaveis (coldonias) em relacdo ao
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controle (Figura 4.26 B) (Salotti & Armelin, artigo submetido); (iii) A
inibicdo de Src resulta em células mais espraiadas na placa e com aspecto

III

mais “saudavel” (Nao mostrado). Estes resultados indicam que nessas
células a atividade de Src é benéfica a proliferacdo e a sobrevivéncia, mas
também pode induzir estresse. Esse quadro € semelhante ao descrito em
outros modelos celulares, nos quais oncogenes ativos induzem um
fenotipo maligno proliferativo, porém a custa de um estresse ao qual a
célula precisa se adaptar para sobreviver (Luo et al., 2009). Corroborando
essas proposigoes, foi mostrado em linhagens de carcinoma, inclusive
malignizadas por Ras, que a delegao de FAK (Focal Adhesion Kinase) ou a
falta de adesdao a substrato sélido levam a uma atividade aumentada de
Src, causando morte celular. A resposta adaptativa a esse estresse é a
degradacao autofagica de Src que promove a Vviabilidade celular
(Sandilands et al., 2011). Nessa interpretacao, o FGF2 causa toxidez por
elevar a atividade de Src de niveis moderados para muito altos, gerando
um estresse oncogénico. No sentido oposto, o inibidor PP1 confere
protecao a célula por inibir a atividade de Src, desarmando o estresse
oncogénico. As vias de sinalizagdo acionadas pela alta atividade de Src
ainda ndo estdo completamente esclarecidas. Mas é importante lembrar
gue a inibicdo da GTPase RhoA também protege as células Y1 do efeito
toxico de FGF2, conforme mostramos anteriormente (Costa et al., 2008).
Neste ponto é relevante destacar que Src e RhoA tomam parte no

complexo de adesao focal que inclui integrinas e FAK, uma tirosina-
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guinase que transduz sinais para o interior da célula. Tanto Src como

RhoA sao ativados pela acdo de FGF2 através dos FGFRs.

5.4 - FGF2 e a homeostase de proteinas em células Y1 D1G

As células garantem a sobrevivéncia frente a um estresse
proteotdxico através de trés mecanismos: (i) aumentando os niveis de
chaperonas; (ii) reduzindo as taxas de sintese de proteinas; (iii)
aumentando as taxas de degradacdo de proteinas seja através do sistema
ubiquitina/proteassomo ou por autofagia. Estes mesmos mecanismos de
manutengao da homeostase de proteinas sdo atuantes e importantes na
sobrevivéncia de células malignas que convivem com niveis crénicos de
estresse proteotdxico. Por esse motivo células malignas sdo relativamente
mais vulneraveis a agentes promotores de estresse proteotdxico que
células normais (Buchberger et al., 2010). Devido a essa diferenca
fenotipica entre células normais e malignas a inibicao da degradacdo de
proteinas vem, ha algum tempo, sendo clinicamente usada no tratamento

do cancer (Adams & Kauffman, 2004).

Nossas andlises comparativas de lisados celulares de Y1 D1G por
espectrometria de massas mostraram que FGF2 induz um aumento
relativo nos niveis de proteinas envolvidas em controle do estresse
proteotoxico (Tabelas 4.1 e 4.2), sugerindo que a célula estd sob estresse
e procura reagir para manter a homeostase de proteinas e garantir

sobrevivéncia. Mas, contraditoriamente, as células Y1-D1G tratadas com
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FGF2 exibem niveis relativamente maiores de proteinas da maquinaria de
sintese protéica; o que é compativel com taxas mais elevadas de sintese
de proteinas evidenciadas pelo acumulo progressivo de proteinas/célula
verificado em células submetidas a FGF2 (Figura 4.14). Portanto, FGF2 ao
bloquear irreversivelmente a transicao G2->M, deixando livre o
crescimento celular, causou um acumulo progressivo de proteinas/célula
que alcangou niveis incontrolaveis de estresse proteotdxico, disparando

morte celular.

5.5 - Epilogo

Mostramos em 2008, em sistemas celulares malignos dependentes de
altos niveis de Ras-GTP, que FGF2 é capaz de disparar uma forte resposta
antiproliferativa (Costa et al., 2008). Nesta tese, expandimos esses
estudos, incluindo outro modelo celular maligno, e demonstramos que
essa resposta antiproliferativa de FGF2 consiste primariamente de um
atraso na fase S e um imediato e irreversivel bloqueio em G2, seguidos de
morte celular tardia. Mostramos ainda que o efeito tdxico terminal de
FGF2 é conseqliéncia do desacoplamento entre crescimento e divisao

celular que leva a um estresse proteotdxico incontrolavel.

Ficou claro, também, que o inibidor de Src, PP1, impede o bloqueio
da transicdo G2->M, permitindo que predomine a acdao mitogénica classica

do FGF2. Estes resultados evidenciam que Src € um mediador critico nesta
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acao toxica de FGF2. Dessa forma conseguimos explicar mecanisticamente
a atividade dual de FGF2 em células murinas malignas dependentes do

oncogene k-ras.

Nossa visdo geral sobre este quadro é que a amplificacdo do
oncogene Ras leva a um fendtipo maligno robusto, mas que possui uma
vulnerabilidade evidenciada por FGF2, o qual atua como uma "“flecha”
atingindo um “calcanhar de Aquiles” desse fendtipo maligno dependente

de Ras, isto é, a homeostase de proteinas, provocando a faléncia do

sistema celular.
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6 - CONCLUSOES

A sub-linhagem Y1 D1G apresenta um controle estrito da transicao
guiescéncia->proliferacdao por fatores séricos, demonstrado por um
disparo altamente sincronizado do ciclo celular apds o reestimulo
por soro de células carenciadas, sendo assim um excelente modelo
para analises fase-especificas de ciclo celular.

O efeito téxico antiproliferativo de FGF2 sobre as células Y1 D1G é
caracterizado por um atraso da progressao em S e bloqueio
irreversivel do ciclo celular em G2, seguidos de morte celular tardia.
Embora bloqueie a progressao no ciclo (proliferacao), FGF2 estimula
o crescimento de células Y1 D1G em massa e volume. Sendo assim,
nesse modelo celular FGF2 “desconecta” crescimento de divisao
celular.

O efeito téxico de FGF2 em Y1 D1G depende da atividade da
proteina Src; uma vez que a inibicdo dessa proteina protege
totalmente as células de tal efeito.

FGF2 leva ao desequilibrio na homeostase de proteinas e estresse
proteotéxico em células Y1 D1G; e esse estresse é majoritariamente

responsavel pelo efeito toxico disparado por FGF2 nessas células.
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