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RESUMO

Zeidler, J.D. Vulnerabilidades especificas de células malignas humanas dependentes de Ras
oncogénico: FGF2 e PMA como supressores de tumor. 2012. 136p. Tese - Programa de Pds-
Graduagao em Ciéncias Bioldgicas (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo.

Um passo limitante no desenvolvimento de farmacos para terapias do cancer estda na
descoberta de vulnerabilidades especificas de células tumorais que sirvam a identificacdo de
alvos moleculares apropriados a intervengao farmacoldgica. Esta é a motivagao central desta
tese, cuja abordagem experimental focaliza a agdo oncogénica das proteinas Ras.
Amplificagdo ou mutagdo ativadora nos proto-oncogenes ras estdao entre as alteragdes
genéticas mais frequentes em canceres. Essas lesGes genéticas aparecem na origem
etioldgica de multiplas formas de fendtipos malignos. Mas, essas lesGes oncogénicas
também conferem susceptibilidades letais as células malignamente transformadas frente a
determinados agentes que nado interferem significativamente nas fungdes vitais de células
normais. Nos Ultimos anos nosso laboratério vem estudando os mecanismos moleculares da
acdo antiproliferativa do fator de crescimento FGF2 (Fibroblast Growth Factor2) e do éster
de forbol PMA (Phorbol-12-Myristate-13-Acetate) em linhagens de células murinas malignas
dependentes de ras oncogénico. Nesta tese investigamos quanto de nossas observacdes
anteriores com células murinas sdo aplicaveis a células humanas. Nesse sentido focalizamos
a linhagem HaCaT de queratindcitos humanos imortalizados e seus subclones malignizados
por expressdo ectépica de H-RasV12; além disso, numa triagem inicial também examinamos
treze linhagens celulares humanas derivadas de tumores naturais portadores de mutacao
ativadora em H-Ras, N-Ras ou K-Ras. Nossos resultados mostram que os queratinécitos da
linhagem parental HaCaT expressam receptores de FGFs e respondem mitogenicamente
tanto a FGF2 como a PMA; portanto, ambos FGF2 e PMA s3o benéficos aos queratindcitos
HaCaT. Por outro lado, o FGF2 mostrou-se citotdxico para subclones HaCaT que expressam
H-RasV12 induzivel, mas sublinhagens HaCaT com expressdo constitutiva de H-RasV12
mostraram-se resistentes a acdo citotoxica de FGF2. Diferentemente de FGF2, PMA
bloqueou a proliferagdao de sublinhagens clonais HaCaT-H-RasV12 em ambos substrato
sélido e suspensdo de agarose e, também, reduziu a estratificacdo dos queratindcitos
HaCaT-H-RasV12 em culturas organotipicas. PMA foi citotdxico e ndo citostatico, pois induziu
morte apoptdtica sem causar arresto em nenhuma fase especifica do ciclo celular. Em HaCaT
parental, PMA induziu aumento transitério dos niveis intracelulares de espécies reativas de
oxigénio (ROS), mas nos queratinécitos HaCaT-H-RasV12, PMA causou aumentos mais altos
e persistentes de ROS, o que promove forte estresse oxidativo, provavelmente responsavel
pela toxidez deste ester de forbol. Entre as treze linhagens celulares humanas malignas com
H-Ras, N-Ras ou K-Ras mutados, onze foram vulnerdveis a acdo citotdxica de PMA; mas
apenas uma delas, a linhagem de tumor urotelial UM-UC-3, foi sensivel ao efeito anti-
proliferativo de FGF2. Em conclusdo, células malignas humanas com Ras mutado parecem
superar rapidamente uma possivel toxidez de FGF2, mas nao ultrapassam a toxidez causada
por PMA.

Palavras-chave: Ras, FGF2, PMA, citotoxidez, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Zeidler J.D. Specific vulnerabilities of human malignant cells dependent on oncogenic Ras:
FGF2 and PMA as tumor suppressors. 2012. 136p. PhD Thesis - Graduate Program in
Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

A challenge in drug development for cancer therapy is the discovering of molecular targets
suitable for pharmacological interference. This challenge was the main motivation of the
present thesis. Amplification or activating mutation in ras proto-oncogenes are among the
most frequent genetic lesions in human cancer. Actually, mutated Ras onco-proteins are in
the etiological roots of multiple malignant phenotypes; however these onco-proteins also
cause specific lethal vulnerabilities even in robust malignant cells. Recently, our laboratory
reported that malignant murine cell lines dependent on oncogenic Ras are prone to toxicity
initiated by FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2) and PMA (Phorbol-12-Myristate-13-Acetate),
which are not harmful to normal cells. This cytotoxicity of FGF2 and PMA very likely follows
different molecular mechanisms, which, however, are not yet completely understood. The
aim of this thesis was to investigate whether these vulnerabilities found in murine malignant
cells were also valid for human malignant cell lines dependent on oncogenic Ras. To this end
the experimental approach was focused on the HaCaT cell line of immortalized human
keratinocytes and its sublines transformed by H-RasV12 ectopic expression. In addition
thirteen human cell lines derived from natural tumor carrying mutated H-Ras, N-Ras or K-Ras
oncogenes were also screened. The results showed that HaCaT keratinocytes express FGF
receptors and respond mitogenically to both FGF2 and PMA. On the other hand, FGF2 was
cytotoxic to HaCaT subclones expressing inducible H-RasV12. But, HaCaT sublines
constitutively expressing H-RasV12 were resistant to FGF2 toxicity. However, PMA was toxic
to all HaCaT-H-RasV12 sublines, inhibiting proliferation in both solid substrate and agarose
suspension cultures and, also reducing stratification in organotypic cultures. Furthermore, in
HaCaT-H-RasV12 sublines, but not in the parental HaCaT line, PMA caused a persistently high
increase in intracellular levels of reactive oxygen species (ROS) and concomitantly induced
apoptosis. Moreover, eleven of the thirteen human tumor cell lines with mutated H-Ras, N-
Ras or K-Ras, were growth inhibited by PMA, whereas only one of them was inhibited by
FGF2, the urothelial tumor cell line UM-UC-3. In conclusion, human malignant cells driven by
Ras oncogenes very likely rapidly overcome FGF2 toxicity, whereas they remain stably
vulnerable to PMA cytotoxicity.

Keywords: Ras, FGF2, PMA, cytotoxicity, oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

Tumores surgem quando os mecanismos normais de controle da proliferacao sao
genética ou epigeneticamente alterados, comprometendo a regulagao de vias de sinalizagado.
Diversas vias sdao ativadas por Ras e lesdo oncogénica que torna essa proteina
constitutivamente ativa é muito comum em um grande numero de canceres (Downward
2003), contribuindo significativamente para varios aspectos do fendtipo maligno, mas
também conferindo vulnerabilidades especificas a essas células (Costa et al 2008; Liu et al
1998; Shaw et al 2011). Tais vulnerabilidades sdo potenciais alvos estratégicos de terapias
anticancer, dai a importancia de bem estabelecer a combinacdo de vias e efeitos celulares
qgue conferem fragilidade especificamente as células tumorais frente a agentes terapéuticos.
Nesse sentido, esta tese explora, em células humanas, os efeitos de dois compostos que em
nosso laboratdrio vimos ser mitogénicos para células murinas imortalizadas, mas que inibem
a proliferacdo de células especificamente no contexto maligno conferido por Ras
oncogénico: FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2), um cldssico fator de crescimento, e PMA
(Phorbol-12-myristate-13-acetate), éster de forbol largamente usado como promotor de
tumor em ensaios de carcinogénese in vivo (se¢bes 1.6 e 1.7, respectivamente).

Com o intuito de explanar o contexto tedrico da problematica proposta, sera
abordado como a sinalizagdo mitogénica (se¢do 1.1) normalmente dispara e promove a
progressao no ciclo celular (secdo 1.2). Posteriormente serdo explorados os defeitos nessas
vias que contribuem para a progressao maligna (secdo 1.3), com destaque no oncogene Ras.
Em seguida, serdo abordados os mecanismos intrinsecos de supressdo de tumor de que as

células dispdem (secdo 1.4), com énfase em apoptose, processo que vimos ter participacao
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no efeito citotdxico de PMA especificamente em queratindcitos transformados com Ras
oncogeénico (secdo 4.2.6, em resultados).

Na secdo 1.5 é exposto o papel muitas vezes negligenciado das espécies reativas em
sinalizacdo, promocdo e supressao de tumor, as quais mostraram ter provavel envolvimento
na vulnerabilidade de queratindcitos HaCaT H-RasV12 a PMA. Em seguida é descrita a
estrutura, sinalizagdo e atividade biolégica de FGF2 e PMA (se¢bes 1.6 e 1.7,
respectivamente) e, por fim, alguns aspectos da diferenciacao, funcao e da resposta a sinais
externos de queratindcitos epidermais; nessa ocasido é apresentada a linhagem de

queratindcitos HaCaT, utilizada na maior parte dos experimentos desta tese (se¢dao 1.8).

1.1 Principais vias envolvidas em disparo mitogénico

A sinalizacdo iniciada por FGF/FGFR, esquematizada na figura 1.1, foi escolhida para
ilustrar a multiplicidade de vias ativadas a partir de um estimulo e como os eventos de
inibicdo/ativacdo cruzada entre elas (cross-talks) sdo importantes para que o mesmo
processo celular, no caso proliferacdo, seja alcancado de forma controlada. A maior parte
dos proto-oncogenes codificam componentes dessas vias, especialmente do eixo Ras-Raf-
MEK-ERK. Embora satisfaca seus objetivos no contexto desta tese, é importante ressaltar
gue o0 mapa estatico apresentado nessa figura é simplista e ignora a real complexidade da
sinalizacdo intracelular: as células em seu ambiente comumente recebem varios sinais
simultaneamente que s3o coordenados em uma dindmica espago-temporal. O
local/momento preciso em que componentes de uma via sdo ativados/expressos ou
inativados para propagacao ou terminacao do sinal sdo elementos cruciais na tomada de

decisGes entre os diversos processos celulares (Kholodenko et al 2010).
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Figura 1.1 Sinalizacdo mitogénica disparada por FGF/FGFR. O complexo formado por dois FGFs, duas cadeias de heparan-sulfato (presentes em heparan sulfato
proteoglicanos inseridos na membrana — ndo mostrado) e dois FGFRs aproxima estreitamente seus dominios tirosina quinase levando a transfosforilagdo de tirosinas da
regido intracelular. Fosfo-tirosinas formam sitios de ancoragem para proteinas contendo dominio SH2. FRS2 (FGFR substrate 2) é fosforilada, criando novos sitios de
ancoragem para outras proteinas adaptadoras, entre elas GRB2 (Growth factor Receptor Bound protein 2), a qual recruta SOS (Son Of Sevenless), uma GEF responsavel
pela ativacdo da via Ras/MAPK (em azul — sec¢do 3.1.1); A via PI3K/AKT é ativada mediante GAB1 (GRB2 Associated Binding protein 1), em vermelho (secdo 3.1.2). PLCy

liga-se diretamente a uma fosfotirosina C-terminal de FGFR, desencadeando a ativacdo de PKC (em verde — se¢do 3.1.3). Figura montada de acordo com as referéncias
citadas no texto.
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1.1.1 Via de ERK1/2

A via de ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinase 1/2) foi a primeira via de
MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinases) a ser identificada. Receptores de fatores de
crescimento, de citocinas e sinais originarios de integrinas sdo capazes de ativa-la por meio
de Ras ou Src quinase, recrutando quinases da familia Raf (Raf-1, A-Raf, B-Raf) para ativar
duas MEKs (Mitogen-activated protein kinase ERK Kinases), MEK1 e MEK2, as quais
fosforilam duas ERKs, ERK1 e ERK2 (figura 1.1, em azul). Fosforiladas, ERK1/2 dimerizam e
translocam para o nucleo onde regulam a atividade de fatores de transcricdo como Elk, c-
Fos, Ets e c-Jun. Esses genes de resposta primaria induzem uma segunda onda de transcricdo
gue envolve genes responsaveis pela transicdo G;—>S, acoplando o disparo da sinalizacao
mitogénica a progressao no ciclo celular. ERKs também ativam alvos citoplasmaticos como a
quinase ribossomal S6 (RSK) e proteinas do citoesqueleto. ERKs sdo a pecas chave e central
da via considerando-se que sdo poucos os substratos conhecidos para Raf (além de MEK) e
nao se conhecer outro substrato de MEK além de ERK (Shaul & Seger 2007).

Além de fosforilar multiplos sitios inibitérios em Rafl, ERKs medeiam feedback
negativo fosforilando SOS (Son Of Sevenless) e promovendo sua dissociacdo de Grb2 (Growth
factor Receptor Bound Protein 2), o que foi visto ser importante para o comportamento
oscilatorio de sua atividade muitas vezes observado experimentalmente. Isso é reforgado
pela alca de feedback positivo na qual ERK fosforila e inativa a proteina adaptadora RKIP (Raf
Kinase Inhibitory Protein) (ver figura 1.1, em azul), a qual atua desfazendo a associacdo entre
Rafl e MEK (Shin et al 2009). PKC é capaz de fosforilar RKIP e libera-la de Rafl, além de
também promover fosforilagGes estimulatérias em residuos de serina de Rafl diretamente

(Carroll & May 1994), o que evidencia a importancia do cross-talk entre as duas vias
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(Avraham & Yarden 2011). Por outro lado, AKT é capaz de inativar Rafl via fosforilagdo da
Ser259, seu principal sitio de inibicdo. Este sitio se encontra fosforilado em células
quiescentes, mas é desfoforilado pelas fosfatases PP1 e PP2 (Protein Phosphatases 1/2) sob
estimulo por fatores de crescimento (Avraham & Yarden 2011).

Hiperativacdo anormal de ERK normalmente induz aumento transcricional de p21“**
resultando em parada no ciclo celular, um conhecido mecanismo supressor de tumor
desencadeado por estresse oncogénico. Tumores que apresentam ERK constitutivamente
ativado, como os com Ras ou B-Raf mutado, geralmente superam isso com a co-ativagao da
via PI3K/AKT. AKT ativado promove exportacdo de p21C'P1do nucleo para o citoplasma, onde
é degradada via proteassoma (Chambard et al 2007). Esse é um dos varios exemplos de
cooperacdo entre as vias de ERK e PI3K/AKT na tumorigénese. Além disso, o cross-talk entre
elas ocorre em varios pontos (ver figura 1.1, em vermelho). Essas vias estdo intimamente
associadas, atuando e regulando conjuntamente no contexto normal.

Serina/Treonina (Ser/Thr) fosfatases, Tirosinas (Tyr) fosfatases e DUSPs (Dual
Specificity Phosphatases) sao responsaveis pela desfosforilacdo das quinases da via, passo
importante para desensibilizacdo e terminacdo do sinal. DUSPs sdo codificadas por genes de
resposta imediata induzidas por ativacdao de ERK e constitui um mecanismo de feedback
negativo transcricional (Avraham & Yarden 2011).

A Ras/Raf/MEK/ERK é o principal eixo de convergéncia de estimulos mitogénicos e
onde se concentram importantes oncogenes. Muta¢gdes em Ras sdao umas das mais
frequentes em canceres (ver secdo 1.3.2) e muitos outros tumores dependem de mutacdo
ativadora em B-Raf, sendo que existem inibidores para esse oncogene em fase | e Il de
ensaios clinicos. Embora em menor frequéncia, também sdo encontrados tumores portando

mutac¢bes pontuais em MEK e ja existem drogas para essa quinase em teste (Wong 2009).
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Além disso, as numerosas alcas de feedback presentes nessa via tém implica¢Oes praticas na
clinica e merecem atencdo. Foi demonstrado recentemente que inibicdo de B-Raf leva a
rapida ativacdo de EGFR, promovendo proliferacdo continuada do tumor. Essa inesperada
alca de feedback proporcionou uma explicacdo légica do porqué de canceres de colon com
mutacdo em B-Raf apresentarem pobre resposta a monoterapia com PLX4020 (inibidor de B-
Raf), enquanto que em melanomas, que geralmente apresentam baixa expressdo de EGFR,

essa terapia é efetiva na maioria dos casos (Prahallad et al 2012).

1.1.2 PI3K/AKT

AKT foi originalmente identificado como o gene transformante do retrovirus AKTS, v-
Akt. Posteriormente foi identificado seu homdlogo humano, AKT1, o qual esta implicado em
crescimento celular (aumento em tamanho e massa proteica) e sobrevivéncia. Sua outra
isoforma, AKT2, é altamente expressa em musculo e adipdcitos e esta associada a regulacao
da homeostase da glicose via insulina. A terceira isoforma, AKT3, tem distribuicdo mais
restrita e é principalmente encontrada em testiculo e cérebro. AKT é frequentemente
referida como PKB (Protein Kinase B) por ser uma quinase relacionada a proteina quinase A
(PKA) e proteina quinase C (PKC) (Hers et al 2011).

A atividade de AKT é induzida pela ativacdo de PI3K (Phosphatidylinositol 3-Kinase)
em cascatas de sinalizacdo mediadas por receptores de fatores de crescimento (ver figura
1.1, em vermelho). Disposta na membrana plasmatica PI3K fosforila fostatidilinositol-4,5-
bifosfato (PIP;) na porcdo 3’-OH do anel inositol para gerar o segundo mensageiro
fosfatidilinositol-3,4,5-trifostato (PIPs). Esse fosfoinositideo forma sitio de ancoragem para

proteinas contendo dominio PH (Plectrin Homology), como AKT e PDK1 (3-Phosphoinositide-



21

Dependent protein Kinase 1), recrutando-as para a membrana. PDK1 fosforila AKT na Thr308,
o que leva a mudanca conformacional que permite sua ligacdo a substratos e aumenta sua
taxa de catalise. AKT também é ativada por fosforilacdo na Ser473, a qual pode ser
catalisada por varias outras quinases como PDK2, DNA-PK (DNA-dependent Protein Kinase) e
MTORC2 (mTOR Complex 2) (Franke 2008; Vanhaesebroeck et al 2012).

Uma vez na membrana e duplamente fosforilada, AKT é capaz de ativar seus
substratos-alvo (figura 1.1, em vermelho). A promog¢dao do crescimento celular é
predominantemente mediada pela via de mTORC1, regulador de traducdo e biogénese de
ribossomos. Sua ativacdo se da pela fosforilagdo e consequente inibicao de TSC2 (Tuberous
Sclerosis Complex), uma GAP (proteina ativadora de GTPase) que inibe RHEB (Ras Homolog
Enriched in Brain), forte ativador de mTORC1. Outras fosforilagdes inativadoras em proteinas
pro-apoptdticas como caspase 9, fatores de transcricdgo FoxO (induz a transcricdo das
proteinas pro-apoptotica BIM e FasL) e BAD sdo responsaveis pelo papel de AKT na
promocdo de sobrevivéncia. Quanto a proliferacdo, além de atuar paralelamente a via de
ERK promovendo crescimento e sobrevivéncia, AKT também atua diretamente na regulacao
do ciclo celular ao fosforilar os inibidores de CDKs (Cyclin-Dependent Kinases) p21<** e
p27""* e promover sua translocacio para o citoplasma, atenuando seus efeitos inibitérios na
progressao do ciclo. A expressdo de p21 também é inibida pela ativacdo de MDM?2, inibidor
de p53. GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3), que promove fosforilagio e consequente
desestabilizacdo de ciclinas D, E e dos fatores de transcricdo c-jun e c-myc, é outro alvo de
inativacdo por AKT. A fosfatase PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog), um modulador
negativo da via PI3K/AKT que promove hidrdlise de PIP3, é uma proteina supressora de
tumor, o que ressalta a importancia dessa via na tumorigénese (Manning & Cantley 2007;

Mendoza et al 2011).



22

1.1.3 PLCy/PKC

Proteina-quinases C (PKC) sdo Ser/Thr proteina-quinases descobertas por Nishizuka e
colaboradores (Takai et al 1977) e descrita por eles e outros pesquisadores no final da
década de 70 e inicio de 80 pelo requerimento dos segundo mensageiros diacilglicerol (DAG)

2* para atividade. No entanto, estudos posteriores revelaram que PKC é uma grande

e Ca
familia que inclui uma variedade de isoenzimas com atividades regulatdrias muito
diferentes. S3do classificadas em trés subfamilias: PKCs cldssicas, ativadas por Ca’*, DAG e
ésteres de forbol (cPKCs, subtipos a, Bl, Bll e y); PKCs novas, ndo responsivas a Ca’’, mas
ativadas por DAG e ésteres de forbol (nPKCs, subtipos 6, €, 6 e n) e PKCs atipicas (aPKCs,
subtipos L e ), que sdo independentes de Ca®*, DAG e requerem proteinas adaptadoras para
sua atividade. PKCa, & e T sdao amplamente expressas, enquanto as demais sdo tecido-
especificas. A cadeia polipeptidica de membros dessa familia apresenta dominios
regulatérios N-terminais C1 e C2 (C=dominio conservado) e um dominio catalitico C-
terminal. No dominio C1 existe uma sequéncia pseudosubstrato com fun¢ao auto-inibitéria
gue é capaz de ligar-se ao dominio catalitico, mantendo a enzima inativa na auséncia de
cofatores e ativadores (Griner & Kazanietz 2007; Rosse et al 2010).

Em consequéncia da estimulacdo de receptores de membrana, PLCy (fosfolipase C
gama) cliva o lipideo de membrana fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PI-4,5-P,) gerando o
segundo mensageiro soluvel inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e DAG. IPs se liga a canais de célcio
na superficie de reticulo endoplasmatico, induzindo sua abertura e liberacdo de calcio para o
citoplasma. DAG liga ao dominio C1 de cPKCs e nPKCs, aumentando sua afinidade a

membrana; no caso de cPKCs, a ligacdo de Ca** ao dominio C2 aumenta a afinidade de DAG

ao dominio C1. A interacdo com lipideos acidos da membrana prové a energia necessaria
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para descolar o dominio pseudosubstrato do sitio ativo, ativando a quinase. PKC também
sofre uma série de eventos de transfosforilacdo e autofosforilacdo em serinas e treoninas, as
quais sdo requeridas para maturacdo, ativacdo e estabilidade. Além da translocacdo para a
membrana, PKCs ativadas também s3o levadas a outras localidades sub-celulares
especificas, o que é direcionado pela interacdo com proteinas de ancoragem tais como as
RACKs (Receptors for Activated C Kinase) (Griner & Kazanietz 2007; Rosse et al 2010).

Apesar de originalmente terem sido consideradas como quinases pro-mitogénicas,
seu papel depende da isoenzima envolvida e do tipo celular. Varias delas apresentam efeito
anti-proliferativo como o caso de PKCa em células intestinais, pancredticas e mamarias, além
de agir como supressor de tumor no intestino. Por outro lado, a mesma isoenzima também
foi visto ativar vias de sobrevivéncia e estimular proliferagdo em outros estudos. PKC6 é
geralmente considerada como sendo pro-apoptética. Sob (Griner & Kazanietz 2007; Reyland
2009) estimulo apoptético, PKCS pode translocar para a mitocondria levando a liberagao de
citocromo ¢, clivagem de caspase 3 e geracdo de um fragmento catalitico constitutivamente
ativo que leva a fosforilacdo de substratos nucleares. Também ja foi observada secrecdo
autocrina de fatores morte com ativacdo de via apoptdtica extrinseca dependente da
ativacdo de PKCH6 via estimulo por ésteres de forbol. Opostamente, em varios tipos celulares,
PKCe promove sobrevivéncia pelo aumento da ativacdo da via AKT e aumento de expressao
dessa isoforma em canceres tem sido associado a resisténcia a quimioterapicos. PKCBII é um
importante mediador de angiogénese induzida por VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor), além de estimular proliferacdo de células endoteliais. Isso ilustra as implicacdes
dessas proteina-quinases em quase todos os aspectos da carcinogénese, tanto

positivamente quanto negativamente. Muta¢des em PKCs sdo raras, mas expressao alterada
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de isoenzimas, como superexpressdo de PKCe e niveis reduzidos de PKCa e PKCS, é
observada em varios tipos de canceres (Griner & Kazanietz 2007; Reyland 2009).

Apesar de PKC representar um alvo interessante para o desenvolvimento de terapias
anticancer, agentes terapéuticos direcionados a essas proteinas atualmente em teste estdo
sendo descartados em fase Il e lll de ensaios clinicos. Muitas dessas falhas foram atribuidas a
ndo especificidade desses inibidores quanto a isoenzima e a complexidade de papéis das
diferentes isoenzimas em diferentes contextos celulares. Potenciais agentes terapéuticos

estdo em desenvolvimento de forma a superar essas limitacdes (Mackay & Twelves 2007).

1.2 Controle do ciclo celular

Os elementos chave no controle do ciclo celular incluem CDKs (Cyclin-Dependent
protein Kinases), ciclinas, e os inibidores de CDKs, as CKls (Cyclin-dependent protein Kinases
Inhibitors). Estes sdo componentes de um sistema oscilatério que perfazem funcoes
especificas em cada fase. CDKs sdo serina treonina proteina-quinases ativadas pela
associacdao a ciclinas, suas subunidades ativadoras, e por fosforilagdo. Mamiferos
apresentam onze isoformas de CDKs, sendo que apenas cinco delas (CDK1, 2, 3, 4 e 6)
intervém diretamente no processo. Enquanto que a concentragdo intracelular de CDKs é
constante, a concentracdo de ciclinas varia ao longo do ciclo, dessa forma ativando CDKs
diferencialmente em momento preciso (figura 1.2). Elas também exercem funcdes
independentes de CDKs, como interacao direta com fatores de transcricdo. Sua atuacao é
regulada por inducdo génica, degradacdo via ubiquitinacdo, fosforilacdo (que as direciona

para protedlise) e distribuicdo subcelular. CKls se ligam ao complexo ciclina-CDK
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reversivelmente, inibindo sua atividade. Essas proteinas pertencem a duas grandes familias:
a familia CIP/KIP (p21, p27 e p57) e INK4 (p15, p16, p18 e p19). Os membros da familia
CIP/KIP se ligam principalmente aos complexos com CDK2, enquanto que os da familia INK4

agem preferencialmente em complexos de CDK4 e 6 (Malumbres & Barbacid 2001; Obaya &

Sedivy 2002).
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Figura 1.2 Principais eventos da progressao no ciclo celular. Sinais mitogénicos levam a expressao de ciclinas
do tipo D (D1, D2 e D3), as quais se ligam e ativam CDK4 e CDK6 durante G;. Esse complexo promove a
inativacdo parcial de proteinas da familia pRb (pRb, p107, p130) por fosforilagdo, permitindo a expressdo de
ciclinas E (E1 e E2) mediada pelo fator de transcri¢cdo E2F. Ciclinas E interagem e ativam CDK2, cuja atividade é
requerida para entrada em S e iniciacdo da replicacdo do DNA. CDK2/ciclina E promove fosforilacdes adicionais
em proteinas pRb, inativando-as por completo. Isso permite a indugdo de genes responsivos a E2F que
orientam a transi¢cdo G,/S e promovem o controle da replicagdo do DNA, tais como ciclina A, que interage e
ativa CDK2 durante S e G,. No final da intérfase, CDK1 é ativada por ciclinas A, facilitando a entrada em mitose.
Essas ciclinas sdo degradadas e formam-se complexos CDK1/ciclina B, responsavel por dirigir as células pela
mitose. *Senescéncia é caracterizada por arresto irreversivel no ciclo celular. Figura modificada de Matsumoto
e Nakayama (2012).
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Como ilustrado na figura 1.1 e 1.2, sob estimulo mitogénico genes de resposta
imediata (fatores de transcricdo) sdo primariamente induzidos pela via Ras/Raf/MEK/ERK.
Isso gera uma segunda onda de transcricdo de genes de resposta tardia, tais como ciclinas D,
cuja estabilidade depende da inibicdo de GSK-3B (Glycogen Synthase Kinase 3 beta) mediada
pela via PI3K/AKT. A ativagdo da via PI3K/AKT também promove aumento da taxa de sintese
proteica e crescimento celular, requisito para passagem pelo ponto de restricdo em G4, apds
o qual células se comprometem irreversivelmente com a divisdo celular, o que coincide com
a fosforilacdo e inativacdo de proteinas da familia Rb (Retinoblastoma protein) (Malumbres
& Barbacid 2001).

A interacdo entre ciclinas e CDKs ndo é suficiente para sua completa ativacdo. Para
isso, sdo requeridas fosforilagdes em residuos conservados de treonina em CDKs. CAK (CDK-
Activating Kinase), complexo formado por CDK7/ciclina H, é a quinase responsavel por tais
fosforilagdes e sua atuagcdo é antagonizada pelas fosfatases KAP (Kinase Associated
Phosphatase). Por outro lado, as quinases Weel e Mytl promovem fosforilacGes inibitdrias
em tirosinas da regido N-terminal das CDKs, antagonizadas por fosfatases da familia CDC25
(Cell Division Cycle 25). Estas sdo substratos diretos de ciclinas/CDKs: ciclina E/CDK2 fosforila
e ativa CDC25A na transicdo G./S, cuja atividade é necessaria para a propria ativacdo do
complexo ciclina E/CDK2, criando uma alca de feedback positivo, CDC25C também esta
envolvida em uma alga regulatéria semelhante envolvendo ciclina B/CDK1 e a quinase Plk na
entrada em mitose (Obaya & Sedivy 2002).

A protedlise de componentes do ciclo celular é o mecanismo regulatdrio que garante
a irreversibilidade e direcionamento dos eventos, marca caracteristica e essencial para o
controle do processo. Dois complexos E3 ubiquitina ligases sdo responsaveis por marcar

proteinas para degradacdo proteassémica em momentos precisos: SKP-Cullin-F-box (SCF),
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que atua no final de G, em S e inicio de G,; e Anaphase-Promoting Complex (APC), que atua
no final de G, e é responsavel pela transicdo para mitose. Seus alvos incluem ciclinas, CKls,
E2F, fosfatases CDC25, entre outros (Obaya & Sedivy 2002).

Pontos de checagem (checkpoints) detectam possiveis defeitos durante a sintese de
DNA (checkpoint de replicacdo) e segregacdo cromossdmica (checkpoint de montagem do
fuso mitdtico). Sua ativacdo promove arresto no ciclo permitindo o reparo desses defeitos.
Além disso, insultos genotdxicos ativam checkpoints de dano no DNA, mediados pelas
proteinas ATM/ATR que fosforilam CHK1 e CHK2 (Checkpoint Kinase 1/2). Em G; e em S,

Py gue inibe o complexo ciclina

CHK1/2 ativam p53, levando a transcricdo da CKI p21
E/CDK2, resultando em parada no ciclo celular. CHK1/2 também modulam negativamente
fosfatases CDC25, levando a uma rapida inibicdo do complexo ciclina/CDK correspondente.

Se o reparo do defeito ndo tem sucesso, células podem entrar em senescéncia ou sofrer

apoptose (Kastan & Bartek 2004; Malumbres & Barbacid 2009).

1.3 A transformacao maligna

O termo tumorigénese ou carcinogénese se refere ao processo pelo qual alteragdes
genéticas acumulam em células normais permitindo seu crescimento descontrolado. Os
multiplos passos ou estagios da carcinogénese correspondem a varios fendtipos pré-
neoplasicos e neoplasicos clinicos que inclui hiperplasia, displasia, anaplasia ou
desdiferenciacdo e metdstase. Todo o processo geralmente tem origem de uma célula
“iniciada” espontaneamente ou por um carcinégeno. A subpopulacdo resultante precisa
ainda adquirir um conjunto de caracteristicas para tornarem-se malignas: sinaliza¢do

proliferativa sustentada, evasdo dos supressores de crescimento, ativacdo da invasdo e
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metastase, imortalidade replicativa, inducdo da angiogénese, resisténcia a morte celular,
reprogramacao do metabolismo energético e evasdo da destruicao imunoldgica. Estas sdo as
conhecidas marcas do cancer (hallmarks of cancer) propostas por Hanahan e Weinberg com
o intuito de racionalizar todo o complexo fendbmeno da transformagao maligna e criar um
quadro légico para entender a diversidade das neoplasias. Tumores nao devem ser
considerados meramente uma massa de células cancerigenas, mas sdo tecidos complexos
compostos de varios tipos celulares que interagem entre si. Células normais também
participam ativamente da tumorigénese, constituindo o estroma associado ao tumor e
contribuindo em alguns aspectos do cancer (Duesberg & Li 2003; Hanahan & Weinberg
2011).

Os genes mutados ou alterados epigeneticamente em canceres podem tanto ser
oncogenes, cuja ativacao leva a ganho de fungdo de vias de sinalizagdo ligadas a
tumorigénese, quanto podem ser genes supressores de tumor, que quando ndo alterados
desempenham funcdo regulatdria negativa nas vias mitogénicas e controle do ciclo celular. A
seguir estd apresentada a principal proteina supressora de tumor em mamiferos, p53, e um

dos principais oncogenes em canceres, Ras.

1.3.1 A proteina supressora de tumor p53

MutacOes em p53 ou perturbacdes em sua rede regulatdria sdo o tipo mais frequente
de alteragcGes em canceres humanos, presentes em mais da metade deles. Denominada
como “guardia celular” ou “guardida do genoma”, p53 é ativada por diversos tipos de insultos
celulares como dano no DNA, estresse oncogénico e estresse oxidativo e dispara uma série

de sinais que levam a parada da proliferacdo, reparo do DNA, senescéncia, apoptose,
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diferenciacdo, autofagia ou também, mais recentemente reportado, necrose (Menendez et
al 2009; Vaseva et al 2012). A familia de p53 inclui também as proteinas p63 e p73, as quais
compartilhnam a estrutura global que inclui dominio de transativacdo N-terminal, dominio de
ligacdo ao DNA na regido central e dominio de oligomerizagdao C-terminal. Proteinas da
familia de p53 funcionam primariamente como fatores de transcrigdao tetraméricos, embora
desempenhem também funcdes independentes de transcri¢do (Stiewe 2007).

Desde sua descoberta em 1979 (Chang et al 1979; Deleo et al 1979; Linzer & Levine
1979), inUmeros mecanismos de regulacdo foram descritos para p53. Ela é primariamente
reprimida por protedlise mediada por MDM2 (Murine double minute 2), uma E3-ubiquitina
ligase de alta especificidade. MDMX, proteina estruturalmente relacionada a MDM2,
reprime a transcri¢cao induzida por p53, mas nao induz sua degradagdao. Ambas formam um
complexo e reprimem sua funcgao. A liberacdao de p53 desse complexo requer acetilagdo em
lisinas especificas ou fosforilagdo em determinados sitios. Para ativacdao de promotores, p53
recruta e interage com inumeros cofatores, o que muitas vezes também requer
modificacGes pos-traducionais como fosforilacdo, acetilacdo, metilacdo, sumoilacdo e
nedilacdo. A combinacdo exata entre essas modificacOes e a interacdo com cofatores é o que
define o destino das células. Seus principais alvos transcricionais incluem alguns de seus
repressores tais como MDM2 e Pirh2 (mecanismo regulatdrio por feedback negativo), a CKI
p21 e proteinas pro-apoptéticas PUMA, BAX, NOXA e outras, cuja transcricdo requer todos
seus coativadores e modificacbes pds-traducionais tendo em vista a irreversibilidade da
apoptose (Kruse & Gu 2009).

A maioria das mutag¢des em p53 presentes em tumores humanos é do tipo missense
com alteracdo em um Unico aminodcido e ocorre predominantemente em residuos do

dominio de ligacdo ao DNA, afetando sua habilidade de interacdo sequéncia-especifica. Os



30

efeitos de mutacbes em p53 ndo se limitam apenas a perda de sua funcdo supressora de
tumor, mas pode ocorrer também ganho de funcdo. Muitos mutantes sdo capazes de ligar e
inativar p63 e p73, proteinas que epistaticamente poderiam recapitular seus efeitos
bioldgicos normais. Eles podem atuar também como dominantes negativos, inativando p53
selvagem codificado pelo alelo ndo mutado. Dessa forma, essa proteina supressora de tumor
pode adquirir mutacdes que lhes confere atuacdo ativa, em vez de apenas ter um papel

passivo como mutantes inertes (Oren & Rotter 2010).

1.3.2 O oncogene Ras

A descoberta do oncogene Ras veio com observacées da propriedade transformante
dos retrovirus de sarcoma murino de Harvey e Kirsten no final da década de 70 e inicio da
década de 80. Essa propriedade foi atribuida a um conjunto de genes denominados ras (rat
sarcoma). Homodlogos celulares desses oncogenes virais foram posteriormente descobertos
no genoma de rato, de camundongo e humano, sendo o gene associado ao sarcoma virus de
Harvey denominado H-ras e o associado ao sarcoma virus de Kirsten denominado K-ras. O
terceiro membro da familia, N-Ras, foi posteriormente descoberto em linhagens de
neuroblastomas e leucemias (Karnoub & Weinberg 2008). Hoje a superfamilia de Ras
abrange muitas outras proteinas, sendo todas pequenas GTPases regulatdrias monomeéricas
(de 20-40 KDa), divididas em cinco familias com base na sequencia e similaridade funcional:
as Ras/Rap, Rho/Rac, Rab, Ran e Arf/Sar. Essas proteinas regulam processos celulares como
crescimento, diferenciacdo, morfogénese, rearranjos do citoesqueleto, adesao, motilidade e

trafego de vesiculas (Rojas et al 2012).
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Na familia de Ras estdo inclusas GTPases como Rab, R-Ras, Ral e Rheb, além das
proteinas Ras propriamente ditas, os membros fundadores. Estas sdo codificadas por trés
genes ubiguamente expressos e altamente relacionados, H-RAS, K-RAS e N-RAS, dando
origem a quatro diferentes isoformas; o gene para K-RAS da origem a duas delas por splicing
alternativo: K-Ras4A e K-Ras4B. Essas proteinas sdo comumente mutadas em céanceres
humanos, sendo tais mutacdes presentes em cerca de 30% de todos os tumores sélidos. De
acordo com o banco de dados COSMIC (Catalog of Somatic Mutations in Cancer) (Forbes et
al 2011) K-Ras é o mais frequentemente mutado (22%), seguido por N-Ras (8%) e por H-Ras
(3%). In vitro é bem conhecido que o oncogene Ras induz senescéncia de células primarias
por meio da ativacdao das vias supressoras de tumor p53/p21CIP1 e/ou p16'NK4A/Rb. A
transformacdao maligna requer uma iniciacdo prévia, que inclui inativacdo dessas vias
(Karnoub & Weinberg 2008).

Ras sdo proteinas transdutoras de sinais, sendo as vias de MAPK, PI3K e as proteinas
Ral seus principais alvos downstream. Elas sofrem ciclos de ativacdo e inativacdo dirigidos
principalmente pela taxa de cdmbio GDP/GTP e pela taxa de hidrélise de GTP. Sua regulagdo
se da por fatores de troca de nucleotideos guanina (GEFs- Guanine nucleotide Exchange
Factors), os quais promovem dissociacdo de GDP e ligacdo a GTP, e proteinas ativadoras de
GTPases (GAPs — GTPases-Activating Proteins), as quais aceleram a hidrélise de GTP mediada
por Ras. As mutacdes que tipicamente ocorrem em canceres, no cédon 12, 13 ou 61,
favorecem a estabilizacdo da forma ligada a GTP, o que consequentemente leva a producao
de um pool de proteinas Ras constitutivamente ativas que transmitem um sinal dominante
(Prior et al 2012; Pylayeva-Gupta et al 2011). Um numero crescente de evidéncias sugere
que diferentes mutagcdes nesses alelos afetam sua oncogenicidade. Estudos realizados em

animais, cultura de células e amostras humanas sugerem que a presenca de Cys no alelo 12



32

estd associada a uma baixa atividade transformante, enquanto que a presenga de Val e Asp
estd associada a propriedades oncogénicas mais agressivas (Miller & Miller 2011). Além
disso, existe um padrdo de incidéncia de ativacdo/mutacdo de Ras que predomina em
determinados tipos de cancer: mutacdes em H-RAS sdo associadas a tumores de pele e de
cabeca e pescoco; mutacdes em K-RAS sdo frequentemente encontrados em tumores
coloretais, carcinoma de pulmdo e carcinomas pancreaticos; muta¢cdes em N-RAS sdo mais
comuns em malignidades hematopoiéticas (Pylayeva-Gupta et al 2011).

A estrutura geral das proteinas Ras consiste de um nucleo hidrofébico de seis folhas
beta e cinco alfa hélices interconectadas por dez loops. Cinco deles estdo intimamente
envolvidos na afinidade a GTP e em sua hidrdlise. Dentre outros aminoacidos, GIn61 esta
presente em um desses loops e sabidamente estabiliza o estado de transi¢cao da hidrélise de
GTP a GDP, além de participar da orientacdo do ataque nucleofilico no fosfato-y de GTP.
Dessa forma, muta¢Ges nesse residuo reduzem a taxa intrinseca de hidrélise de GTP. Ja
mutacdes nos residuos 12 e 13 impedem a formacdo de ligacdes de van der Waals entre Ras
e GAP, além de interferir com a orientacdo correta do residuo GIn61 (Karnoub & Weinberg
2008; Pylayeva-Gupta et al 2011).

As quatro isoformas de Ras sao mais de 90% idénticas nos primeiros 168-169
aminoacidos (dominio G), mas sdo altamente divergentes nos 20 aminoacidos C-terminais,
conhecidos como HVR (HiperVariable Region). Para sua ancoragem a membrana, proteinas
Ras sofrem farnesilacdo e palmitoilacdo na HVR, o que é requisito para sua atividade. Além
disso, essas proteinas sofrem diversas outras modificacdes pds-traducionais como
fosforilagdo, nitrosilagdo, ubiquitinacdo e isomerizacao peptidil-prolil. Em conjunto elas sdo
requeridas para o trafego e localizacao de Ras dentro da célula e algumas até mesmo afetam

a taxa de troca GTP/GDP. Apesar de ja se passarem trés décadas desde a descoberta de Ras
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como um oncogene, até hoje ndao foram desenvolvidos agentes terapéuticos efetivos
direcionados a Ras. As vias de modificacGes pds-traducionais sdo atualmente um dos alvos

terapéuticos mais promissores nesse sentido (Ahearn et al 2012; Downward 2003).

1.4 Mecanismos intrinsecos de supressao de tumor

O surgimento de células com mutag¢des potencialmente perigosas e/ou proliferacdo
celular aberrante pode acionar mecanismos celulares de defesa como indu¢do de morte
celular por apoptose ou autofagia. Programas que levam a parada no ciclo celular como
senescéncia ou até mesmo diferenciacdo podem também ser acionados com esse mesmo
intuito. Alids, suportado por vdrias evidéncias, a habilidade de contornar essas vias é
considerada a principal barreira que o cancer precisa superar.

Autofagia é primariamente um processo celular de sobrevivéncia no qual organelas
sdo degradadas em lisossomos para reciclagem de aminodcidos e energia, ativado em
resposta a privacdo de nutrientes ou outros estresses. Quando totalmente executado, pode
resultar em morte celular. Esse processo tem sido largamente relacionado ao cancer, sendo
estimulado por supressores de tumor e inibido por proto-oncogenes. Além disso, defeitos
em alguns de seus mediadores celulares sdao associados ao desenvolvimento de neoplasias.
Enquanto que antagonicamente a inducdo de autofagia representa também um mecanismo
de sobrevivéncia de determinados tumores a agentes anticancer, sua inducdo excessiva
potencialmente resulta na eliminacdo dessas células (Chen & Karantza-Wadsworth 2009;
Dikic et al 2010).

A marca caracteristica da senescéncia é a parada irreversivel no ciclo celular

geralmente disparada em resposta a estimulos oncogénicos. Células senescentes geralmente
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adotam uma morfologia alargada e exibem atividade de beta-galactosidase associada a

senescéncia (SA-B-Gal). Além disso, muitas vezes passam a expressar a CKl p16™

, a qual
orquestra a formacdo de heterocromatina associada a senescéncia (SAHF) que por sua vez
silencia genes requeridos na progressao do ciclo celular. Células senescentes adquirem
também um fendtipo secretério (SASP — Senescence Associated Secretory Phenotype),
liberando citocinas, fatores de crescimento e proteases. Essa caracteristica confere a elas
funcdo de comunicar dano celular e disfun¢bes aos tecidos circundantes, além de
participacdo nos processos de reparo e regeneragao. SASP também estd associada a diversas
caracteristicas do envelhecimento do organismo (Rodier & Campisi 2011). Além disso,
muitos agentes quimioterapicos ja foram reportados induzindo senescéncia em tumores,
estando associado ao sucesso no tratamento. O desenvolvimento de drogas direcionadas a
inducdo de senescéncia em vez de morte celular pode oferecer uma alternativa de menor
toxidez (Collado & Serrano 2010).

O processo de diferenciacdo remove as células se sua atividade proliferativa, mas as
mesmas ainda se mantém integras e funcionais. Dessa forma elas podem assumir uma
funcdo mais especializada sem ter que gastar energia no dispendioso processo de divisdo
celular. Além de seu papel essencial na constituicdo de tecidos e 6rgaos, o programa de
diferenciacdo pode também ser acionado para prevenir a proliferacdo de células danificadas
e manter a estabilidade gen6mica do organismo. Embora pouco referido, este é um
relevante mecanismo supressor de tumor durante o desenvolvimento e provavelmente
opera também no organismo adulto. Ha terapias que fazem uso de agentes que induzem
diferenciacdo em tumores, por exemplo, o tratamento de leucemia promielocitica aguda
com o uso de retindides. Inibidores de histona deacetilases e agonistas de PPARy

(Peroxisome proliferator-activated receptor y) também tém se mostrado efetivos em induzir
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diferenciacdo (e consequentemente parada no ciclo celular) em tumores sélidos (Cruz &

Matushansky 2012; Stiewe 2007).

1.4.1 Apoptose

O termo apoptose, do grego, significa “queda de folhas” é um programa de morte
celular de multiplas vias e passos, responsavel pelo controle do nimero de células durante o
desenvolvimento e também no organismo adulto. Em média, o corpo humano adulto gera
aproximadamente 60 bilhdes de células por dia; um numero igual precisa morrer por
apoptose para a manutencao da homeostase. Esse tipo de morte celular é também um dos
principais mecanismos de defesa anticancer (Cotter 2009).

Dano no DNA, defeitos na sinalizagdao e outros estresses intracelulares sao capazes de
induzir via apoptdtica mitocondrial. Esta é conhecida como via intrinseca e é a mais
frequentemente usada pelas células. Caracteristicamente, ha participacdo de proteinas pro-
apoptéticas da familia BCL-2, como BAD, BID, BAX e BIM, bem como permeabilizacdo da
mitocondria com consequente libera¢do de citocromo c para o citoplasma, o qual se associa
com Apafl e caspase 9 para formar o apoptosoma. Ja as vias extrinsecas sdo ativadas por
proteinas sinalizadoras (os “ligantes morte”) por meio de receptor de membrana e sdo
principalmente usadas durante o desenvolvimento embriondrio e pelo sistema imune.

Embora exista apoptose independente de caspases, estas proteases desempenham
papel central na maioria dos casos. As caspases iniciadoras (caspase 8 na via extrinseca e
caspase 9 na intrinseca) sdo as primeiras a serem ativadas apds estimulo apoptdtico e sdo
responsaveis pela clivagem e consequentemente ativacdo das caspases efetoras (caspases 3,

6 e 7), as quais por sua vez clivam os “substratos morte”: a lamina nuclear, o que leva a
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condensacdo da cromatina e encolhimento do nucleo; inibidor da DNase CAD; ICAD (outro
fator de fragmentacdo do DNA); substratos que levam a liberacdo de endonucleases;
proteinas citoplasmdticas como actina, plectrina, Rho quinase 1 (ROCK1) e gelsolina,
responsaveis pela fragmentacdo celular e formacdo de corpos apoptéticos (Igney &
Krammer 2002).

A ativacdo dos substratos morte leva as mudancas morfoldgicas tipicas de células
apoptoéticas, como encolhimento da célula, condensacdo da cromatina, fragmentacao
nuclear e celular. Dentre as altera¢des bioquimicas, muitas delas usadas como marcadores
de apoptose, estdo a fragmentacdo do DNA, externalizacdo do lipideo de membrana
fosfatidilserina da face interna para a externa (sinal de reconhecimento para células
fagociticas engolfarem as apoptdticas), atividade de caspases, a deteccdao de quebras Unicas
no DNA e perda de potencial de membrana mitocondrial (Galluzzi et al 2012; Perl et al

2005).

1.5 Espécies reativas de oxigénio, sinaliza¢gao e cancer

Espécies reativas de oxigénio (ROS — Reactive Oxygen Species) historicamente tém
sido consideradas agentes patoldgicos que podem reagir e danificar macromoléculas
bioldgicas como o DNA, proteinas e lipideos. No entanto, um crescente nimero de relatos
tem demonstrado que a producdo endégena desses agentes redox é finamente regulada e
gue constitui importante mecanismo sinalizador. Flutuagdes transientes de espécies reativas
tém funcdo regulatéria, enquanto que quando presentes em niveis altos e sustentados
podem resultar em estresse oxidativo. O aumento de ROS suscita um amplo espectro de

respostas, desde proliferacdo, migracdo, parada do crescimento, senescéncia ou morte. O



37

destino vai depender do tipo celular, da magnitude da dose e de sua duracdo (Halliwell
2007; Martindale & Holbrook 2002). H4 muito tempo ja é conhecida a importancia da
geracdo de ROS em organelas especializadas como fagossomos (usados para matar
patégenos) em células especializadas do sistema imune, e peroxissomos, onde ocorrem
reagOes de oxidagdo catabdlica. Mais recentemente foi demonstrado o incrivel papel da
sinalizacdo redox em processos fisiolégicos como o ciclo circadiano, atuando ha bilhGes de
anos nos mais diversos organismos (Dickinson & Chang 2011; Edgar et al 2012).

Superdxido (0,"), perdxido de hidrogénio (H,0,), acido hipocloroso (HOCI), oxigénio
singleto (*0,), perdxidos lipidicos (ROOH), ozénio (O3) e radical hidroxila (OH") s30 umas das
principais espécies reativas de oxigénio em sistemas vivos. As células fazem uso de sistemas
naturais para combater o acumulo dessas espécies reativas, incluindo moléculas nao
enzimdticas como glutationa, vitaminas A, C, D, E e flavondides, bem como enzimas
superéxido dismutases (SOD — Superoxide dismutases), catalases, peroxiredoxinas (Prx),
tioredoxinas (Trx) e glutationa peroxidases (GPx). A funcdo destas como participantes ativos
da sinalizacdo redox é um tema emergente. Como exemplo, a proteina ASK1 (Apoptosis
Signal-regulated Kinase 1) normalmente encontra-se ligada a Trx por meio de pontes
dissulfeto, mas sob estresse oxidativo, Trx é oxidada e subsequentemente dissociada de
ASK1. Na forma livre, ASK1 pode induzir seus efetores downstream tais como JNK e p38-
MAPK, requeridos para morte celular. No mesmo sentido, Prxs podem ligar e modular a
atividade de diversas proteinas como receptor de andrdgeno, c-Abl, INK e PTEN, além de
participarem na modulacdo do ciclo circadiano (Dickinson & Chang 2011; Finkel 2011;
Martindale & Holbrook 2002).

Fisiologicamente, ROS podem ser geradas na mitocondria pela imperfeicdao do fluxo

de elétrons da cadeia de transporte de elétrons, resultando na geracao ocasional de H,0, e
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0,". No reticulo endoplasmatico as glicoproteinas Erol, que iniciam a formacdo de pontes
dissulfeto para enovelamento de proteinas, utilizam O, como aceptor de elétrons, gerando
um equivalente de H,0, para cada ponte dissulfeto catalisada. Em membranas celulares, as
NADPH oxidases (Nox) e as Duox (Dual oxidases) constituem uma das principais fontes de
0,"" e H,0, fisioldgico. Outras fontes de producdo de ROS incluem enzimas intracelulares

como xantina oxidase, ciclooxigenases, citocromo p450 e lipoxigenases, que produzem

oxidantes como parte de sua fun¢do enzimdtica normal (Dickinson & Chang 2011; Finkel

2011).
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Figura 1.3 Reag¢des de ROS primdrios em residuos de cisteina. Redugdo de um elétron de oxigénio molecular,
tanto na cadeia de transporte de elétrons (CTE) ou via NADPH oxidases (Nox), gera superéxido ([0,]7), o qual é
convertido a perdxido de hidrogénio (H,0,) pela superdxido dismutase (SOD) ou por dismuta¢do espontanea
em solugdo aquosa. A enzima mieloperoxidase (MPO) pode converter H,0, a acido hipocloroso (HOCI),
altamente reativo. Tidis de residuos de cisteina em proteinas podem ser oxidados via ataque nucleofilico de
H,0, ou HOCI, levando a geragdo de forma sulfénica (RSOH), a formac¢do de ligagdo dissulfeto intra- ou
intermolecular ou de espécies sulfinicas (RSO,H); sob grande estresse oxidativo pode haver também geragdo de
espécies sulfénicas (RSO3H). Para os produtos de oxidagdo em azul sabidamente existem vias que revertem sua
modificacdo redox, enquanto que o produto em vermelho é irreversivelmente modificado. Figura modificada
de Dickinson e Chang (2012).
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Quando geradas em niveis mais altos, espécies reativas de oxigénio podem promover
modificacbes pods-traducionais em proteinas redox-sensiveis, sendo a principal delas a
oxidacdo de grupos tiol de cisteinas (figura 1.3) (Finkel 2011).

O papel de oxidantes na sinalizacdo celular comecou com observacdes, na década de
90, de que producdo de H,0, era essencial para a sinalizacdo mitogénica normal, o que foi
posteriormente atribuido a inibicdo de fosfatases como PTEN e PTB-1 (moduladoras
negativas de vias mitogéncias) por oxidacdo de determinados residuos de cisteina. Outras
moléculas sinalizadoras sdo também alvos diretos de espécies reativas. Além disso, a
localizagdo subcelular de fatores de transcricdo como Nrf2 e FoxO, os quais ativam a
expressao de varios genes antioxidantes, é alterada de acordo com o estado redox da célula.
(Dickinson & Chang 2011).

O desequilibrio entre pro-oxidantes e antioxidantes pode levar a estados patoldgicos
como o cancer. Niveis aumentados de ROS ativam vias de proliferacdo e sobrevivéncia como
ERK/MAPK e PI3K-AKT e niveis muito aumentados podem promover oxidacdo de cisteinas
criticas em p53, inibindo sua atividade transcricional. Aumento no potencial metastatico de
tumores ja foi observado pela modulacdo de proteinas como ICAM-1 (Intercellular Adhesion
Protein-1), metaloproteases e proteinas sinalizadoras como Rac-1. ROS também podem
induzir a producdo de fatores angiogénicos e inflamatdrios e favorecer quimioresisténcia,
aumentando os niveis de antioxidantes pela ativacdo transcricional de Nrf2. De fato, alguns
tumores malignos in vivo apresentam estado oxidativo mais elevados do que células normais
(Halliwell 2007; Mates et al 2008).

Por outro lado, a administracdo de antioxidantes em pacientes com cancer é
controverso. Em estudo clinico com cancer de cabeca e pesco¢o, apds tratamento

radioterdpico tumores tenderam a reincidir com administracao de B-caroteno e a-tocoferol
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(Bairati et al 2005). Em outros testes clinicos, a administra¢cdo de antioxidantes em fumantes
aumentou o risco de desenvolvimento de cancer de pulmao (Albanes et al 1996; Omenn et
al 1996). Muitos dos agentes quimioterapicos correntemente em uso causam estresse
oxidativo nos tumores, o que parece contribuir tanto para seus efeitos anticdncer quanto
para alguns efeitos colaterais. Quando melhor entendermos os mecanismos de acdo de
espécies reativas em sistemas bioldgicos, a determinacdo do status oxidativo dos tumores

podera guiar na escolha do tratamento mais adequado em cada caso (Halliwell 2007).

1.5.1 NADPH oxidases

NADPH oxidases (Nox) sdo classicamente conhecidas como importantes produtores
de ROS na eliminagdo fagocitica de patégenos durante a resposta imune. A descoberta de
uma vasta gama de isoformas em praticamente todo tipo celular sugeriram que essas
enzimas tinham papéis mais gerais. Hoje se sabe que desempenham importantes fungdes
fisiolédgicas em mamiferos modulando vias se sinalizagdo redox-sensiveis, mas que estao
também associadas a doencas como aterosclerose, hipertensdo, artrite, Alzheimer,
sindromes respiratdrias e cancer (Jiang et al 2011).

O dominio catalitico das NADPH oxidases (Nox) sdo glicoproteinas integradas a
membrana que possuem na metade N-terminal seis a-hélices transmembranares
coordenadas por dois grupos heme e, na metade C-terminal, dominio citoplasmatico com
sitios de ligacdo a NAD(P)H e FAD. Atualmente em mamiferos sdo conhecidos sete membros
dessa familia: Nox1-5 e as oxidases duais (Dual oxidases) Duoxl e 2. As Nox 1, 2,3 e 5
produzem O,"” a partir de oxigénio molecular juntamente com a oxidacdo de NAD(P)H,

enguanto que Nox4 e as Duox produzem H,0, (Jiang et al 2011; Takeya & Sumimoto 2006).
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O esqueleto do complexo NADPH oxidase de fagdcitos é formado pelo citocromo

PhoX) e pela proteina de membrana

p558, que consiste em duas subunidades de Nox2 (gp91
p22P"°* Sob ativacdo, uma subunidade organizadora, a p47°", e uma ativadora, a p67°">,
bem como a pequena GTPase Racl, translocam para a membrana a ativam o citocromo

zphox

p558. Nox1 também forma complexo com p2 , mas torna-se ativo na presenca da

7phox

subunidade organizadora Noxol (isoforma de p4 ) e da ativadora Noxal (isoforma de

PhoX ' mas é capaz de produzir 0, sem subunidade

p67°"). Nox3 complexa com p22
organizadora ou ativadora, embora sua atividade possa ser aumentada na presenga de
p47ph°x e Noxol. Nox5 é ativada por Ca’t e ativacao de Nox4 ainda é pouco conhecida. Em
células fagociticas, bem como em alguns outros tipos celulares, PKC medeia fosforilacdo de
p47ph°x, essencial para ativacdo de NADPH oxidase. O sistema Nox pode também ser

regulado transcricionalmente sob diversos estimulos (Jiang et al 2011; Takeya & Sumimoto

2006).

1.6 FGFs

FGFs (Fibroblast Growth Factors - FGFs) sdo fatores de crescimento de acdo
intracrina, pardacrina, autdcrina e/ou enddcrina que apresentam uma grande diversidade de
atividades bioldgicas de suma importancia no desenvolvimento embrionario e metabolismo,
além de patologias como o cancer. A familia de FGFs possui 22 membros agrupados em sete
subfamilias, todos compartilhando um nucleo homélogo de 120-130 aminodcidos
organizados em 12 folhas beta antiparalelas, flanqueadas por amino e carboxiterminais
divergentes, os quais geralmente conferem as diferencas bioldgicas entre eles. Quatro

membros, FGF11-14, sdo incapazes de ligar receptores transmembrana, mas desempenham
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acdo intracrina, regulando intracelularmente a funcdo de canais de sdédio voltagem
dependentes. FGF19, FGF21 e FGF23 funcionam endocrinamente regulando a homeostase
de acido biliar, colesterol, glicose, vitamina D e fosfato. FGFs de acdo pardcrina tém um sitio
de ligacdo a heparan sulfato glicosaminoglicano (HSGAG); FGFs enddcrinos apresentam
cristas nesse mesmo sitio que reduz estericamente a ligacdo a HSGAG e isso lhes permite
circular sistemicamente. (Beenken & Mohammadi 2009; Itoh & Ornitz 2011).

Dezoito membros da familia de FGFs sdo capazes de ligar e ativar quatro receptores
tirosina quinase altamente conservados, os FGFRs (Fibroblast Growth Factor Receptors).
Existe ainda um quinto receptor relacionado, o FGFR5, também conhecido como FGFRL1
(Fibroblast Growth Factor Receptor Like 1), o qual ndo apresenta dominio tirosina quinase
intracelular e parece desempenhar apenas funcdo regulatéria negativa sobre os demais
receptores. FGFR1-FGFR4 contém trés dominios semelhantes a imunoglobulinas (DI, DIl e
DIIl) na porgdo extracelular, com uma regido acida entre os dominios | e Il (acid box). O
dominio | e o acid box tém importante papel na autoinibicdo do receptor. Ja os dominios Il e
lIl consistem no sitio de ligacdo ao ligante. DIl dos receptores FGFR1-3 pode sofrer splicing
alternativo gerando isoformas com diferentes especificidades de ligacdo: lllb ou lllc. As
primeiras sao predominantes em células de origem epitelial e as ultimas em células
mesenquimais. Em seguida ha o dominio transmembranar e o dominio tirosina quinase
intracelular que transmite o sinal para o interior da célula (Wesche et al 2011).

FGFs ligam a polissacarideos carregados negativamente via interacdo eletrostatica e
por outros mecanismos ainda ndo conhecidos. Heparan sulfato proteoglicanos (HSPG)
inseridos na membrana protegem FGFs de degradacdo e também medeiam a ligacdo FGF-
FGFR. A sinalizacdo disparada por essa via estd esquematizada na figura 1.1. Outras

proteinas como RSK2 (p90 Ribosomal protein S6 Kinase 2), STATS (Signal Transducers and
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Activators of Transcription) e Src podem também ser diretamente ativadas por FGFRs
(Turner & Grose 2010; Wesche et al 2011).

FGF2 foi originalmente isolado de extrato de pituitaria e identificado como mitdégeno
(Armelin 1973). FGF2 age paracrinamente e esta envolvido em uma diversidade de efeitos
bioldgicos como cicatrizacdo de feridas, angiogénese, hematopoiese e neuroprotecao. Existe
também uma série de evidéncias da participacdo de FGF2 no desenvolvimento de tumores.
Ele ja foi encontrado superexpresso em melanomas, cancer de préstata, cancer de mama,
sendo até mesmo detectado no plasma de alguns pacientes com cancer. A secrecao
pardcrina de FGF2 por células tumorais pode estimular células endoteliais e induzir
angiogénese. FGF2 também foi relacionado a resisténcia a quimioterapia por regular
positivamente vias anti-apoptdticas e de sobrevivéncia (Turner & Grose 2010). Apesar de
contra-intuitivo, FGF2 ja foi também relatado inibindo o crescimento de linhagens de células
tumorais, induzindo morte, senescéncia ou até mesmo diferenciacdo (tabela 1). Seu
mecanismo supressor de tumor nesses casos, se bem estabelecido, pode resultar na
identificagdo de alvos terapéuticos interessantes e talvez nunca antes descritos.

Em nosso laboratério, foi demonstrado que FGF2 inibe irreversivelmente a
proliferacdo de células de camundongo malignas dependentes de Ras, enquanto que
antagonicamente estimula a proliferacdo de células murinas imortalizadas (Costa et al 2008).
O efeito antiproliferativo de FGF2 foi observado tanto na linhagem de células malignas Y1
(Yasumura et al 1966), derivada de carcinoma adrenocortical de camundongo, que exibem
um fendtipo maligno dependente da amplificacdo do proto-oncogene K-Ras; e também em
células B61 (Kovary et al 1989), fibroblastos murinos 3T3 transfectados com H-RasV12.
Nessas células, o estresse promovido por FGF2 mostrou ser dependente da atividade de

RhoA, de Src e da atividade tirosina quinase de FGFR, mais especificamente FGFR1 (Costa et
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al 2008; Salotti 2009). Interessantemente, a selecdo de clones de Y1 resistentes a FGF2
resultaram em raras sublinhagens caracterizadas pela perda da superexpressao de K-Ras,
baixa tumorigenicidade e dependéncia de FGF2 para crescimento (Matos 2007). Isso sugere

que FGF2 dispara um robusto mecanismo supressor de tumor em células malignas murinas

dependentes de Ras.

Tabela 1. Estudos com células tumorais inibidas por FGF2.

Linhagens Origem Constatagoes gerais Referéncia
Carcinoma FGF2 exdgeno, bem como FGF2 autosecretado,
, S . - Chen et al.
CG-1 nasofaringeo provoca inibicdo dose dependente da proliferagdo de (1995)
humano CG-1 via FGFR1.
Carcinoma de FGF2 estimula a proliferagdao de MCF-7, enquanto
h ini i MCF-7 f
MCE-7 mama ,umano que inibe o cr.esumen.to de‘ C :crans ectadas com Liu et al. (1998)
(metastase v-H-ras, efeito associado a ativagdo sustentada de
pleural) MAPK.
Carcinoma ductal MDA-MB-134 expressa altos niveis de mRNA de
MDA-MB- de mama FGFR1 e FGFR4 e seu crescimento é inibido por FGF1 | McLeskey et al.
134 humano ou FGF2. OBS: nessa linhagem ja foi descrita mutacdo (1994)
ativadora em K-Ras (Prosperi et al 1990).
FGF2 atrasa a progressdo no ciclo celular em G2 por
SK-N-MC Neuroepitelioma prevenir a fosforilagdo de CDC25C e consequente Smits et al.
humano ativacdo de CDC2; seus efeitos sdo similares a (2000)
ativacdo de checkpoint de dano no DNA.
T
- umores FGF diminui a proliferagdo de células de sarcoma de
Varias humanos da . L L . Sturla et al.
. e Ewing, tanto in vitro quanto in vivo, induzindo
linhagens | familia sarcoma (2000)
. apoptose e necrose.
de Ewing
Restauragdo da expressao de FGFR2 IlIb diminui os
HSY Adenocarcinoma | niveis de fosforilagdo de FRS2 sob estimulo com FGFs, Zhang et al.
salivar humano promovendo diferenciagdo e apoptose de células (2001)
HSY.
T
Virias hurl;?:or:s:ja FGFZ.induz apoptose de forr’fma caspase-dependentg e Westwood et
- . p53-independente dessas células, provavelmente via
linhagens | familia sarcoma ~ . al. (2002)
. modulagao positiva de receptor morte.
de Ewing
FGF2 inibe o crescimento, induz diferencia¢do
Tumor de Askin miuronal e apoE)tose de ceIuIast SK-GMS, com Kim et al.
SK-GMS humano reducdo de expressao de Bcl-2 e ativagdo de caspase- (2004)
3; Ha participagdo das vias ERK1/2 e JNK no
fendmeno.
FGF2 promove parada de crescimento se células RCS
Condrosarcoma em G; com envolvimento da via FGFR/Ras/ERK; sob Krejci et al.
RCS , ‘. ~ .
de rato seu estimulo ocorre também induc¢do transcricional (2004)
de ciclina D1, acimulo de p21 (CIP1) e de p27 (KIP1).
Tumor de FGF2 promove transicdao G;—>S, mas induz um
L , . . Costa et al.
Y1 adrenocortex de bloqueio irreversivel de células Y1 no ciclo celular, (2008)
camundongo efeito dependente de Ras e de RhoA.
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Quanto aos efeitos no ciclo celular, ao mesmo tempo que FGF2 estimula a progressao
Go/G1~>S, ele também induz atraso na fase S e bloqueio irreversivel na fase G, do ciclo de
células Y1. Embora promova arresto em G,, observamos que FGF2 induz o crescimento
celular em termos de massa e volume, aumentando os niveis de proteinas/célula. Além
disso, por espectrometria de massa foi visto que FGF2 induz aumento de expressdao de
proteinas relacionadas a sintese protéica e de estresse proteotdxico. Em conjunto esses
resultados sugerem que FGF2 ataca especificamente células malignas murinas dependentes

de Ras ao afetar a homeostase de proteinas e induzir estresse proteotdxico (Dias 2012).

1.7 PMA

O éster de forbol PMA (Phorbol-12-myristate-13-acetate), também conhecido como
TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate), é um diterpeno originalmente isolado do dleo
da semente da planta Croton tiglium (familia Euphorbiaceae), sendo de grande interesse em
pesquisa por sua atividade promotora de tumor em modelo de carcinogénese em pele de
camundongos (Goel et al 2007; Griner & Kazanietz 2007).

Promotores de tumor ndo sdo carcinogénicos por si, mas promovem rapido
crescimento de tumores quando administrados cronicamente a pele de um animal
previamente tratada com um composto mutagénico (iniciador). O iniciador altera
irreversivelmente as células tratadas enquanto o efeito do promotor é reversivel. O
promotor permite e aumenta o desenvolvimento de tumores benignos ou papilomas por
expansao clonal das células iniciadas, que podem posteriormente progredir para carcinomas

(Goel et al 2007; Griner & Kazanietz 2007).
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A propriedade promotora de tumor ou cocarcinogénica de 6leo da semente de
créton ja é conhecida desde o inicio da década de 40, junto com o estabelecimento dos
primeiros protocolos de modelo de carcinogénese in vivo (Goel et al 2007). Em 1977,
Nishizuka e colaboradores fizeram as primeiras descri¢cdes da proteina quinase C (PKC) (Takai
et al 1977), o que hoje é considerado um marco na pesquisa em transducdo de sinais.
Aproximadamente no mesmo periodo, muitos pesquisadores investiam esforcos em
desvendar os mecanismos moleculares da promog¢do de tumor induzida por PMA, até que
foram descritas as caracteristicas cinéticas de um receptor celular para esse composto
(Delclos et al 1980; Driedger & Blumberg 1980), que posteriormente foi reconhecido como
sendo PKC (Castagna et al 1982; Nishizuka 1984). Esta foi a primeira evidéncia sélida do
envolvimento de uma proteina quinase em carcinogénese (Griner & Kazanietz 2007). Com o
avanco das investigacoes, foi sugerido que ésteres de forbol apresentam agao pleiotrdpica,
agindo como promotor de tumor em células iniciadas e induzindo ou inibindo diferenciacdo
em determinadas populacdes (Jetten 1989; Lotem & Sachs 1979).

Além de PKC, varias outras proteinas com dominio C1 (ver secdo 1.1.3) apresentam
os requerimentos estruturais para ligacdo a ésteres de forbol e DAG, como proteina quinase
D, GEFs do tipo RasGRPs (Ras Guanyl nucleotide-Releasing Proteins), quimerinas,
diacilglicerol quinases (DGKs) e Munc13, proteinas que participam de vias mitogénicas, de
motilidade, sobrevivéncia e diferenciacdo. Dessa forma muito cuidado deve ser tomado na
hora de interpretar efeitos ndo dependentes de PKC disparados por ésteres de forbol (Griner
& Kazanietz 2007).

S3ao numerosos e diversos os relatos de ésteres de forbol inibindo células tumorais.
Os primeiros deles datam do final da década de 70 e inicio da década de 80 em células

leucémicas mieldides e de cancer de mama (Huberman & Callaham 1979; Lotem & Sachs
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1979; Osborne et al 1981). Esses estudos observam uma relacdo direta entre tal inibicdo e a
atividade promotora de tumor de diferentes ésteres de forbol. Em seguida, um numero

crescente de estudos vem descrevendo efeitos inibitorios (diferenciacdo, apoptose,

senescéncia) de ésteres de forbol em células tumorais de varios tipos (tabela 2).

Tabela 2. Estudos com células tumorais inibidas por PMA.

Linhagens Origem Constatagoes gerais Referéncia
Leucemia Esteres de forbol com atividade promotora de
. - L . . . - Huberman e
HL-60 promielocitica | tumor inibem crescimento e induzem diferencia¢do
s . Callaham (1979)
humana mieldide de células HL-60.
MCF7,
BT20, PMA induz apoptose independente de p53, com
SKBR3, Cancer de aumento de expressdo de p21 (CIP1) e Bax. Tal Li et al, (1998)
MDA-MB- mama humano toxidez de PMA se mostrou mais acentuada em ’
231, MDA- linhagens com maior habilidade metastatica.
MB-453
DangG, Sob estimulo com PMA, PKC alfa é ativada,
AsPc, Cancer de desencadeando parada permanente em G, por Detjen et al.
Pancl, pancreas indugdo de p21, inibicdo de CDK2 e hipofosforilagdo (2000)
Capan2 de pRb.
R Aumento sustentado de atividade de JNK e ativagdo
Cancer de N ] . . Engedal et al.
LNCap oréstata de caspases sdo requeridos para apoptose induzida (2002)
por PMA em células LNCap.
Via PKC, PMA promove aumento de expressao
Cancer géstrico transcricional de Nur77, bem como sua translocagao
BGC-823 humano para a mitocéndria com conseqliente liberacdo de | Wu et al. (2002)
citocromo c e iniciagdo de apoptose em células
BGC-823.
PMA e PEPOOS, outro éster de forbol, induzem
senescéncia via ativa¢cdo de PKC e de MAPK, com
aumento de expressdo de p21 (CIP1),
D04, D08, - ) ) .
MM127, Melanoma dejsfosforllagao de pRb e S|Ie'n(.:|.amento Cozzietal.
MM455 humano transcricional de E2F-1; a susceptibilidade a esses (2006)
ésteres de forbol requer presenca de mutagdo
ativadora em NRAS ou BRAF e baixos niveis de
HREV107, um inibidor de MAPK.
Tratamento com PMA em células no inicio de G;
impede a progressdo em S e induz parada em G,
mediada por PKC delta, aumento de p21, Nakagawa et al.
H358 e Cancer de hipofosforilagdo de Rb e modulagdo negativa de (2005)
H441 pulmao ciclina A; células tratadas no final de G; ouem S Oliva et al.
sofrem parada permanente em G2/M, seguido de (2008)
senescéncia, efeito mediado por PKC alfa também
via aumento de expressado de p21.
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Em nosso laboratério, observamos que PMA tem efeito citotdxico em células Y1 e
B61, linhagens murinas malignas dependentes de Ras, descritas na se¢do anterior (1.6).
Por outro lado, esse éster de forbol ndo afeta a viabilidade de células murinas imortalizadas.
Além disso, o efeito citotoxico de PMA foi visto ser dependente da atividade de PKC (Matos
2007). Os esforgos em detalhar os mecanismos moleculares envolvidos nesses efeitos sdo de
grande relevancia, principalmente considerando que PMA esteve em fase | de teste clinico

para canceres hematoldgicos (Han et al 1998; Schaar et al 2006; Strair et al 2002).

1.8 Queratindcitos e a linhagem celular HaCaT

A epiderme, camada mais externa da pele, é constituida na maior parte por
gueratindcitos, que formam um epitélio escamoso estratificado (figura 1.4). Queratindcitos
da camada basal sdo capazes de proliferar, expressam queratinas 5 e 14 (K5 e K14) e
apresentam expressdo polarizada de integrina a6B4. Queratindcitos suprabasais ndo mais
proliferam, mas ainda sdo metabolicamente ativos. As células da camada espinhosa, que
possuem esse nome por apresentar numerosos desmossomos, possuem um padrdo
diferente de expressdao de queratinas: agora ha o predominio das queratinas K1 e K10, as
quais formam filamentos de citoesqueleto que se agregam em finos feixes, os
tonofilamentos. Além disso, células dessa camada depositam proteinas de envelope, como
involucrina, na superficie interna da membrana plasmatica. A camada subsequente, a
granular, contém células com numerosos granulos lipidicos que sdo liberados no espaco
intercelular. Elas investem na sintese de proteinas como filagrina, uma proteina basica rica
em histidina envolvida na fusdo dos tonofilamentos para formar largos cabos

macrofibrilares, além de expressar loricrina, o principal componente proteico do envelope
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cornificado. Por Ultimo, a camada cérnea é composta de queratindcitos terminalmente
diferenciados, que sdo agora meramente esqueletos celulares, compondo uma barreira
insoluvel que eficientemente que protege a pele contra desidratacdo e ataque de

microorganismos (Fuchs 1990).

<€—— Estrato corneo Loricrina
Filagrina
<— (amada granular K3/KI2
) Involucrina
<— [strato espinhoso KI/KI0
€— ([amada basal Integrina aBB4
K5K14

Figura 1.4 Diferenciagdo de queratindcitos epidermais. Imagem histolégica do glossario online de
dermatologia da Universidade da Califérnia (UCSF).
(http://missinglink.ucsf.edu/Im/DermatologyGlossary/epidermis.html)

Queratindcitos também desempenham papel ativo na defesa imunoldgica do corpo.
Uma vez sofrida injuria na epiderme, queratinédcitos se tornam “ativados” e passam a
sintetizar fatores de crescimento e citocinas como TNFa (Tumor Necrosis factor alpha), TGFa
(Transforming Growth Factor alpha), IL-1 (Interleukin-1), IL-3 (Interleukin-3), |L-6 (Interleukin-
6), IL-8 (Interleukin-8), G-CSF (Granulocyte Colony Stimulating Factor), GM-CSF (Granulocyte
Macrophage-Colony Stimulating Factor) e M-CSF (Macrophage Colony Stimulating Factor),

que produzem efeitos de quimiotaxia em leucdcitos, efeitos paracrinos em linfdcitos,

fibroblastos e células endoteliais e efeitos autécrinos (Tomic-Canic et al 1998).
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Entre os fatores de crescimento, queratinécitos sabidamente respondem a EGF
(Epidermal Growth Factor) proliferando, degradando componentes da matriz extracelular e
tornando-se migratérios. Queratindcitos sdo também responsivos a outros fatores de
crescimento como FGFs, PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), |GF (Insulin-like Growth
Factor), NGF (Nerve Growth Factor), HGF (Hepatocyte Growth Factor) e TGF-B (Transforming
Growth Factor Beta), responsaveis pelo intricado balanco entre proliferacdo e diferenciacdo
da epiderme (Fuchs & Raghavan 2002; Hashimoto 2000). Dentre os FGFs, FGF7, também
conhecido como KGF (Keratinocyte Growth Factor) foi descrito pela primeira vez por Rubin
et al. (1989) como um fator de crescimento especifico de células epiteliais e hoje ele é
considerado um dos mais potentes estimuladores de queratindcitos. Anos depois foi
descoberto um novo membro da familia de FGF, o FGF10 (ou KGF2) cuja especificidade e
atividade mitogénica assemelha-se ao FGF7 (Emoto et al 1997; Yamasaki et al 1996).

A linhagem de queratinécitos HaCaT, utilizada na maior parte dos experimentos
desta tese, tem origem de células da periferia distante de um melanoma da costa de um
homem adulto. Trata-se de uma linhagem imortalizada espontaneamente, com alto poder
proliferativo, que ndo desenvolvem tumores in vivo e ndo crescem em suspensdo de
agarose. Foram inicialmente isoladas e mantidas em meio de cultura com baixas
concentracdes de célcio (0.2 mM) e altas temperaturas, dai seu nome, Human adult skin
keratinocytes propagated under low Ca** conditions and elevated Temperature (HaCaT). Nas
primeiras passagens essas células ainda mantinham-se sensiveis a alteracdes das condicoes
de cultura originais, mas apds cerca de 10 passagens desenvolveram independéncia tanto de
alteragdes na concentracado de cdlcio quanto de temperatura, sendo desde entdo cultivadas
em meio com altas concentragées de calcio (1.4 mM) (Boukamp et al 1988). Essa linhagem é

considerada um bom modelo para estudos de queratindcitos de pele por manter muita de
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sua capacidade de diferenciacdo in vivo, como observado em transplantes subcutdneos em
camundongos atimicos nude (Breitkreutz et al 1998), quanto em ensaios feitos em
monocamada de células in vitro (Deyrieux & Wilson 2007; Micallef et al 2009). Em cultura
organotipica, HaCaT chega a desenvolver rafts com alto grau de diferenciacdo, mas
apresenta deficiéncias na formacdo de estrato cérneo (Schoop et al 1999). Por ser de
facilmente transduzida com vetor retroviral e expressar Ras oncogénico ectopicamente sem
sofrer senescéncia, essa linhagem mostrou-se bastante adequada para os objetivos desta

tese.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Nos ultimos anos nosso laboratério relatou que linhagens celulares murinas malignas
dependentes de Ras oncogénico (K-Ras e H-Ras) sdo vulnerdveis a acdo citotéxica de ambos
FGF2 e PMA, por mecanismos moleculares diferentes, mas ainda ndo totalmente
esclarecidos. O objetivo geral desta tese foi verificar se estes efeitos citotdxicos de FGF2 e
PMA também ocorrem em linhagens celulares humanas, cujo fendtipo maligno é

dependente de Ras oncogénico.

2.2 Objetivos especificos

e A partir da linhagem HaCaT de queratindcitos humanos imortalizados, desenvolver
sublinhagens malignas de queratindcitos por transformacdao celular com H-Ras
oncogénico através de transducdo com vetor retroviral contendo construcdes de
expressao induzivel (ER:HRasV12) e também de expressao constitutiva. Constatar se
a susceptibilidade a toxidez de FGF2 e PMA condicionada por superativacao de Ras se
estende também a células humanas;

e Testar a linhagem parental HaCaT e suas sublinhagens transformadas por H-RasV12
para respostas a FGF2 e PMA, determinando os mecanismos celulares (proliferacao,
progressdo/parada no ciclo, morte) e moleculares (vias de sinalizacdo

diferencialmente ativadas) envolvidos nesses fen6menos.
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e Testar a toxicidade de FGF2 e PMA em treze linhagens celulares derivadas de
tumores humanos naturais que carregam mutagoes ativadoras em H-Ras, N-Ras e K-

Ras, certificadas pela ATCC.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Técnicas de cultura de células eucaridticas

3.1.1 Subcultivo

A linhagem de queratinécitos humanos espontaneamente imortalizada HaCaT
(Boukamp, 1988), gentilmente cedida pela pesquisadora Dra Luisa Lina Villa (na época a
servico do Instituto Ludwig), a linhagem humana HEK293 (Graham et al 1977), B61,
fibroblastos de camundongo 3T3 transfectados com H-RasV12 (Kovary et al 1989), A31
(Aaronson & Todaro 1968) e células empacotadoras anfotréficas ®nix foram cultivadas em
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) em 10% de soro fetal bovino (SFB) e com os
antibidticos sulfato de estreptomicina (100 mg/L) e ampicilina (25 mg/L). Para subcultura,
células HaCaT foram lavadas com PBSA-EDTA (NaCl 140 mM; KCI 2,7 mM; Na,HPO, anidro;
KH,PO4 1,5 mM; 0,68 mM EDTA — solucdo com pH 7,2) enquanto que as demais foram
lavadas em PBSA (NaCl 140 mM; KCI 2,7 mM; Na,HPO, anidro; KH,PO4 1,5 mM — solucdo
com pH 7,2), tratadas com tripsina e, apds se destacarem da placa, ressuspendidas em
DMEM com 10% de SFB para entdo serem distribuidas em garrafas ou placas, as quais foram
mantidas em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Da mesma forma se procedeu com
as linhagens tumorais humanas obtidas da ATCC (American Type Culture Collection —
Manassas, VA, EUA), sendo que para cada célula foi usado o meio de cultura préprio,
indicado na tabela 3. Para carenciamento e sicroniza¢do na fase Gy do ciclo celular, as células

foram incubadas com meio sem soro por 48h.
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Queratindcitos primarios humanos de prepucio de recém-nascidos transduzidos com
os oncogenes E6 e E7 de HPV (células E6E7), cedidos pela pesquisadora Luisa Lina Villa,
foram cultivadas em meio KSFM (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) suplementado com extrato
de pituitaria bovina e EGF. Para subcultura as células foram lavadas com PBSA-EDTA,
tratadas com tripsina e, apds se destacarem da placa, ressuspendidas em DMEM com 10%
de SFB, centrifugadas em velocidade branda por 5 min e entdo ressuspendidas em KSFM
para depois serem distribuidas em garrafas ou placas, as quais sdo mantidas em estufa a

37°C em atmosfera de 5% de CO,.

Tabela 3. Linhagens tumorais humanas oriundas da ATCC com 0s respectivos meios de cultura.

Linhagem Meio de cultura

Calu-1 McCoy's 5a Modified; 10% SFB

Capan-1 Iscove's Modified Dulbecco's Medium; 20%SFB
UM-UC-3 Eagle's Minimum Essential Medium (MEM); 10% SFB
HCT-15 RPMI-1640; 10%SFB

Hs 578T DMEM; 0.01 mg/ml bovine insulin; 10%SFB
NCI-H1915 RPMI-1640; 10%SFB

HTB-4 McCoy's 5a Medium Modified

RL95-2 DMEM:F12; 0.005 mg/ml insulin; 10% SFB
NCI-H1299 RPMI-1640; 10%SFB

HT-1197 MEM; 10% SFB

SK-MEL-2 MEM; 10% SFB

CHP-212 MEM:F12; 10% SFB

Hep G2 MEM; 10% SFB

3.1.2 Ensaio clonogénico

Para ensaio clonogénico, foram plaqueadas cerca de 200 células por cm? em placa de
35mm (Corning Inc., Corning, NY, EUA) ou em placa de 6 pocos em meio completo na
presenca de tratamentos na concentracdo adequada para cada experimento. O meio é

renovado a cada 2 ou 3 dias, na presenca ou auséncia de tratamento, conforme indicado,
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até o momento da fixacdo. Apds a formacdo de colbnias visiveis (10 a 15 dias), as células
foram fixadas em formaldeido 3,7% por 15 min e coradas em violeta genciana (0,1%) por 5

min.

3.1.3 Curvas de crescimento

Para curva de crescimento foram plaqueadas cerca de 20.000 a 50.000 células por
cm? em placas de 35 mm ou placas multipogos de seis, doze ou vinte e quatro pogos
(Corning Inc., Corning, NY, EUA), conforme indicado, sendo que os estimulos foram feitos de
acordo com cada experimento. As células foram fixadas diariamente ou a cada 2 a 3 dias:
lavadas em PBSA-EDTA, tratadas com 300 pl de tripsina por cerca de 5 minutos e
posteriormente foi adicionado 600 pl de PBSA-EDTA e 100 pl de formaldeido a 37%. O
numero de células por ml foi determinado por contagem em contador de particulas (Z2
counter Beckman Coulter®). O meio com tratamentos, dependendo do experimento, foi

trocado diariamente ou a cada 2 a 3 dias até finalizar a coleta de todos os pontos.

3.1.4 Ensaio clonogénico em suspensdo de agarose

Em placas de 24 pocos foi distribuida, em cada poco, 0,5 ml de uma solucdo de
agarose na concentracdo final de 0,6% preparada com DMEM com 10 % de SFB, sendo
deixada a temperatura ambiente até solidificagdo. Em seguida foi adicionado 1 ml de
suspensdo de células (10.000 células por po¢co em cada tratamento), ressuspendidas em
agarose na concentragao final de 0,3% preparada em DMEM com 10% de SFB. As placas

foram deixadas por cerca de 1h a temperatura ambiente para solidificacdo da agarose e
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posteriormente incubadas a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de CO,. No dia seguinte
foi adicionado 0,5 ml de meio de cultura com os devidos tratamentos, nos respectivos pocos.
As placas foram incubadas a 37°C em estufa com atmosfera com 5% de CO, por cerca de 2
meses ou até as colOnias se tornarem visiveis a olho nu, sendo o meio de cultura trocado a
cada 2 ou 3 dias. Apds esse periodo as col6nias foram fixadas em formaldeido 3,7%. Foram
escolhidos cinco pontos aleatérios em cada pocgo e as col6nias foram contadas por toda a

profundidade da agarose.

3.1.5 Transdugdo com vetor retroviral

Para producdo de vetor retroviral, a linhagem de células empacotadoras anfotréficas
®nix foi transfectada com pBaBepuro H-RasV12 com Lipofectamina 2000 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA). O sobrenadante de cultura de células empacotadoras ®nix apds 6h, 24h
e 72h da transfeccdo foi coletado e misturado, sendo diluido 1:2 em meio fresco, adicionado
polibreno para concentracdo final de 8 pg/ml e usado para a transdugdo das células-alvo.
Estas foram expostas ao meio de transducdo por 6h, sendo este entdo trocado por meio
fresco. As células transduzidas foram incubadas por mais 24h para sé entdo ser adicionado o
antibidtico de sele¢cdo puromicina a 1 pg/ml ou geneticina (600 pg/ml). As células foram
mantidas nessas condicbes até formarem colGnias (cerca de 7 dias) e estas foram
transferidas para pocos de placa de 96 pocos com auxilio de anel de clonagem. Apds
confluirem, as células foram passadas para garrafa de cultura pequena, sendo cultivadas até
ficarem préximas de confluir. Parte das células foi congelada e outra parte usada para

repiques e ensaios.
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3.1.6 Cultura organotipica de queratindcitos (raft culture)

Para preparacdao do equivalente dérmico, foi misturado meio Ham’s F12 dez vezes
concentrado em 10% do volume final, tampdo de reconstituicdo (2,2% NaHCOs, 0,05 M
NaOH, 200 mM HEPES) em 10%, suspensdo de fibroblastos A31 a 1,33x10° células/ml em
soro fetal bovino 5% e coldgeno tipo | de cauda de rato (BD Biosciences - Franklin Lakes, New
Jersey, EUA) no restante do volume. Rapidamente (para evitar a solidificacdo do colageno),
foram distribuidos 0,75 ml dessa preparagdao em pogos de placa de 24 pogos. As placas foram
deixadas a temperatura ambiente por 1h e posteriormente foi adicionado meio RCM (Raft
Culture Medium), o qual é composto de DMEM:F12 3:1, 10% SFB, 0,4 pg/ml de
hidrocortisona, 0,5 pg/ml de apo-transferrina, 0,5 ng/ml de EGF, 5 pg/ml de insulina e 0,1
nM de toxina colérica. Apds 4h em estufa, o meio foi removido, sendo adicionado 1 ml de
suspensao com 5x10° queratindcitos/ml por cima do equivalente dérmico.

No dia seguinte, o meio de cultura foi removido e, com auxilio de espatula, descolou-
se o colageno das bordas do poco, adicionando 1 ml de RCM e incubando a cultura em estufa
a 379C por algumas horas até que o colageno tenha retraido. O raft foi entdo transferido
para grades de aco inoxidavel previamente dispostas em pocos de placa de seis pocos. Os
mesmos foram preenchidos com RCM de forma que apenas o equivalente dérmico tenha
contato com o meio, deixando a superficie com queratinécitos em contato com o ar. Dessa
forma os rafts foram incubados em estufa a 372C por nove dias, trocando-se o0 meio com

devidos tratamentos em dias alternados.
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3.2 Imunofluorescéncia

Células foram distribuidas sobre laminulas em placa de 12 pogos. No dia seguinte
foram fixadas em formaldeido 3,7% por 10 minutos e depois mantidas em etanol a 70% (4-
8°C) por pelo menos 24h. As células foram permeabilizadas em 0,1% de TritonX-100 por 5
minutos. As laminulas foram entdo lavadas trés vezes em PBS (KCl 2,7 mM; NaCl 137 mM;
Na,HPO,4 anidro 8 mM; KH,PO, 1,5 mM; CaCl,.2H,0 0,68 mM; MgCl.6H,O 0,49 mM —
solucdo com pH 7,2) e depois incubadas com o respectivo anticorpo primario (diluido em
PBS conforme melhor resultado de titulacdo previamente realizada) por 1 a 2h em cadmara
umida. Posteriormente as laminulas foram lavadas trés vezes em PBS e incubadas com
anticorpo secundario ligado a rodamina por 30 minutos em cdmara Umida. As laminulas
foram entdo lavadas uma vez em PBS, incubadas com 5 pg/ml de DAPI por 5 minutos,
lavadas trés vezes em PBS e finalmente montadas em laminas para visualizagdo no

microscopio de imunofluorescéncia Olympus BXS1.

3.3 Citometria de fluxo

3.3.1 Incorporacao de BrdU e ciclo celular

Nos ensaios de incorporacdo de BrdU, depois de adicionados os devidos tratamentos
para cada condicdo, as células foram incubadas com 50 uM de BrdU (bromo-deoxiuridina)
pelo periodo determinado para cada experimento, conforme indicado. Estas foram
destacadas da placa com auxilio de tripsina e lavadas uma vez com PBS. Para desnaturacdo

do DNA, elas foram ressuspendidas em solucdo de HCl 2M e 0,5% de Tween-20 preparado
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na hora, incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos sob leve agitacdo e protegido da
luz. Cada amostra foi lavada uma vez em PBS, centrifugada e neutralizada em uma solucdo
de tetraborato de sédio (Na,B40,) 0,1 M pH 8,5. Foi feita mais uma lavagem em PBS, sendo
as células ressuspensas em 100 pl de solugdo contendo anticorpo anti-BrdU conjugado a
Alexa488 na diluicdo de 1:100 em PBS. Cada amostra foi incubada por 1h (protegida da luz) e
lavada uma vez em PBS.

Para marcacdao de DNA total, as células foram ressuspendidas em solugao contendo
50 pg/ml de iodeto de propidio (Pl) e RNaseA a 100 pg/ml e incubadas por 20 minutos a
temperatura ambiente para serem realizadas as leituras em citdmetro de fluxo FACSAria (BD
Biosciences - Franklin Lakes, New Jersey, EUA). Para analise dos dados foi utilizado o

programa Cyflogic versao 1.2.1.

3.3.2 Marcagao de células mitéticas

Apds sincronizadas em Gy e estimuladas conforme indicado no experimento, as
células foram fixadas em etanol a 70% por pelo menos 24h a 4°C, lavadas 3 x em TBS (10 mM
Tris base pH 8,0; 150 mM NaCl 0,1%) e permeabilizadas em 0,1% de TritonX-100 por 5
minutos. Foram posteriormente lavadas 3 x em TBS, ressuspendidas em 400 pl de BSA
(Bovine Serum Albumine — albumina sérica) a 1% em TBS e incubadas por 15 minutos a
temperatura ambiente para bloqueio de antigenos inespecificos. Posteriormente as
amostras foram lavadas uma vez com TBS, incubadas por 1h com 0,02 pg/ml do anticorpo
para histona-H3 fosforilada diluido em TBS. As amostras foram novamente lavadas 3 x em
TBS, incubadas com anticorpo secundario conjugado a alexa488, diluido em TBS a 1:500 por

30 minutos a temperatura ambiente, lavadas 3 x em TBS e submetidas a citometria de fluxo
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FACSAria (BD Biosciences - Franklin Lakes, New Jersey, EUA). Para analise dos dados foi

utilizado o programa Cyflogic versao 1.2.1.

3.3.3 Ensaio de atividade de Caspases 3/7

Para identificacdo de células positivas para atividade das caspases efetoras 3/7, o
reagente CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection Reagent (Invitrogen) foi incubado por 30
minutos, na concentracao final de 2 uM, em meio de cultura de células previamente
tratadas nas condic¢des indicadas para cada experimento. Posteriormente as células foram
destacadas das placas com auxilio de tripsina, lavadas uma vez com PBSA, fixadas com
paraformaldeido na concentracdo final de 1% por dez minutos e submetidas a citometria de
fluxo no citdbmetro FACSAria (BD Biosciences - Franklin Lakes, New Jersey, EUA). Para analise

dos dados foi utilizado o programa Cyflogic versao 1.2.1.

3.3.4 Detecgdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

Para deteccdo de ROS foi utilizado o kit Image-iT"

LIVE Green Reactive Oxygen
Species Detection (Molecular Probes), seguindo-se os procedimentos sugeridos pelo
protocolo do fabricante. As amostras foram posteriormente submetidas a citometria de

fluxo utilizando-se o citbmetro FACSAria (BD Biosciences - Franklin Lakes, New Jersey, EUA).

Para andlise dos dados foi utilizado o programa Cyflogic versdo 1.2.1.
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3.4 Lise celular / SDS-PAGE / Western blot

Células foram distribuidas em placas de 100 mm (Corning Inc., Corning, NY, EUA) em
meio completo e estas foram deixadas crescer até atingirem a confluéncia desejada. Quando
necessario as células foram carenciadas por 48h, sendo os tratamentos iniciados no tempo
Oh e, apds o periodo necessario, as células foram lavadas 2 x em PBSA gelado e lisadas com o
tampdo de lise RIPA mais inibidores de proteases: PSFM (1 mM), aprotinina (1 mg/ml),
pepstatina A (1 ml/ml) e leupeptina (10 mg/ml), DTT (1 mM), ortovanadato de sédio (1 mM)
e fluoreto de sédio (5 mM). As células foram raspadas das placas e centrifugadas a 14.000
rom por 10 min a 4°C, sendo o sobrenadante aliquotado e guardado em freezer a -20°C.
Uma aliquota foi reservada para dosagem de proteina com o reagente de Bradford. Uma vez
guantificadas, cerca de 100 ug de proteina foi aplicado em gel de SDS-poliacrilamida (10-
15%) diretamente ou submetido previamente a imunoprecipitacdo e corrido em eletroforese
a 60 V por 16 h. As proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Hybond-C
extra), a membrana foi bloqueada por 1h em leite desnatado a 5% e posteriormente
submetida a ligacdo com anticorpo primdrio (1:1000 em TBS a temperatura ambiente ou a
4°C) por pelo menos 1h (o tempo ideal varia com o anticorpo), lavadas trés vezes de 10
minutos em TBS-T (10 mM Tris base pH 8,0; 150 mM NaCl 0,1%; 0,1 % Tween-20) sob
agitacdo, incubadas com anticorpo secundario conjugado a peroxidase (1: 2000, 1h em TBS-
T a temperatura ambiente), lavadas mais trés vezes de 10 minutos em TBS-T sob agitacdo e
posteriormente reveladas com o kit ECL plus (GE Healthcare — Life Sciences) utilizando filmes
para raio X (Kodak).

A quantificacdo densitométrica das bandas foi realizada com auxilio do software

Imagel 1.45s. Para cada amostra foi subtraido o sinal background (coloracdo do filme).
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3.5 Imunoprecipitacao

As imunoprecipitacdes foram feitas com proteina A ligada a beads magnéticos
(Protein A Dynabeads — Invitrogen). Estes foram ressuspendidos por rotagdao por cinco
minutos e 50 pl transferidos para tubo eppendorf de 1,5 ml que foram colocados em suporte
magnético (DynaMag — Invitrogen) para permitir a separagao dos beads da solugao. O pellet
foi entdo lavado uma vez em PBS e foi adicionado 1-10 pg do devido anticorpo diluido em
200 pl de TBS-T e incubado a temperatura ambiente por 10 minutos, sob rotagdo. Os tubos
foram transferidos para o suporte magnético para formacdo do pellet, o sobrenadante foi
removido e os beads ressuspendidos em 200 ul de TBS-T. O pellet foi novamente formado
com auxilio do suporte magnético, o sobrenadante foi removido e entdo foi adicionada a
amostra (lisado de células) contendo 500 pg de proteinas totais, a qual foi deixada
incubando sob rotacdo por 10 minutos a temperatura ambiente. Os beads foram separados
com auxilio do suporte magnético e lavados trés vezes em PBS para entdo serem
ressuspendidos em 100 pl de PBS, transferidos para novo tubo, novamente separados da
solucdo e ressuspendidos em 50 ul de tampdo de amostra. Dessa forma foram fervidos por 5

minutos e aplicados em gel de poliacrilamida para depois prosseguir com western blot.

3.6 Técnicas de clonagem

3.6.1 Preparacao de bactérias competentes

Bactérias de interesse foram plaqueadas em LB Agar contendo 10 mM de MgCl, e

incubadas a 37°C por 16 a 24h. Uma col6nia foi isolada e cultivada em 3-4 ml de meio LB a
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37°C sob agitacdo (250 rpm) em agitador (shaker) por 2h. Foi adicionado 50 ml de meio LB
pré-aquecido a 37°C e as bactérias foram incubadas por mais 2 a 3h até atingirem densidade
Optica (550 nm) de 0,5 a 0,6. Os tubos contendo as bactérias foram entdo colocados em
gelo, sendo adicionado 0,5 ml de MgCl, 1M e mantidos em repouso por 15 minutos.
Posteriormente foram centrifugados a 3.000 rpm por 12 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e as bactérias ressuspendidas em 10 ml de solu¢do RFI (KCI 100 mM; MnCl.4H,0
50 mM; CH3COOK 30 mM; CaCl.2H,0 10 mM; glicerol 15% - solugao com pH 7,0), incubadas
no gelo por 5 minutos e novamente centrifugadas a 3.000 rpm por 12 minutos a 4°C. Com o
mesmo procedimento as bactérias foram ressuspendidas em 2ml de solugao RFIl (Na-MOPS
10 mM; KCl 10 mM; CaCl.2H,0 75 mM; glicerol 15% - solu¢gdo com pH 7,0), aliquotadas em

tubos eppendorf (50 ul cada) e congeladas a -80°C até o uso.

3.6.2 Transformagdo de bactérias

Cepas das bactérias DH5a competentes para transformacado foram descongeladas e
mantidas em gelo. Cerca de 50 ng de DNA plasmidial foram deixados em contato com as
bactérias por 30 minutos para posteriormente serem submetidas a choque térmico a 42°C
por 40 segundos em banho maria. Imediatamente as bactérias foram deixadas em gelo por
cinco minutos e posteriormente mantidas em 1 ml de meio LB a 37°C por uma hora. O DNA
plasmidial foi extraido com kits da Qiagen (miniprep, midiprep ou maxprep), conforme

instrucdes do fabricante.
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3.7 Pull down de Ras-GTP

3.7.1 Producao e purificacao de GST-RBD (Glutationa-S-transferase - Ras Biding
Domain)

Bactérias BL-21 competentes foram transformadas com o plasmideo pGEX-GST-RBD e
plaqueadas em LB-agar suplementado com 100 pg/ml de ampicilina (LB/amp). Uma col6nia
foi coletada e cultivada em 200 ml de LB com 100 pg/ml de ampicilina (LB/Amp) por 16h a
37°C sob agitacdo. Esses 200 ml foram diluidos em 2L de LB/Amp, incubados a 37°C sob
agitacdo até atingir a densidade 6ptica de 0,84 (600 nm), o que levou cerca de 1 a 2h. Para
inducdo da proteina de fusdo foi adicionado IPTG a 0,5 mM nos 2L de meio com bactérias,
sendo incubado por mais 2h a 37°C sob agitacdo. A suspensdo de bactérias foi centrifugada a
8.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sedimento de bactérias foi posto em gelo e
ressuspendido com 20 ml de tampao de lise (50 mM de Tris pH 7.5, 1% de triton X-100, 150
mM de NaCl, 5 mM de MgCl,, 1 mM de PMSF, 10 pug/ml de leupeptina e aprotinina). As
bactérias foram entdo lisadas com auxilio de sonicador (10 sonicacdes de 1 minuto, com
intervalo de 1 minuto, com o tubo imerso em gelo). A suspensdo resultante foi centrifugada
a 14.000 rpm por 30 minutos a 4°C, o sobrenadante coletado e congelado a -80°C com 10 %
de glicerol ou imediatamente usado para purificacdo da proteina de fusao.

Meio mililitro de beads Glutationa-Sepharose 4B (Amersham Biosciences)
previamente lavados por 3 x com PBS gelado, foi incubado com 12 ml do extrato de
bactérias, obtido no procedimento anterior, por 1,5h a 4°C sob rotagdo. O tubo foi
centrifugado por 3 minutos a 3.000 rpm e os beads foram transferidos para eppendorf de

1,5ml e resuspendido com 1ml de tampdo de lavagem (50 mM de Tris ph 7.5, 0,5 % de Triton
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X-100, 150 mM de NaCl, 5mM de MgCl,, 1 mM de PMSF, 1 ug/ml de leupeptina e
aprotinina), lavados por 6x e ressuspendidos em 5ml do mesmo tampao na presenca de
glicerol a 10%. Cem microlitros dessa suspensdo contendo a proteina de fusdo e beads foram

aliguotados em tubos eppendorf e armazenados a -80°C até o momento do uso.

3.7.2 Precipitacao de Ras-GTP

Uma aliquota de preparacdo de GST-RBD com beads de glutationa-sepharose foi
centrifugada (2.000 rpm por 4 minutos) e lavada seis vezes com tampao de lise RIPA mais
inibidores (PSFM a 1 mM, 1 mg/ml de aprotinina, 1 ml/ml de pepstatina A, leupeptina a 10
mg/ml e DTT a 1 mM). A seguir, essa preparacdo foi incubada com 600 pg de lisado protéico
de células por 1 hora a 4°C, centrifugada e lavada trés vezes com tampdo “RIPA” mais
inibidores, sendo os beads ressuspendidos em tampao de amostra de proteinas. Estas foram

fracionadas em gel de 10-15% de SDS-poliacrilamida e submetidas a western blot para Ras.

3.8 Extracgao de acidos nucléicos

3.8.1 Extracao de RNA

Células foram distribuidas em placas de 60 mm (Corning Inc., Corning, NY, EUA) e,
apos atingirem a confluéncia desejada, a extracdao de RNA foi feita com o reagente TRIZOL
(Invitrogen) segundo protocolo sugerido pelo fabricante. Apds remocado do meio de cultura
da placa, foram despejados 800 pl de TRIZOL sobre toda sua superficie. Com auxilio de um

cell scraper (Corning Inc., Corning, NY, EUA), as células foram raspadas da placa para se
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misturarem ao reagente, o homogenato foi transferido para tubo eppendorf de 1,5 ml e
incubado por trés minutos a temperatura ambiente a fim de permitir a dissociacdo completa
dos complexos de ribonucleoproteinas. Em seguida foi adicionado 200 ul de cloroférmio, o
qual foi homogeneizado vigorosamente e deixado em repouso por cinco minutos. A mistura
foi entdo centrifugada por quinze minutos a 14.000 rpm. A fase organica contendo RNA foi
removida com cuidado e transferida para novo tubo eppendorf de 1,5 ml. Foi entdo
adicionado 500 pl de isopropanol, o qual foi homogeneizado e a mistura foi incubada por
dez minutos a temperatura ambiente para permitir precipitacdo do RNA. Posteriormente a
solucdo foi centrifugada a 12.000 rpm por dez minutos, o sobrenadante foi centrifugado e o
precipitado foi lavado com etanol 70% para remogdo de sais e outras impurezas do RNA.
Posteriormente o etanol foi removido e o tubo foi deixado aberto por cinco minutos a
temperatura ambiente para remoc¢ao do etanol residual e em seguida o RNA foi dissociado
em agua ultrapura e usado para reac¢do de transcri¢cdo reversa ou congelado a -80°C até seu

uso.

3.8.2 Extracao de DNA

O meio de cultura de uma placa de 60 mm de diametro (Corning Inc., Corning, NY,
EUA) contendo células foi removido, sendo adicionado 1 ml do reagente DNAzol (Invitrogen).
As células foram raspadas da placa para se misturarem ao reagente e o homogenato foi
transferido para tubo eppendorf de 1,5 ml. Este foi centrifugado por 10 minutos a 10.000 g a
4°C e o sobrenadante foi transferido para novo tubo. A este foi adicionado 0,5 ml de etanol
absoluto, misturado por inversdo e incubado a temperatura ambiente por 3 minutos. O DNA,

gue se torna visivel como um precipitado turvo, é entdo transferido para um novo tubo com
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auxilio de ponteira e lavado 2 x com 1 ml de etanol 75%. O precipitado é secado ao ar por 5
segundos apds remocdo do etanol e dissolvido em 8 mM de NaOH. O pH da solucdo
contendo DNA é neutralizado pela adicdo de 1M de HEPES na quantidade sugerida pelo

protocolo do reagente para cada volume de solu¢do de DNA obtido.

3.9 Reag¢bes moleculares com acidos nucléicos

3.9.1 Transcrigdo Reversa (RT)

O RNA extraido é quantificado e tratado com DNAsel por 10 min a 37°C e a enzima é
inativada a 75°C por 5 min. Em seguida, 1 ul de dNTP a 10 mM e 1 ul de random primers a
300 nM ¢é adicionado ao tubo contendo a concentracdao desejada de RNA (cerca de 4 ug),
incubado por 65°C por 5 minutos e imediatamente posto em gelo. A reacao de transcricao
reversa é realizada com a adi¢ao de 1x de tampdo da enzima, 5 mM de MgCl, 0,1M de DTT e
5U da transcriptase reversa SuperScriptlll (Invitrogen) no volume final de 20 ul, sendo
incubado a 25°C por 10 minutos, 50°C por 50 minutos e 85°C por 5 minutos em
termociclador. O cDNA resultante é imediatamente submetido a reagdao de PCR ou

congelado a -20°C até o uso.

3.9.2 Touchdown PCR

Para reacdo de PCR foram utilizados de 50 a 100 ng de DNA gen6mico ou cDNA, 2,5 U
de TagDNA polimerase recombinante (Invitrogen), 1x de tampdo da enzima, 1,5 mM de

MgCl, e 200 nM de oligonucleotideos primer foward e de primer reverse (tabela 4). As
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amostras foram entdo incubadas a 94°C por 30 segundos, submetidas a dois ciclos de 94°C
por 30 segundos, 63 °C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto. A temperatura de anelamento
foi reduzida a 1°C a cada par de ciclos até atingir 59°C, quando entdo foram submetidas a 3
ciclos com temperatura de anelamento de 58°C, quatro ciclos com temperatura de
anelamento de 57°C, cinco ciclos com temperatura de anelamento de 56°C, seis ciclos com
temperatura de anelamento de 55°C, trés ciclos com temperatura de anelamento de 54°C,
dois ciclos com temperatura de anelamento de 53°C, dois ciclos com temperatura de
anelamento de 52°C, dois ciclos com temperatura de anelamento de 51°C e trinta ciclos com
temperatura de anelamento de 50°C. Os produtos de PCR foram entdo analisados por
eletroforese em gel de agarose e documentados com transiluminador e aparato de
fotodocumentacgdo apropriado.

A técnica de touchdown PCR permite amplificacdo eficiente e especifica sem a
necessidade de padronizar a melhor temperatura de anelamento para cada par de

oligonucleotideos.

3.9.3 PCR quantitativo

Primers para PCR quantitativo foram desenhados pelo programa Pickprimers do NIH
de forma que todos amplificam produto de 90 pb (tabela 4). Os dados de expressdao de
RNAm foram normalizados para a expressdao de RPL19 (Ribosomal protein 19). Para cada
reacao de PCR, foi adicionado o mix do kit SYBR" GREEN PCR Master Mix (10 pL, Applied
Biosystems), aliquotas das reacdes de transcricdo reversa (50 ng de RNA da RT), solucdes de
oligonucleotideos primers foward e reverse (2,5 uL de cada, 300 nM). As amplificagcdes

através de PCR foram realizadas em ciclos de reacbes de desnaturacdo (95 °C, 15 seg), de
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anelamento e de polimerizacdo (60 °C, 60 seg) em um termociclador apropriado (StepOne
Plus, Applied Biosystems) e os dados foram coletados pelo programa StepOne (Applied
Biosystems). Para cada reacdo foi determinada a eficiéncia dos primers no programa
LinRegPCR (versdo 12.17). Para quantificacdo relativa dos dados obtidos, foi utilizado o

método de Pfaffl (Pfaffl 2001).

Tabela 4. Sequencia dos oligonucleotideos usados nas reagdes de PCR.

Primers Sequencia Tamanho do produto
FGFR1 F: 5-AGCTTTCTCCTGTCGGTTTGG-3’ 90 pb
(PCRq) R: 5’-TGCTGTAGCCCTGAGGACAA-3’

FGFR2 F: 5’-CACATAAACGGCAGTGTTAAAACAT-3’ 90 pb
(PCRq) R: 5’-TCCCTGCTCAGTGTAGCTAGGTT-3’
FGFR3 F: 5'- TGGCTCAGGGTGGTCTCTTC -3’ 90 pb
(PCRq) R: 5’-GTCGCTGGGTTAACAAAATCG-3’
FGFR4 F: 5-TGTGTCCTGATGGCCCAAAT-3’ 90 pb
(PCRq) R: 5’-CAGCCAGGCTCAGCCAAA-3’
FGFR5 F: 5-CCTACCTCAATAAGCTGCTCATCA-3’ 90 pb
(PCRq) R: 5’-AAGCTGTAGCCCATGGTGTTG-3’
RPL19 F: 5-TGGGCTGATCATCCGCAAGCC-3’ 90 pb
(PCRq) R: 5’- CCCATGTGCCTGCCCTTCCG-3'
FGF1 F: 5'- GGCACAGTGGATGGGACAAG -3’ 507 pb
R: 5’- AGGCTCTGCAAAGAAGTGAAC -3’
FGF2 F: 5’- ATAGAATTCGTCGTGGAAGCACCGGATGGG-3’ 188 pb
R: 5’- ATACAGCTGGAGGTGGAAGGGTCTCCCGC-3’
KGF F: 5’- ATAGAATTCGCTTCCAATGAGGTCAGCAAAGGT-3’ 206 pb
R: 5’- ATACAGCTGTCTGCCTGGTGCAACTTGAGCC -3’
GAPDH F: 5’-GGAAACTGTGGCGTGATG-3’ 270 pb
R: 5’-AGACCACCTGGTGCTCAGTG-3’
NEO F: 5" - ATTGCACGCAGGTTCTCC - 3’
R: 5’ - ATGTTTCGCTTGGTGGTC - 3’ 400 pb
Psi-plus- F: 5 - GTCCGATTGTCTAGTGTCTATG - 3' 450 pb
pack R: 5’ - CATCTACCGACTGGTTGTG - 3’
ER:Ras R: 5 - ATGATTGGTCTCGTCTGG - 3’
R: 5’ - TCGTATTCGTCCACAAAG - 3’ 743 pb
FGFR1 F: 5 - AGGAGGATCGAGCTCACTGT - 3’
R: 5’ - GGAGCTACGGGGTTTGGTTT - 3/ 527 pb
FGFR2 F: 5 - TCCGTGGTCGGAGGAGACGTAGA- 3’
R: 5 - CTGGAAGTCTGGCTTCTTGGTCG - 3’ 432pb
FGFR3 F: 5’ - TCCGACGGCACACCCTACGTTAC - 3’
R: 5 - CTGGTGTGTTGGAGCTCATGGAC - 3’ 412 pb
FGFR4 F: 5’ - TTCGGACACACCCCCAGCGCATG - 3’
R: 5 - CTGGGTGTATGTGCCGCGGTCCG - 3’ 230pb

F=oligonucleotideo foward; R= oligonucleotideo reverse; PCRq = PCR quantitativo; RPL19 = Proteina
Ribossomal 19; GAPDH = Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; pb= pares de bases.
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3.10 Anticorpos

e Santa Cruz Biotechnology: FGF-1 (sc-1884), FGF-2 (sc-79), FGF-7 (sc-7882), FGFR1,
FGFR2 (sc-122), FGFR3 (sc-123), FGFR4 (sc-9006), H-Ras (sc-520), p21 (SC-481), p53
(sc-6243).

e Cell Signaling: ERK1/2 (#9102), fosfo-ERK1/2 Thr202/Tyr204 (#9101L).

e KPL: Goat anti rabbit conjugado a peroxidase (474-1506), Goat anti-mouse conjugado
a peroxidase (04-18-06), Goat anti-rabbit conjugado a rodamina.

e Invitrogen: Anti BrdU conjugado a Alexafluor®488 (B35130), Goat anti mouse
conjugado a Alexafluor®488 (A11001).

e Millipore: fosfo-histona H3 Ser 10 (05-806).

3.11 Analises estatisticas

As curvas de crescimento foram analisadas por two-way ANOVA e pds-teste de
Bonferroni. Os graficos de barras contendo apenas duas condi¢cdes foram analisados por
teste-t; quando contendo mais de duas comparacgdes, foi utilizado one-way ANOVA e pds-

teste de Bonferroni.
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4 RESULTADOS

Os resultados foram divididos em trés secfes. A secdo 4.1 mostra a expressdo de
FGFs e FGFRs em queratindcitos, bem como sua resposta mitogénica a FGFs adicionados ao
meio de cultura. Além disso, esta secdao também relata o estudo da acdo potencialmente
citotoxica de FGF2 em queratindécitos experimentalmente transformados com H-RasV12.

A secdo 4.2. descreve a acdo citotéxica de PMA especifica para queratindcitos HaCaT
transformados com H-RasV12, efeito este nao observado na linhagem parental.

Por ultimo, a secdo 4.3 apresenta os resultados da investigacdo da possivel acao
citotéxica de PMA e FGF2 em 13 linhagens celulares malignas humanas da cole¢do da ATCC,
portadoras de mutag¢des conhecidas em HRAS, KRAS e NRAS, que foram originalmente

derivadas de tumores histologicamente bem caracterizados.

4.1 Eixo de sinalizacdo FGF/FGFR em queratindcitos humanos: expressio e
respostas

4.1.1 Queratindcitos expressam FGFR2, FGFR3 e FGFR4, bem como FGF1 e FGF2

Para verificar a expressao dos diferentes FGFRs, RNA de células HaCaT e E6E7 em fase
exponencial de crescimento foi extraido e submetido a RT-PCR. Na figura 4.1 A, o resultado
de uma eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com iniciadores especificos
para cada transcrito, mostra a expressdo dos receptores FGFR2, FGFR3 e FGFR4, mas ndo de

FGFR1, que ndo foi detectado (ndo mostrado). Na figura 4.1 B, dados de PCR quantitativo
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mostrou uma maior expressdao de FGFR3, sendo cinco vezes maior que FGFR2 em células
HaCaT e quinze vezes maior em E6E7. Nao ha diferenca significativa entre a expressao de
FGFR2 e FGFR4 em ambas as células. Na ocasido também foi testada a expressdo de FGFR1,

o qual novamente nao foi detectado.
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Figura 4.1. Queratindcitos expressam FGFR2, FGFR3 e FGFR4, sendo FGFR3 o mais expresso. A) Reagdo de PCR
para os trés FGFRs realizadas com cDNA de células HaCaT e E6E7. Legenda: PM = padrdo de massa molecular;
HaCaT= rea¢do com cDNA de HaCaT; E6E7 = reagdo com cDNA de E6E7; C= controle (reagdo sem cDNA); B) PCR
quantitativo com amostra de cDNA de HaCaT e E6E7, sendo que os valores foram representados como
expressdo relativa a de FGFR2 e derivam da média de trés experimentos independentes (cada um realizado em
triplicata); Para PCR quantitativo, o gene de referéncia utilizado foi RPL19. Os asteriscos indicam comparagdes
significantes (* para p<0,05; ** para p <0,01; *** para p<0,001); C) Western blot precedido de
imunoprecipitagdo com lisado protéico de células HaCaT e HEK293 (controle positivo) respectivamente. Massa
molecular dos receptores: FGFR1, 110 kDa; FGFR2, 120 kDa; FGFR3: 97 — 125 kDa; FGFR4: 95-125 kDa; as
variagdes de tamanho sdo devido a presenga ou ndo de modificagdes pds-traducionais.
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Os produtos de PCR das bandas do gel de agarose foram purificados e submetidos a
sequenciamento. Os resultados confirmaram que as bandas visualizadas no gel sdo de fato
dos respectivos receptores (ver apéndice). Com o intuito de detectar a expressdo proteica
dos receptores, foi feita imunoprecipitacdo de FGFR1-4 seguida de western blot a partir de
lisado proteico de HaCaT; lisado de HEK293 foi usado como controle positivo (figura 4.1 C).
Estes resultados mostram que os transcritos dos receptores sao traduzidos em proteina.

Por RT-PCR, com iniciadores especificos para FGF1, FGF2 e, para controle negativo,
KGF (FGF7; normalmente ndo é expresso por células de origem epitelial — Rubin et al., 1995),
em HaCaT e E6E7 foi possivel verificar a expressao de transcritos de FGF1 e FGF2 (figura 4.2
A), sendo que nao houve amplificacdo alguma de cDNA de KGF. Em HaCaT, por meio de
western blot, foi possivel detectar a expressao de FGF1 e de FGF2, enquanto que novamente
nao foi observada expressao de KGF (figura 4.2 B).

Imunofluorescéncia com queratindcitos HaCaT utilizando anticorpos especificos para
FGF1, FGF2 e KGF permitiu vizualizar a presenca de FGF1 e FGF2, mas ndo de KGF, no
citoplasma de células HaCaT (figura 4.3). Como ja é bem caracterizada a expressao de KGF

em fibroblastos, células da linhagem de camundongo A31 foram usadas como controle

positivo.
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Figura 4.2. Queratindcitos HaCaT expressam FGF1 e FGF2, mas ndo KGF. A) PCR com cDNA de HaCaT,
confirmando a expressdo de mRNA de FGF1 e FGF2; PM = padrdao de massa molecular; HaCaT= rea¢do com
cDNA de HaCaT; E6E7 = reacdo com cDNA de E6E7; C= controle (reacdo sem cDNA); B) Western blot para FGF1,
FGF2 e KGF, mostrando a expressdo protéica dos dois primeiros fatores de crescimento em células HaCaT,
sendo que os trés western blots foram feitos com o mesmo lisado protéico. Massa molecular dos FGFs: FGF1,
15,5 kDa; FGF2, 18 kDa, 22 kDa, 24 kDa (diferentes isoformas); KGF, 28 kDa.
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Figura 4.3. FGFs encontram-se localizados no citoplasma de queratindcitos. A) Imunofluorescéncia com
queratindcitos HaCaT utilizando anticorpos para FGF1, FGF2 e KGF, conforme indicado no lado esquerdo das
imagens; B) Imunofluorescéncia com fibroblastos A31 utilizando anticorpo para KGF (controle positivo); O
nucleo foi marcado com DAPI e o secundario utilizado é ligado ao fluoréforo rodamina (indicado acima das

imagens); as imagens da coluna a direita representam a sobreposicdo da marcagdo com rodamina e DAPI.

4.1.2 FGF1, FGF2 e KGF ativam a via de ERK e promovem proliferacao de HaCaT em

intensidades diferentes

Células previamente carenciadas por 48h foram estimuladas por FGF1, FGF2 e KGF

em meio livre de soro. Os niveis de fosforilacdo de ERK 1 e 2 em diferentes tempos apds o

estimulo foram acompanhados por western blot (figura 4.4). Como referéncia, foi verificado
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os niveis totais dessas proteinas. Dentro de cinco minutos de tratamento todos os FGFs

testados foram capazes de ativar a via de ERK e a quantificacdo das bandas foi realizada

levando em conta a razao da intensidade de fosforilagao de ERK em relagao ao total de ERK.

Curvas de crescimento foram feitas com células HaCaT tratadas com FGF1, FGF2 e

KGF (FGF7) na auséncia de soro, sendo os tratamentos renovados diariamente (figura 4.5). A

condigdo em que soro foi adicionado serviu como controle positivo (estimula fortemente a

proliferagdo de células).
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Figura 4.4. Ativagdo da via de ERK por diferentes FGFs. Western blot para ERK 1 e 2 total e ERK 1 e 2
fosforilados (P-ERK1/2) em células HaCaT previamente carenciadas por 48h em meio livre de soro; Os
tratamentos foram mantidos pelos tempos indicados até as células serem submetidas a lise; FGF1, FGF2 e KGF
foram usados a 10 ng/ml; Os graficos de barras abaixo das imagens sdo as medidas relativas das intensidades
das bandas da proteina fosforilada dividido pela intensidade das bandas da proteina total de cada amostra;

esses resultados sdo representativos de dois experimentos independentes.
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Figura 4.5. FGF1, FGF2 e KGF estimulam proliferagdo de queratindcitos HaCaT em intensidades diferentes.
Curva de crescimento com células HaCaT em 10% de soro fetal bovino, 10 ng/ml de FGF1, 10 ng/ml de FGF2, 10
ng/ml de KGF e controle sem tratamentos (-); Neste ensaio foram plaqueadas cerca de 10.000 células por pogo
em placas de doze pocgos (Corning) e os tratamentos foram adicionados em meio totalmente livre de soro,
exceto quando indicado. O meio com os tratamentos foram renovados diariamente. Os valores estdo
representados como média + d.p. n=3.

Foram observadas diferencgas altamente significativas entre as curvas controle (-, que
indica condi¢do ndo tratada) e as curvas com os demais tratamentos (tabela 5). Ao comparar
a curva controle (ndo tratada) com as demais foi possivel constatar que apenas a partir do
sétimo dia a curva com FGF1 mostrou-se significativamente diferente (p>0,001), sendo a
com FGF2 significativamente diferente a partir do sexto dia, a com KGF a partir do quarto dia

e a com soro a partir do terceiro dia.

Tabela 5. Valores de p da analise estatistica por two-way ANOVA na interagdo entre os tratamentos da curva de
crescimento da figura 4.5.

FGF1 FGF2 KGF Soro
= P =0,0080 P <0,0001 P <0,0001 P <0,0001
FGF1 - P=0,1105 : P=0,0020 P =0,0006
FGF2 - - P =0,0011 P =0,0006
KGF - - - P =0,0027
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As curvas com FGF1 e FGF2 ndo apresentaram diferenca significativa entre si,
indicando que esses fatores de crescimento induzem proliferacdo de queratindcitos HaCaT
em intensidade similar. A curva das células tratadas com KGF é acentuada e mostrou-se
muito significante quando comparada com as curvas de FGF1 e FGF2 e com as demais. Em
suma, a partir das curvas de crescimento (figura 4.5) é possivel dizer que todos os FGFs
testados estimulam a proliferacdo de queratindcitos HaCaT, sendo que FGF1 e FGF2 o fazem
em menor intensidade do que KGF.

Em células HaCaT previamente tratadas com inibidor da atividade tirosina quinase de
FGFRs é observada inibicdo dose-dependente da fosforilagdo de ERK quando as mesmas sdo
estimuladas com FGF2 (figura 4.6 A). Na presenca de 400 nM desse inibidor (PD173074) o
aumento de proliferacdo de HaCaT estimuladas por FGF1, FGF2 e KGF tende a ser abolido

(figura 4.6 B). Portanto, é possivel inferir que essas células expressam FGFRs funcionais.
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Figura 4.6. Inibidor da atividade quinase de FGFRs reverte o efeito de FGFs. A) Western blot para ERK total e
fosforilado com células HaCaT previamente carenciadas por 48h, tratadas por uma hora com o inibidor
PD173074 nas concentragOes indicadas e posteriormente estimuladas por quinze minutos com FGF2; B)
Numero de células HaCaT apds tratamento sustentado por quatro dias com 400 nM de PD173074; Foram
plaqueadas cerca de 10.000 células por poco em placa de 12 pogos, sendo o meio com os tratamentos
renovados diariamente; Os valores dos graficos de barras estdo representados como média + d.p. n=2; os
asteriscos (*) indicam as comparagdes significantes (* para p<0,05 e ** para p<0,01).
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4.1.3 Efeito de FGF2 em queratindcitos HaCaT transformados com o oncogene H-
RasV12

Células HaCaT foram transduzidas com o vetor retroviral pBaBe contendo a
sequéncia ER:RasV12, que consiste no dominio de ligacdo ao ligante do receptor de
estrogeno (ER) fusionado a H-RasV12. Essa construcdo permite que H-Ras esteja ativo
apenas na presenca de 40HT (4-hidroxi-tamoxifeno), um agonista de receptor de estrégeno.

No total, vinte e cinco clones transduzidos com a construgao ER:RasV12 foram
selecionados e testados por meio de ensaio clonogénico na presenca de FGF2 a 10 ng/ml,
40HT a 200 nM e ambos os tratamentos por 48h. Desses clones, oito se mostraram sensiveis
a FGF2 apenas na presenca de 40HT, ou seja, com H-RasV12 ativo. Resultado semelhante se
obteve também com populacdo policlonal. A figura 4.7 documenta o resultado do ensaio
clonogénico realizado em populacdo policlonal, bem como o de alguns clones.

Apds algumas passagens em cultura, foram repetidos os ensaios clonogénicos nessas
mesmas condi¢des, mas os clones que se mostraram anteriormente sensiveis a FGF2 na
presenca de 40HT parecem ter perdido essa caracteristica, como pode ser exemplificado na
figura 4.8 A. Em nenhum desses clones foi possivel detectar a expressao da proteina de
fusdo ER:RasV12 por meio de western blot para H-Ras (exemplificado pela figura 4.8 B). O
gue esses resultados parecem sugerir é que a proteina de fusdo deixa de ser expressa pelas
células, o que pode ocorrer por inibicdao da transcricdo ou por perda do transgene que
codifica para a proteina de fusdo. Para verificar se a construcdo de fato estd presente no
nucleo dos clones ER:RasV12, foi extraido DNA genOmico dessas células e o mesmo foi
testado por PCR para sequencias presentes no plasmideo do vetor retroviral: o inserto
ER:Ras, o gene de resisténcia a neomicina e a seqléncia psi, a qual é necessaria para

empacotamento do plasmideo.
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Figura 4.7. FGF2 é citotoxico em queratindcitos com H-RasV12 transientemente ativado. Ensaios clonogénicos
com células HaCaT transduzidas com ER:RasV12. A) Populagdo policlonal; B) Ensaio com clones. Nestes ensaios
as células foram plaqueadas juntamente com os respectivos tratamentos (200 nM de 40HT, 10 ng/ml FGF2 ou
ambos nas mesmas concentragdes, conforme indicado) por 48h, sendo que apds esse periodo as células foram
mantidas em meio sem tratamentos até o momento da fixacdo. Ao lado das figuras constam os graficos
indicando a quantificagdo do nimero de coldnias. O asterisco (*) indica diferenca significativa (p < 0,05) entre a
condig¢do ndo tratada (-) e o tratamento com FGF2 e 40HT.
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Figura 4.8. Clones HaCaT ER:RasV12 tornam-se insensiveis a FGF2 apds algumas passagens. A) Repeti¢do do
ensaio clonogénico com clones ER:RasV12 anteriormente sensiveis a FGF2 na presenca de 40HT apds
decorridas algumas passagens da transdugdo com vetor retroviral; B) Western blot com anticorpo para H-Ras
de um clone ER:RasV12 anteriormente sensivel a FGF2, mostrando a auséncia de expressdo da proteina de
fusdo ER:RasV12, que possui cerca de 50 kDa.
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Figura 4.9. Clones transfectados com pBaBe ER:RasV12 nado apresentam a sequéncia do inserto no genoma.
PCR de DNA genbémico de clones HaCaT ER:RasV12. Como controle positivo foi usado o préprio vetor pBaBe
ER:Ras e, como controles negativos, foram usados DNA gendmico da célula parental (HaCaT) e controle sem
DNA (C); Os clones beta e gama, lll e VIl e 34 sdo resultantes de trés infec¢bes independentes feitos em
periodos diferentes; Acima das imagens dos géis esta indicado o produto amplificado; as setas indicam o
tamanho esperado do amplicon resultante da reacdo com os respectivos pares de oligonucleotidios; A) PCR
com oligonucleotideos para a sequencia ER:Ras; B) PCR com oligonucleotideos para o marcador de selegdo
(resisténcia a neomicina); C) PCR com oligonucleotideos para a sequencia que promove empacotamento do
vetor retroviral (PSI-plus-pack); PCR com oligonucleotideos para Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH); PM= padrdo de massa molecular.
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Na figura 4.9 pode-se observar que no DNA gendmico dos clones ER:RasV12 foi
possivel detectar tanto o gene de resisténcia a neomicina quanto a sequencia psi, mas ndo
ER:RasV12. Pode ser que com o tempo a sequéncia ER:RasV12 seja removida ou sofra
recombinacdo, o que impede sua expressdo. Isso pode ocorrer pelo fato de duas fortes
pressdes seletivas operarem nesses clones: pressao positiva para manter o marcador
genético (as células sdo sempre mantidas na presenca do antibidtico de sele¢do) e pressao
negativa para livrar-se da construcdo ER:Ras, cuja expressdo pode ser desfavordvel para
viabilidade dessas células.

Considerando que a constru¢dao ER:Ras ndo tem estabilidade em HaCaT, essa
linhagem foi entdo transduzida com pBaBe contendo apenas a sequéncia H-RasV12 para
selecdo de clones com expressdao constitutiva dessa proteina. Esses clones foram entdo
testados quanto a sensibilidade a FGF2 por meio de curvas de crescimento (figura 4.10). As
curvas com clones H-RasV12 ndao mostraram diferengas significativas entre si. Desses
resultados pode-se constatar que células em que H-Ras encontra-se constitutivamente ativo
ndo sao vulneraveis a FGF2. Para confirmar a expressdo de H-RasV12, os niveis de H-Ras-GTP
desses clones foram medidos (figura 4.11 B).

Resultados de nosso laboratdrio (dados da doutoranda Juliana Galvdo) apontam que
HEK293, outra linhagem de células humanas imortalizadas, comportam-se semelhantemente
a HaCaT: clones ER:Ras sao vulnerdveis a FGF2 na presenga de 40HT, enquanto que clones
com expressdo constitutiva de H-RasV12 sdo insensiveis a esse fator de crescimento. Pode
ser que exista um mecanismo imediato de supressdo de tumor em células humanas que
impeca que um mitégeno, como o FGF2, estimule células normais/imortalizadas quando as
mesmas ja possuem uma via mitogénica altamente ativa, sendo que para a transformacao

maligna (no caso dos clones H-RasV12) tal mecanismo tenha que ser superado.
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Figura 4.10. Clones de células HaCaT com expressao constitutiva de H-RasV12 sdo insensiveis a FGF2. Curvas
de crescimento com HaCaT transduzida com vetor pBaBepuro sem inserto (HaCaT vetor vazio) e clones
expressando H-RasV12 constitutivamente (HaRasl.1, HaRasl.2 e HaRas2.4). Neste ensaio foram plaqueadas
cerca de 10.000 células por pogo em placa de 12 pogos, sendo o tratamento adicionado em meio completo, ou
seja, contendo 10% de soro fetal bovino, e renovado a cada dois ou trés dias; Os valores estdo representados
como média + d.p. n=2.
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4.2 Efeitos de PMA em queratinocitos expressando H-RasV12

4.2.1 Queratindcitos malignamente transformados com H-RasV12 tém proliferagao
inibida por PMA

Clones de queratinécitos da linhagem HaCaT transduzidos com vetor retroviral pBaBe
cujo inserto promove a expressao constitutiva do oncogene H-RasV12 foram testados
quanto ao efeito de PMA por meio de curvas de crescimento, mostradas na figura 4.11. E
possivel observar que, enquanto células contendo apenas o vetor vazio sdo estimuladas
mitogenicamente por PMA, clones H-RasV12 apresentam certa sensibilidade a esse
composto. A diferenca entre as curvas tratadas com PMA e controles (ndo tratados) foi
significante (p<0,01) tanto nas células contendo vetor vazio quanto nos clones H-RasV12
testados. O clone HaRas2.4 foi exce¢do: a diferenca entre as curvas nao foi significante.
Verificando os niveis de H-Ras-GTP em relacdo aos de H-Ras total, pode-se constatar que os
mesmos variam de clone para clone (figura 4.11 B). E importante destacar que o clone
HaRas2.4, o qual ndo é sensivel a PMA, apresenta baixos niveis de H-Ras-GTP.

A morfologia das células tratadas com PMA por cinco dias, bem como o das nao
tratadas, estd apresentada na figura 4.12. Enquanto que o aspecto das células contendo
vetor vazio parece ser o mesmo entre as condi¢cbes, é possivel observar mudanca
morfoldgica do clone H-RasV12 submetido ao tratamento com PMA.

Para curva dose-resposta, clones HaCaT H-RasV12 foram cultivados com diferentes
concentrac¢des de PMA por cinco dias, sendo o numero de células contado apds esse periodo

(figura 4.13).
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Figura 4.11. Clones de células HaCaT expressando H-RasV12 constitutivamente sdo sensiveis a PMA. A)
Curvas de crescimento com HaCaT transduzidas com vetor pBaBe sem inserto (HaCaT vetor vazio) e clones
transfectados com pBaBe H-RasV12 (HaRasl.1, HaRasl.2, HaRasl.5, HaRas2.1 e HaRas2.4) na presenca e
auséncia de PMA a 10 ng/ml. Foram plaqueadas cerca de 10.000 células por pogo em placa de 12 pogos, sendo
o tratamento adicionado em meio completo e renovado a cada dois ou trés dias; os asteriscos indicam os
pontos das curvas tratadas com PMA cuja diferenca com o controle sem tratamento foi considerada
significante (*** para p<0,001) B) Pull down de H-Ras-GTP seguido de western blot para H-Ras de extrato
proteico dos mesmos clones e controle vetor vazio, evidenciando a presenca de H-Ras ativo; as células foram
lisadas apds as culturas atingirem confluéncia; Abaixo esta apresentada a relacdo aproximada dos niveis de H-
Ras-GTP em relagdo a H-Ras total, em porcentagem, obtida por densitometria de bandas de mesmo filme.
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Figura 4.12. Aspecto morfoldgico das células HaCaT contendo vetor vazio e clone HaCaT H-RasV12 (HaRas1.5) cultivadas na presenga e auséncia de PMA por cinco dias.
Foram plaqueadas cerca de 50.000 células por pogo em placa de seis pogos e, no dia seguinte (tempo 0), foi adicionado PMA a 10 ng/ml apenas nas placas da condig¢do
tratada. As imagens estdo em aumento de 200 X.
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Figura 4.13. Clones HaCaT H-RasV12 sdo sensiveis a baixas concentragées de PMA. Curva dose-resposta de
HaCaT transduzida com pBaBepuro sem inserto (HaCaT vetor vazio) e clones HaRasl.5 e HaRas2.1. Foram
plaqueadas cerca de 10.000 células em placas de 12 pogos, sendo 0 meio com os tratamentos sustentados por
cinco dias e renovados apds dois dias do plagueamento. Os asteriscos indicam comparagdes significantes (*
para p<0,05; ** para p <0,01; *** para p<0,001) entre a condigdo ndo tratada e as tratadas com as respectivas
concentragdes de PMA.

De acordo com os resultados expostos na figura 4.13, a partir de 1 ng/ml (1,62 nM)
de PMA clones HaCaT H-RasV12 ja apresentam inibicdo da proliferacao, efeito semelhante
com concentragdes 10 X maiores do composto. PMA parece estimular a proliferacao de
células contendo apenas o vetor vazio, apesar desse aumento sé ser estatisticamente
significante (p<0,05) a 10 ng/ml. Ao constatar que HaCaT H-RasV12 s3o sensiveis a
concentracdes tdo baixas quanto 1,6 nM de PMA e que concentracdes maiores desse
composto ndo aumentam sua sensibilidade, tais indicios sugerem que ele estaria agindo por
meio de interacdo a um ligante intracelular cuja saturacdo ja seja atingida a essa
concentracdo. Como é bem conhecido que PMA é um agonista de PKCs, é bem provavel que

seja por meio dessas proteina-quinases que seu efeito seja promovido.

4.2.2 A sensibilidade de HaCaT H-RasV12 a PMA é dependente de PKC

A ativacdo de PKC foi confirmada indiretamente por meio de fosforilagdo de ERK em

15 minutos apds adicdo de PMA, tanto em células HaCaT vetor vazio quanto em clone H-
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RasV12, ambas previamente carenciadas por 48h (figura 4.14 A). Com o intuito de verificar
se a sensibilidade de clones HaCaT H-RasV12 ao efeito antiproliferativo PMA é dependente
da ativagao de PKC, foram feitos ensaios clonogénicos e curvas de crescimento na presenca
de PMA e/ou os inibidores de PKC G66983 e bisindolilmaleimida I (figura 4.14 B, Ce D).

Na presenca de PMA o numero de col6nias formadas em ensaio clonogénico com
HaRas1.5 e HaRas2.1 foi consideravelmente reduzido quando comparado com o controle
nao-tratado (figura 4.14 B e C). As curvas de crescimento dos clones HaCaT H-RasV12
tratados apenas com PMA e tratados com PMA mais inibidores de PKC (G66983 e
bisindolilmaleimida 1) foram todas significativamente diferentes (p < 0,05) e claramente é
possivel observar a reversdo de seu efeito. Esses resultados sugerem que a inibicdo da
proliferagdo de HaCaT H-RasV12 por PMA ¢é dependente da ativacdo de PKC.
Interessantemente, a inibicdo sustentada de PKC, que pode ser observada nas curvas de
crescimento do vetor vazio com ambos inibidores, resulta em aumento na proliferacao

dessas células.

4.2.3 PMA inibe o crescimento de queratindcitos H-RasV12 em suspensido de agarose e
sua capacidade de estratificagdo em cultura organotipica

O grau de crescimento independente de ancoragem é uma forma de predizer o
potencial tumoral e metastatico in vivo. Uma maneira de se avaliar isso é submetendo
células a ensaio clonogénico em suspensdo de agarose (Li et al 1989). Clones HaCaT H-
RasV12 foram testados por meio desse ensaio na presenca e auséncia de PMA para avaliar
dois aspectos: a) se eles sdo capazes de crescer em suspensdo de agarose; b) se PMA inibe o

desenvolvimento de colénias em nimero e/ou tamanho.
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Figura 4.14. Inibidores de PKC revertem a sensibilidade de queratindcitos H-RasV12 a PMA. A) Western blot
mostrando a ativacdo de ERK1/2 apds 15 minutos de tratamento com 10 ng/ml de PMA em células
previamente carenciadas por 48h; B) Ensaio clonogénico com HaCaT contendo vetor vazio e clones H-RasV12
(HaRas1.5 e HaRas2.1) com tratamento sustentado contendo 10 ng/ml de PMA e/ou inibidores de PKC (G66983
e Bisindolilmaleimida | - Bisl, ambos a 1uM); C) Gréfico de barras mostrando a quantificagdo das col6nias do
ensaio clonogénico mostrado em B, sendo os valores representados como média * d.p., n=2; Os asteriscos
indicam comparagdes significantes (* para p<0,05; ** para p <0,01; *** para p<0,001) entre a condigdo ndo
tratada e os respectivos tratamentos; D) Curvas de crescimento com HaCaT vetor vazio e clones H-RasV12 na
presenca e auséncia de PMA a 10 ng/ml e/ou os inibidores de PKC indicados, sendo cada ponto da curva
representado como média * d.p., n=2; foram plaqueadas cerca de 10.000 células por pogo em placas de 12
pogos e o0 meio com os tratamentos foram renovados a cada dois ou trés dias; os asteriscos indicam os pontos
das curvas tratadas com PMA cuja diferenga com o controle sem tratamento foi considerada significante (*
para p<0,05; ** para p <0,01; *** para p<0,001); G6 = G66983; Bisl = Bisindolilmaleimida I.



HaCaT vetor vazio HaRas1.5 HaRas2.1
2 y : . .‘ -
- e > %
- & .9
-‘ . -‘ o » . 'S
- . , » ‘ b : aq . :
. : X | o ¥ :
2 ' at
Ve - .
; et .
&
+PMA . < - ‘
: \ o ' . 1
ke y .
WL st B Rt
HaCaT vetor vazio HaRas1.5 HaRas2.1
150+ 150 1504
o
)
c
‘ 1 —=
S 100+ 100 [ 100 |
: *k
T
[=]
S 501 504 50+
£
3
) -}
0 T 0 T O T T
- PMA - FMA - PMA

91

Figura 4.15. PMA inibe o crescimento em suspensao de agarose de clones HaCaT H-RasV12. Ensaio
clonogénico em suspensdo de agarose com HaCaT vetor vazio e clones H-RasV12 apds cultivadas por 30 dias na
presenca e auséncia de 10 ng/ml de PMA. Acima, micrografias das culturas para ilustrar o aspecto e tamanho
das colonias formadas em cada condigdo, conforme indicado (aumento de 200X); as setas indicam o que foi
considerado col6nia nos campos mostrados, para exemplificar; Abaixo, enumeracdo das col6nias contadas em
cinco pontos diferentes por toda profundidade da agarose. Para este ensaio foram plaqueadas 10.000 células
por po¢o em placas de 24 pocgos, sendo os valores representados como média * d.p., n=3. Os asteriscos indicam
comparagdes significantes (** para p <0,01; *** para p<0,001) entre a condi¢do ndo tratada e tratada com
PMA, analisado por teste-t.

Como mostrado na figura 4.15, na auséncia de PMA os clones H-RasV12 desenvolvem
colOnias grandes e numerosas, enquanto que em sua presenca poucas ou nenhuma col6nia
se formou. No caso do clone HaRas1.5, as col6nias que conseguiram crescer na presenca de
PMA foram menores do que as formadas em sua auséncia. No controle vetor vazio,
pequenos aglomerados celulares pouco freqientes que foram

ocorreram apenas

considerados col6nias, conforme mostrado na micrografia da figura 4.15.
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A técnica de cultura organotipica permite que queratindcitos diferenciem e
estratifiquem em camadas semelhantes ao de uma epiderme normal. Apesar da linhagem de
gueratindcitos HaCaT ndo desenvolver todos os tracos fenotipicos de uma epiderme
diferenciada em cultura organotipica (Schoop et al 1999), ela tem a vantagem de permitir a
expressdao de oncogenes como H-RasV12 sem sofrer senescéncia, motivo de terem sido
usadas aqui. HaCaT vetor vazio e clone H-RasV12 foram mantidas por nove dias sobre
equivalente dérmico de coldgeno e fibroblastos nas condi¢des descritas na se¢do 3.1.6 de
materiais e métodos para formacao de rafts (figura 4.16). As células controle (vetor vazio)
estratificaram em algumas poucas camadas tanto na presenga quanto na auséncia de PMA.
Ja o clone H-RasV12 apresentou um padrdo hiperplasico quando comparado ao vetor vazio,
o qual foi inibido no tratamento com PMA.

Tanto os resultados com ensaio clonogénico em suspensdo de agarose quanto os
com cultura organotipica podem servir como prenuncio da eficacia de PMA em ensaios in
vivo. Analisando apenas os resultados das curvas de crescimento, poderiamos pensar que
esse composto ndo teria muita aplicabilidade para uso terapéutico, pois nessas células nao
se observa o tdo esperado efeito “tudo ou nada”. No entanto, os resultados apresentados
nesta secdo, ao contrario disso, mostram o qudo relevante poderia ser o uso desse
composto, pelo menos a principio, em neoplasias semelhantes ao aqui testado, ou seja, de
origem epitelial e com mutacdo em Ras. Isso incentivou o avanco das demais investigacoes

para melhor caracterizar o fenbmeno observado.



93

- + PMA

100 pm 100 pm

MEEEITIO arewE b

s T~ ""2 "5 7 '.‘o
“Sn, - 2 &
HaCaT x » -
. - e = > o Ts
Vetor vazio e = R 3
' v
OO g = e o g
; \
W 45\
9,0

HaRasl.5

Figura 4.16. Cultura organotipica de células HaCaT. Células vetor vazio e clone H-RasV12 (HaRasl1.5) foram
cultivadas por 9 dias na presenga e auséncia de PMA; as imagens sdo representativas de dois rafts
independentes para cada condigdo. Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina (HE).

4.2.4 PMA estimula a progressao do ciclo celular em HaCaT mas inibe clones H-RasV12

Para determinar se PMA promove alguma alteragao na progressao do ciclo celular em
HaCaT e subclones H-RasV12, foi realizado ensaio de incorporacdo de BrdU bem como
marcacao de DNA total dessas células apds cinco dias na presenca e auséncia de PMA (figura
4.17). Bromodeoxiuridina (BrdU), um andlogo de timidina, foi adicionado trinta minutos
antes da fixacdo das células. Os resultados apresentados indicam que PMA de fato reduz a
porcentagem de células H-RasV12 em fase S, enquanto que aumenta consideravelmente a

populacdo com contetdo de DNA menor do que Gy, indicativo de morte.
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Figura 4.17. PMA inibe proliferacdao e induz o aciimulo de clones H-RasV12 em sub-G1. Citometria de fluxo
com células HaCaT transduzidas com vetor vazio e clones H-RasV12 na presenca de 10 ng/ml de PMA por cinco
dias, sendo BrdU adicionado 30 minutos antes da fixacdo; o meio de cultura com os tratamentos foi trocado
uma Unica vez durante o ensaio, no terceiro dia apds o tratamento; A) Graficos de densidade (graficos da
esquerda) representando incorporacao de BrdU (eixo y) e conteido de DNA (eixo x, marcagdo com iodeto de
propidio); ao lado estdo representados histogramas de contetido de DNA em escala linear (graficos do centro) e
logaritmica (graficos da direita); B) Quantificagdo dos graficos de densidade como porcentagem de células que
incorporaram BrdU; C) Quantificagdo da populagdo Sub-G1 mostrada nos histogramas, expresso em
porcentagem; Esses resultados sdo representativos de dois experimentos independentes.

As células vetor vazio, em oposicdo, apresentaram um ligeiro aumento na
incorporacao de BrdU, enquanto que a porcentagem da populacdo sub-G; ndo foi alterada
(figura 4.17). Ambos os clones, mesmo na condi¢do ndo tratada, apresentam populac¢ado sub-
G; aumentada quando comparado as células vetor vazio, o que poderia ser consequéncia do
estresse oncogénico causado pela expressao de H-RasV12.

A fim de verificar se PMA promove aumento de populagdo com DNA fragmentado
(sub-G;) quando sustentado por periodos mais curtos, o conteido de DNA total foi
verificado em células tratadas ou ndo com PMA por 24h, 48h e 72h. Como evidenciado na
figura 4.18, a partir de 24h ha um aumento gradual de HaCaT H-RasV12 em sub-Gi,
enguanto nao se observam alterag¢des nas células vetor vazio.

Com o intuito de saber se PMA é capaz de estimular clones H-RasV12 a entrar em
fase S antes de desencadear seu efeito tdxico, HaCaT vetor vazio e clones H-RasV12 foram
previamente carenciadas em meio sem soro por 48h para manté-las quiescentes
(sincronizadas em fase Gg) e posteriormente reestimuladas com PMA na auséncia e presenca
de soro fetal bovino por 16h, juntamente com BrdU. Nas células vetor vazio PMA foi capaz
de estimular incorporacao de BrdU tanto quando o reestimulo foi feito na presenca ou
auséncia de soro (figura 4.19 A). J4 nos clones HaRasV12, a porcentagem da populagcdo que

entrou em S foi reduzida com PMA. A despeito do controle vetor vazio, nos clones H-RasV12,
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PMA aumentou em cerca de uma vez e meia a porcentagem da populacdo sub-G; (figura

4.19 B), enquanto que a distribuicdo em G; e G, se manteve.
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Figura 4.18. A sensibilidade de clones H-RasV12 a PMA ja é perceptivel em 24h de tratamento. Citometria de
fluxo com células HaCaT transduzidas com vetor vazio e clones H-RasV12 na presenga de 10 ng/ml de PMA; A)
Histogramas de conteudo de DNA total por célula, detectado por marcagdo com iodeto de propidio, em HaCaT
vetor vazio e clone H-RasV12 apds 24h de tratamento, evidenciando um aumento da populagdo sub-G; no
clone quando tratado com PMA; B) Porcentagem da populacdo sub-G; em HaCaT vetor vazio e clone H-RasV12

na presenca e auséncia de PMA por 24h, 48h e 72h.

Foi avaliada também a capacidade de entrada em mitose na presenca de PMA por

meio de marcacgao de fosfo-histona H3. As células foram carenciadas por 48h na auséncia de

soro e reestimuladas por 27h. Para contabilizar toda a populagdo que alcancou mitose, foi

adicionado colchicina nas seis horas que antecederam o fim do estimulo (figura 4.20).
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Figura 4.19. Continua na proxima pagina.
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Figura 4.19. PMA inibe populagdo de clones H-RasV12 sincronizados em G, a entrar em S apds reestimulo.
Citometria de fluxo com células HaCaT transduzidas com vetor vazio e clones H-RasV12 previamente
sincronizados em Gy por meio de carenciamento por 48h em meio livre de soro; as células foram reestimuladas
com e sem PMA (10 ng/ml), na presenca ou auséncia de soro fetal bovino (SFB), conforme indicado, e mantidas
na presenca de BrdU por 16h. A) Graficos de densidade representando incorporacdo de BrdU e conteludo de
DNA total pela marcacdo com iodeto de propidio; abaixo estdo apresentados os graficos contendo a
quantificagdo das células positivas para incorporacdo de BrdU em cada condicdo; B) Histograma de conteldo
de DNA (marcagdo com Pl) dos ensaios de reestimulo na presenca de soro fetal bovino apresentados em A;
abaixo estdo apresentados os graficos contendo a quantificagdo da populagdo sub-G; em cada condigao.
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Figura 4.20. PMA diminui populagdo de clone H-RasV12 sincronizados em G, a entrar em mitose apods
reestimulo. Citometria de fluxo com células HaCaT transduzidas com vetor vazio e clone H-RasV12 (HaRas1.5)
previamente sincronizadas em Gy por meio de carenciamento por 48h em meio livre de soro. Posteriormente
as células foram estimuladas com PMA, quando indicado, na presenca e auséncia de soro fetal bovino (SFB) por
27h, sendo mantidas com 1 pg/ml de colchicina por seis horas antes da fixagdo para bloquear as células em
mitose. A) Graficos de densidade representando conteido de DNA e marcagdo de fosfo-histona H3; B)
Porcentagem de células que entraram em mitose nas condig¢des indicadas.

Os resultados apresentados na figura 4.20 mostram que HaCaT vetor vazio foram
estimuladas a entrar em mitose na presenca de PMA e soro, enquanto que HaCaT H-RasV12
foram inibidas. Em conjunto esses dados sugerem que PMA estimula células HaCaT parentais
a proliferar, enquanto tem efeito toxico em clones H-RasV12. Essa toxidez afeta as células
precocemente e seu efeito parece ndo arresta-las em nenhuma fase do ciclo celular, mas sim

induzi-las a morte.
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4.2.5 Clone HaCaT H-Ras-V12 com baixos niveis de H-Ras-GTP nao é sensivel a PMA

Uma observacgao interessante que merece destaque é a resposta de um clone de
HaCaT transfectado com H-RasV12, nomeado como HaRas2.4. Na curva de crescimento da
figura 4.11 (A) ele ndo apresentou sensibilidade a PMA, enquanto que seus niveis de H-Ras-
GTP parecem ser muito baixos (figura 4.11 B). Quando refeitas, tanto a curva de crescimento
quanto a quantificacdo especifica de Ras-GTP se repete (figura 4.21 A e B). Analisando a
incorporagdo de BrdU e conteudo de DNA por célula apds tratamento com PMA sustentado
por cinco dias, ndo foram observadas diferencas em relacdo ao controle ndo tratado (figura
4.21 C e D). Esse conjunto de resultados pode indicar que exista um limiar de Ras ativo que

condicione vulnerabilidade a PMA.

4.2.6 PMA induz apoptose independente de p53 em HaCaT H-RasV12

O aparecimento de células com DNA fragmentado, que foi observado nos ensaios
apresentados nas figuras 4.17 e 4.18, é indicativo de morte celular. Utilizando substrato de
caspases efetoras (CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection Reagent - Invitrogen), células
HaCaT vetor vazio e HaCaT H-RasV12 foram tratadas com PMA por 24h e submetidas ao
ensaio. Esses resultados (figura 4.22 A, B e C) mostram que PMA induz um aumento
consideravel na porcentagem de células H-RasV12 em apoptose, enquanto que células

HaCaT vetor vazio ndo sofrem alteracao.
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Figura 4.21. Clone HaCaT H-RasV12 que apresenta baixos niveis de H-Ras-GTP ndo é sensivel a PMA. A) Curva
de crescimento do clone HaRas2.4 na presenga ou auséncia de PMA; B) Pull down de H-Ras-GTP, evidenciando
os baixos niveis de H-Ras ativo do clone HaRas2.4, a despeito do controle, células B61 (fibroblastos de
camundongo 3T3 transfectados com H-RasV12); as células foram lisadas apds as culturas atingirem confluéncia;
C) Citometria de fluxo com HaRas2.4 na presenca de 10 ng/ml de PMA por cinco dias, sendo BrdU adicionado
30 minutos antes da fixacdo; Acima, graficos de densidade de incorporacdo de BrdU e contelido de DNA
(marcagdo com iodeto de propidio); abaixo, histogramas de conteddo de DNA em escala linear e logaritmica
(respectivamente, de cima para baixo); D) Graficos de barras contendo a porcentagem das células que
incorporaram BrdU e da populagdo sub-G; no momento da fixagdo; os valores estdo representados como
média £ d.p., n=2.
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Figura 4.22. PMA induz apoptose em HaCaT H-RasV12. Células HaCaT vetor vazio e clone H-RasV12 foram
mantidas na presenca de PMA por 24h antes da fixagdo e testadas para atividade de caspase-3/7 por citometria
de fluxo; A) Graficos de densidade evidenciando células positivas para apoptose, em porcentagem; o quadrante
foi ajustado com HaCaT vetor vazio na condigdo nao tratada; B) sobreposi¢cdo dos histogramas de fluorescéncia
das células ndo tratadas (em preto) e das tratadas com PMA (linha vermelha); C) Grafico de barras
representando a quantificacdo dos graficos de densidade e histogramas de B e C, respectivamente; D) Western
blot para p53 fosforilada na serina 15 (P-p53), p53 total e p21 de células HaCaT submetidas a irradiagdo com luz
ultravioleta (U.V.) por um minuto, sendo o lisado proteico extraido 16 horas apds a irradiagao.
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Na linhagem de queratinécitos humanos HaCaT foram descritas duas mutacdes
pontuais em p53 no dominio de ligacdo ao DNA, o que a torna transcricionalmente nao
funcional (Lehman et al 1993). Para confirmar se as células aqui usadas mantém essa lesao
génica, HaCaT parental foram submetidas a radiacdo ultravioleta por 1 minuto e seu lisado
protéico foi coletado apds 16h. Em seguida, foi realizado western blot para p53 total, p53

fosforilada no residuo serina 15 (induzido apés dano no DNA) e para p21<™

. Como exposto
na figura 4.22 D, apesar dos niveis de fosforilacdo de p53 aumentarem nas células irradiadas,
os de p21 se mantiveram baixos. Isso indica que embora p53 mantenha a capacidade
sensora de estresse, esta proteina estd transcricionalmente inativa. Dessa forma é possivel

sugerir que a apoptose induzida por PMA nos clones HaCaT H-RasV12 é independente de

p53.

4.2.7 PMA induz aumento temporario de ROS em HaCaT e aumento alto e persistente
em subclones H-RasV12

Células controle e HaCaT H-RasV12 foram tratadas com PMA por 1h, 2h e 4h e
incubadas com o substrato de ROS (carboxy-H2DCFDA) por uma hora antes de coletadas
para andlise por citometria de fluxo. Em duas horas, PMA induziu aumento de fluorescéncia
de carboxy-DCF tanto em HaCaT vetor vazio quanto em células H-RasV12, sendo que nas
ultimas o efeito foi mais acentuado (figura 4.23 A e B). Vale observar que os clones H-RasV12
por si ja apresentam niveis mais altos de ROS em relacdo as células HaCaT parentais. Quando
o tratamento é sustentado por tempos maiores (aqui testado até 96h), nos clones H-RasV12
os niveis de ROS crescem, enquanto que sdo mantidos baixos nas células vetor vazio (figura

4.23 C).
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Figura 4.23. PMA induz aumento de ROS em HaCaT. Células HaCaT contendo vetor vazio e clone H-RasV12
(HaRas1.5) foram mantidos na presenca de PMA por 1h, 2h e 4h, sendo o substrato de ROS (carboxy-H2DCFDA)
adicionado 30 minutos antes; A) Graficos de densidade evidenciando as células com niveis aumentados de ROS
(quadrante superior direito) na populagdo ndo tratada e tratada por 4h com PMA, conforme indicado; o
quadrante foi ajustado com HaCaT vetor vazio na condi¢do ndo tratada e mantido para as diferentes células em
todas condicbes; ao lado, quantificacdo das células que apresentaram niveis aumentados de ROS, em
porcentagem; TBHP (hidroperdxido tert-butil) foi usado como controle positivo; B) Sobreposicdo dos
histogramas de fluorescéncia das células ndo tratadas (em preto) e das tratadas com PMA (linha azul); ao lado,
grafico de barras representando a fluorescéncia média das células ndo tratadas e tratadas com PMA nos
tempos indicados; os valores estdo representados como média * d.p., n=2; Os asteriscos indicam comparagdes
significantes (* para p<0,05; ** para p <0,01; *** para p<0,001) entre a condi¢do nao tratada e o tratamento
nos tempos indicados; C) Ensaio em tempos maiores de tratamento com PMA; os valores estdo representados
como relagdo da fluorescéncia de carboxy-DCF entre a condigdo tratada sobre a ndo tratada.
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Aparentemente queratindcitos HaCaT, em resposta a PMA, tém os niveis de ROS um
pouco aumentados, sendo que os mesmos se restabelecem com o tempo ainda que o
tratamento seja sustentado. Por outro lado, células transformadas malignamente com H-
RasV12 parecem perder a capacidade de reduzir os niveis de ROS quando cultivadas
continuamente na presenca de PMA. Além disso, seu fendtipo transformado por si parece
incluir maiores niveis de ROS intracelular. Talvez seja esse o motivo pelo qual os clones H-
RasV12 apresentam sensibilidade a esse éster de forbol enquanto que as células parentais,

ao contrario, sdo estimuladas mitogenicamente por ele.
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4.3 Efeito de FGF2 e PMA em linhagens malignas humanas com mutagao
em Ras

Foram escolhidas treze linhagens de tumores humanos com mutagao em Ras no
residuo 12, 13 ou 61: quatro com mutacdo em K-Ras, quatro em H-Ras e cinco em N-Ras. A
selecdo das linhagens foi feita por busca no banco de dados de células tumorais do COSMIC
(the Catalogue of Somatic Mutations in Cancer - Cancer Cell Line Project, Sanger Institute)
(Forbes et al 2011). A lista das linhagens selecionadas informando seu érgao de origem, tipo
de cancer, a mutagdo e o Ras mutado estdao apresentados na tabela 6. Essas células foram
testadas por curvas de crescimento nas quais FGF2 ou PMA foi sustentado até o final do
ensaio, de nove a dez dias (figura 4.24). De todas, apenas UM-UC-3 foi vulnerdvel a FGF2,
sendo as demais mitogenicamente estimuladas (Hs578T, RL95-2, HT-1197 e NCI-H1299) ou
indiferentes a esse fator de crescimento. Com excecdao de SK-MEL-2 e CALU-1, todas as

demais linhagens foram muito sensiveis a PMA.

Tabela 6. Linhagens tumorais humanas com Ras mutado testadas para sensibilidade a FGF2 e PMA.

Linhagem Orgio de origem Tipo de cancer Mutacao Ras mutado
Calu-1 pulmao carcinoma epidermaide p.G12Cc.34G>T K-Ras
Capan-1 pancreas adenocarcinoma p.G12Vc.35G>T K-Ras
UM-UC-3 bexiga carninoma de células de transic3o p.G12Cc.34G>T K-Ras
HCT-15 colon adenocarcinoma coloretal p.G13Dc.38G>A K-Ras
Hs 578T mama carcinoma p.G12Dc.35G>A H-Ras
NCI-H1915 pulmao carcinoma de n3o pequenas células p.Q61Lc.182A>T H-Ras
T-24 bexiga carcinoma de células de transicio p.G12Vc.35G>T H-Ras
RPL19 Utero carcinoma p.Q61Hc.183G>T H-Ras
NCI-H1299 pulm3o Carcinoma de ndo pequenas células p.Q61Kc.181C>A N-Ras
HT-1197 bexiga carcinoma p.Q61Rc.182A>G N-Ras
SK-MEL-2 pele melanoma p.Q61Rc.182A>G N-Ras
CHP-212 cérebro neuroblastoma p.Q61Kc.181C>A N-Ras
Hep G2 figado carcinoma hepatocelular p.Q61Lc.182A>T N-Ras

Mutaces indicadas de acordo com as recomentagdes da HGV — Human Genome Variation Society: p.= descricdo a
nivel protéico; segue aminoacido (cédigo de uma letra) da proteina selvagem, seguido da posi¢do na cadeia polipeptidica,
seguido do aminoédcido mutado; c.=nucleotideo codificante; segue posi¢cdo do nucleotideo original no DNA, sendo o
nucleotideo 1 0 A do codon de iniciagdo ATG; “>"= “substituido para”; A=adenina; C= citosina; G=guanina; T=timidina.
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Figura 4.24. Linhagens humanas com muta¢ao em Ras apresentam diferentes respostas a FGF2 e PMA.

Curvas de crescimento com diferentes linhagens de células tumorais humanas com mutagdes em: A) K-Ras; B)
H-Ras; C) N-Ras. Foram plaqueadas cerca de 30.000 células por pogo de placa de seis pogos, sendo o meio e os
tratamentos renovados a cada dois dias, na ocasido da coleta de cada ponto; FGF2 e PMA foram usados a 10
ng/ml; os valores estdo apresentados como média + d.p. n=2; os resultados sdo representativos de dois
experimentos independentes. Os asteriscos indicam os pontos das curvas tratadas com FGF2 (em azul) e com
PMA (em vermelho) cuja diferenga com o controle sem tratamento foi considerada significante (* para p<0,05,

** para p<0,01 e *** para p<0,001).
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5 DISCUSSAO

5.1 FGFs e queratindcitos humanos

FGF2 ja foi usado em ensaios clinicos para acelerar cicatriza¢dao de feridas (Robson et
al 2000; Robson et al 1992), KGF promove melhora de ferida incisional em ratos (Jimenez &
Rampy 1999) e FGF10 ja foi descrito acelerar a cura de uUlceras venosas em humanos (Robson
et al 2001). FGF1 e FGF2 foram também considerados Uteis no tratamento de doenga
coronaria cardiaca (Stegmann 1998). Como o uso clinico de FGFs é promissor, o estudo de
seus mecanismos de agao torna-se entao uma necessidade. Contribuindo nesse sentido aqui
descrevemos a presenca de um receptor até o momento pouco conhecido em

gueratindcitos, o FGFR4, além da expressdo enddgena de FGF1 e FGF2 nesse tipo celular.

5.1.1 Expressdao de FGFRs em queratindcitos humanos

A expressdo de receptores de FGFs em queratindcitos ja foi explorada anteriormente
em outros estudos (Bottaro et al 1990; Pilcher et al 1997). Pilcher et al. (1997) detectaram a
expressao de FGFR2 e FGFR3 em queratindcitos humanos, ambos identificados como
isoforma Illb, mas ndo detectaram FGFR1 e FGFR4. Aqui, igualmente, identificamos FGFR2 e
FGFR3 e ndo FGFR1 em HaCaT e em queratindcitos humanos imortalizados com E6 e E7 de
HPV. No entanto, foi também detectada a expressao de FGFR4.

A Unica descricdo de FGFR4 em queratindcitos publicada até o momento trata-se de

um estudo que descreve um método para medir expressao de mRNA de FGFRs baseado em
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PCR semiquantitativo (Tartaglia et al 2001). Aqui também foi detectada sua expressdo
transcricional, além de proteica. A presenca de diferentes isoformas de receptores em um
tipo celular tem importantes implicacdes nas diferentes respostas disparadas por fatores de
crescimento da mesma familia, além de contribuir para a estabilidade e robustez da
sinalizacdo quando assume funcdes redundantes as de outros receptores. A expressao de
FGFR4 em queratindcitos ainda é pouco conhecida ou mesmo desconhecida por muitos da
comunidade cientifica. Essa pode ser a peca que faltava para explicar o porqué de FGF2
disparar proliferacdo e migracao de queratindcitos (Sogabe et al 2006), sendo que até entao
para essas células apenas foram descritos receptores de baixa atividade a esse FGF (para

atividade de FGFRs, consultar Zhang et al 2006).

5.1.2 Expressao de FGFs por queratindcitos humanos

Na pele ja foi descrita a expressao de FGF1, FGF2, FGF5 e FGF7 (KGF) e aumento de
seus niveis apds injuria, sugerindo a participacdo desses fatores de crescimento na
cicatrizacdo de feridas. A importancia de FGF2 nesse processo ja é bem estabelecida,
enguanto que o papel de FGF1 tem sido negligenciado (Werner & Grose 2003).

FGF1 é um potente mitégeno para queratindcitos, fibroblastos e células vasculares
endoteliais (Dlugosz et al 1994a; Gospodarowicz et al 1990; Shipley et al 1989; Thomas et al
1985), além de estimular quimiotaxia destas ultimas e induzir formacdo de vasos sanguineos
in vivo (Stokes et al 1990; Thomas et al 1985). No entanto Basilico e colaboradores, ao
testarem cicatrizacdo de feridas em camundongos knock-out para FGF1, ndo observaram
qualquer alteracdo em relagdo ao grupo selvagem, enquanto que tanto knock-out para FGF2

quanto duplo knock-out FGF1/FGF2 semelhantemente apresentaram atraso no fechamento
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de feridas (Miller et al 2000; Ortega et al 1998). Apds essas publicacdes, até foi sugerido que
FGF1 seria dispensavel nesse processo (Werner & Grose 2003). No entanto, pode ser que
outros FGFs ou mesmo outras moléculas sinalizadoras podem funcionalmente promover
compensacao, sendo o FGF5 um provavel candidato. Como queratindcitos expressam FGF1,
visto nesta tese e em uma antiga publicacdo (Gospodarowicz et al 1990), sua importancia na
homeostasia da pele merece ser reconsiderada.

A expressdo de FGF2 em queratindcitos ja havia sido descrito no final da década de
80 e inicio da década de 90 (Gospodarowicz et al 1990; Halaban et al 1988). Atualmente ja é
bem estabelecido que a producdo de FGF2 na pele é importante na angiogénese e

reepitelizacdo de feridas (Barrientos et al 2008; Behm et al 2011).

5.2 Efeitos de FGF2 em queratindcitos malignamente transformados com
H-RasV12 e em linhagens humanas derivadas de tumores com mutag¢ao em
Ras

Diversos laboratérios ja descreveram a agao inibitoria de FGF2 sobre o crescimento
de células tumorais (tabela 1). Em nosso laboratério (Costa et al 2008; Dias 2012; Salotti
2009), vimos que FGF2 antagonicamente dispara a transicdo Go—=>G;—>S e, também, induz
bloqueio transiente na fase S e irreversivel na fase G, do ciclo celular de células malignas Y1
(linhagem clonal Y1, derivada de carcinoma adrenocortical de camundongo; Yasumura et al
1966), as quais exibem um fendtipo maligno dependente de amplificagdo do proto-
oncogene K-Ras, com consequente super expressao da proteina K-Ras (Kimura & Armelin
1988; Schwab et al 1983). Além disso, verificamos que a proliferacdo de fibroblastos
BALB3T3 transformados com H-RasV12 também é inibida por FGF2 (Costa et al 2008).

Interessantemente, a selecdo de clones de Y1 resistentes a FGF2 gerou sub-linhagens que
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perderam parte da amplificacdo de K-Ras e ndo mais exibem superexpressdo desse
oncogene (Matos 2007). Estas observacdes nos sugeriram que FGF2 dispara um robusto
mecanismo supressor de tumor em células malignas de camundongo dependentes de Ras.

No entanto, doze das treze linhagens aqui testadas, derivadas de tumores humanos
com Ras mutado, tal mecanismo de defesa antitumor disparado por FGF2 ou inexiste em
células humanas ou é superado a medida que o cancer progride. A primeira suposicdao pode
ser descartada pelo fato da ativacdo transiente de Ras promover vulnerabilidade a FGF2,
como visto nos experimentos realizados em HaCaT (figura 4.7) e em HEK293 (resultados ndo
publicados da doutoranda Juliana Galvdo) com o sistema indutivel ER:RasV12. O fato de
tanto clones de HaCaT quanto de HEK293 com expressao constitutiva de H-RasV12 serem
resilientes aos efeitos toxicos de FGF2 sugere a segunda hipdtese. Essas evidéncias
experimentais apdiam a conjectura de que, em células humanas: a) a ativagdo transiente do
oncogene H-RasV12 predispde vulnerabilidade ao efeito téxico de FGF2; b) a presenca
constitutiva de Ras mutado (dominante positivo) agiria como uma forte pressdo seletiva
para geracdo de células malignas robustas resistentes ao proposto mecanismo supressor de
tumor que antes as tornavam vulneraveis a FGF2.

Apesar da associacdo entre superexpressao de FGF2 e malignidade (Turner & Grose
2010), na literatura existem varios relatos de células humanas malignas inibidas por esse
mitdégeno (tabela 1) e isoformas de FGFRs também ja foram descritas assumindo
propriedades supressoras de tumor (Ahmad et al 2012). Quanto a dados clinicos, altos niveis
de FGF2 correlacionam com bom progndstico em canceres de mama e de ovario (Colomer et
al 1997; Obermair et al 1998; Yiangou et al 1997). Evidéncias desta tese e dos estudos

citados reforcam que esse fator de crescimento pode desempenhar fungao antitumoral.
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A transformacdo maligna resulta em células com secretoma alterado (Karagiannis et
al 2010). Existem varios relatos de tumores humanos com alta expressdo, secrecdo e até
mesmo niveis séricos de FGF2 aumentados em pacientes (Poon et al 2001; Turner & Grose
2010). Se a transformacdo maligna promover liberacdo de FGF2 ao meio extracelular, a
continua estimulacdo do tumor pode selecionar células resistentes ao seu mecanismo
anticancer. Moléculas como angiotensina Il, endotelina-1, interleucina-1 e TGB-1 sdo
capazes de induzir aumento de expressao de FGF2 (Fischer et al 1997; Strutz et al 2001).
Endotelina-1 (ET-1), cuja expressdao é comumente associada a células endoteliais, é também
expressa e secretada por queratindcitos (Bagnato et al 1995; Yohn et al 1993). Ja foi
demonstrado que aumento de niveis de ROS induz expressdo transcricional e secre¢ao de
ET-1, com provavel participacdo da via de Ras/Raf/ERK (Cheng et al 2003; Cheng et al 2001).
Como a presenca de Ras oncogénico sabidamente aumenta a produgao de ROS intracelular
(Irani et al 1997; Lee et al 1999; Weyemi et al 2012), é possivel que um eixo semelhante a
“H-RasV12->niveis de ROS aumentados—>producdo e secre¢ao de ET-1-> aumento de
expressao e secrecdo de FGF2” ocorra em queratindcitos transformados com H-RasV12, bem
como com as demais linhagens humanas com Ras mutado. Além disso, em nosso
laboratério, subclones de Y1 transfectados com vetor que confere expressdo constitutiva de
FGF2 (isoforma de 18 kDa) se mostraram resistentes ao seu efeito antiproliferativo
(Dermargos 2007). Isso fornece forte indicativo de que células malignas que expressam e
secretam FGF2 acabam tornando-se resilientes ao seu efeito antitumoral.

Os mecanismos sugeridos para susceptibilidade e resisténcia a FGF2 em células com

lesdo em Ras estdo reunidos na figura 5.1.
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Figura 5.1. Mecanismos hipotéticos para susceptibilidade e resisténcia aos efeitos toxicos de FGF2 em células
dependentes de Ras. A) Ras oncogénico pode estimular a produgdo de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento que autocrinamente induziriam aumento de expressdo de FGF2 enddgeno, o qual pode ser
secretado e promover estimulagdo do prdprio tumor, desencadeando seus efeitos téxicos. Alternativamente,
tais sinalizadores podem induzir células do estroma circundante a sintetizar e secretar FGF2, promovendo
estimulagdo pardcrina do tumor. O préprio Ras oncogénico poderia de forma mais direta estimular a produgao
de FGF2 (ndo descrito na literatura); B) Em uma massa tumoral ocasionalmente surgem células insensiveis aos
efeitos toxicos de FGF2; C) em algum momento FGF2 passaria a ser produzido como mecanismo de defesa anti-
tumor pelas células pré-malignas e/ou pelas células do estroma; D) isso resultaria na selecdo e multiplicacdo
apenas das células resistentes a FGF2, permitindo a progressdo maligna. No caso de ndo haver selecdo, a
geracdo de tumores com baixos niveis de FGF2 pode ser favorecida, como é o caso de canceres de mama.
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5.3 A susceptibilidade da linhagem UM-UC-3 a toxidez de FGF2

Tumores uroteliais evoluem frequentemente para duas variantes fenotipicas
principais: a papilar superficial, de baixo grau de malignidade, e as invasivas. O primeiro tipo
caracteristicamente carrega consigo mutacdo ativadora no gene HRAS (em
aproximadamente 30% deles) ou FGFR3 (aproximadamente 70%), mutuamente exclusivas
(Jebar et al 2005; Wu 2005). As linhagens T-24 (com muta¢do em H-Ras), UM-UC-3 (com K-
Ras mutado) e HT-1197 (N-Ras mutado), aqui testadas quanto a sensibilidade a FGF2 e PMA,
sdo derivadas de carcinoma de bexiga. Enquanto que FGF2 inibiu o crescimento de UM-UC-
3, HT-1197 foi estimulada mitogenicamente e T-24 foi indiferente ao mesmo tratamento.
Como essas trés linhagens apresentam FGFR3 selvagem (Lamont et al 2011), a explicacao
para essas diferencas pode estar entdo no status de outros receptores de FGF.

Tomlinson e colaboradores (2009) reportaram que o nivel de expressao transcricional
de FGFR1 é aumentado na maioria dos tumores e linhagens derivadas de cancer de bexiga,
independente de seu estagio e grau de malignidade. Eles sugeriram ainda que nessas células
FGFR1 desempenha importante papel na resposta proliferativa e de sobrevivéncia. Dentre as
linhagens testadas nesse estudo, UM-UC-3 e HT-1197 apresentam altos niveis de expressao
de FGFR1. Knockdown desse receptor em UM-UC-3 reduziu sua capacidade de crescimento
independente de ancoragem e tumorigenicidade in vivo, sugerindo dependéncia FGFR1 para
seu fenétipo maligno (Tomlinson et al 2009).

Expressdo reduzida de FGFR2 lllb é encontrada em vdrios tipos de cancer (Ahmad et
al 2012). Restauracdo da expressao desse receptor ja foi visto inibir o crescimento de células
de tumores de proéstata e adenocarcinoma salivar (Matsubara et al 1998; Zhang et al 2001) e

niveis de expressao reduzidos estdo associados a mal progndstico em canceres de bexiga
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(Diez de Medina et al 1997). Em células T-24, transfeccdo de FGFR2 lllb reduziu seu
crescimento tanto in vitro quanto in vivo (Bernard-Pierrot et al 2004; Ricol et al 1999),
sugerindo que FGFR2 pode assumir fung¢do supressora de tumor. Como células UM-UC-3 nao
expressam a isoforma lllb de FGFR2 (Ricol et al 1999), pode ser que FGF2 induza sua
expressao, o que explicaria os efeitos inibitérios na proliferagao dessas células. Se for esse o
caso, quanto ao fato de T-24 e HT-1197 serem refratdrias a FGF2 poderia ser facilmente
explicado se o receptor 2 for completamente ausente nessas linhagens, mas isso precisa ser
investigado.

Das trés linhagens de carcinoma urotelial, apenas UM-UC-3 apresenta alto grau de
malignidade. T-24 é considerada fracamente tumorigénica, pois desenvolvem apenas
tumores de crescimento lento quando xenoenxertadas em camundongo nude (Bernard-
Pierrot et al 2006) e HT-1197 n3do se mostrou capaz de crescer em suspensdo de agarose e
forma apenas ndédulos subcutaneos transientes in vivo (Tomlinson et al 2009). Por outro
lado, UM-UC-3, linhagem derivada de carcinoma invasivo, apresenta alta capacidade de
crescimento independente de ancoragem, além de desenvolver tumores em ensaios de
tumorigénese in vivo (Tomlinson et al 2009). Com isso ndo se pode descartar a possibilidade
das diferentes respostas a FGF2 serem na verdade atribuidas ao grau de malignidade dessas

linhagens.

5.4 Papel de PKC na resposta de queratindcitos HaCaT a PMA

E intrigante como PMA, um classico promotor de tumor largamente usado em ensaio

de carcinogénese in vivo, possa também inibir o crescimento de células malignas. De fato,
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sdo inumeros os relatos nesse sentido (tabela 2). Aqui foi visto que em queratindcitos
imortalizados da linhagem HaCaT, PMA promove proliferacdo enquanto induz apoptose em
sublinhagens transformadas com H-RasV12, de forma PKC-dependente. Tal antagonismo
pode ser explicado pela modulacdo diferencial de isoformas de PKC nesses distintos
contextos celulares (células imortalizadas e malignas dependentes de H-RasV12), argumento
suportado pelas seguintes evidéncias: superexpressao de diferentes isoformas de PKC em
células HaCaT estimulam func¢des tao diferentes quanto diferenciacdo e susceptibilidade a
apoptose (por PKC a e 6) quanto proliferacdo e crescimento de tumor (PKC B e €) (Papp et al
2004); expressao alterada dessas isoenzimas é observada em muitos canceres (Griner &
Kazanietz 2007); ras oncogénico foi visto alterar atividade e expressao de isoformas de PKC
em diferentes células, sendo comumente PKCa modulada positivamente (Borner et al 1992;
Delage et al 1993; Dlugosz et al 1994b). O papel isoenzima-especifica na conjuntura aqui
estudada ainda precisa ser estabelecido. Como é provavel que células HaCaT H-RasV12
apresentem padrdo de expressdo de PKCs diferente ao de células parentais, pode ser que o
mesmo estimulo, no caso PMA, acabe ativando isoenzimas diferentes nos dois casos,
levando-as a destinos distintos. Tendo em vista que em queratinécitos PKCa e PKCS estdo
associados a parada de crescimento e susceptibilidade a apoptose (Jerome-Morais et al
2009; Papp et al 2004), esses seriam os principais suspeitos no caso HaCaT H-RasV12 + PMA.

Curiosamente, células HaCaT vetor vazio foram estimuladas a proliferar na presenca
dos inibidores de PKC G066983 e binsidolilmaleimida | (figura 4.14). Papp, Czifra e
colaboradores (2006) constataram que inibicdo da atividade dessa proteina quinase com
inibidores gerais (que inibem varias isoformas) suprime a expressdo de marcadores de
diferenciacdo. Dessa forma, a inibicdo generalizada de PKC nessas células pode conduzi-las a

um estado menos diferenciado, aumentando sua capacidade proliferativa.
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5.5 O papel de ROS na resposta de queratindcitos a PMA

Takahashi et al. (2006), elegantemente mostraram que ROS é imprescindivel para a
inducdo de senescéncia e para a manutencgao das células no estado senescente. Dessa forma
foi bem demonstrado que espécies reativas de oxigénio participam de mecanismos
supressores de tumor, superando a idéia antiquada de que esses agentes redox teriam
apenas fung¢des danosas no organismo. Contribuindo nesse sentido, os resultados discutidos
nesta secdo propdem papel anticancer de ROS em células com lesdo oncogénica que por si ja
promove um status oxidativo celular mais elevado que o normal.

Ja é bem estabelecido que PMA estimula a producdo de espécies reativas de oxigénio
em macroéfagos via NADPH oxidase (Geiszt & Leto 2004), o que ocorre também em outros
tipos celulares como musculo liso vascular, células endoteliais, fibroblastos e queratinécitos
(Inoguchi et al 2000; Meier et al 1991; Steinbrenner et al 2005). HaCaT expressam
componentes de NADPH oxidase constitutivamente (Racl, p67 phox, p40 phox, p22 phox,
Nox1, Nox2 e pelo menos mRNA de Nox4), gerando complexo com atividade produtora de
superoéxido (Chamulitrat et al 2004; Kim et al 2011). Dessa forma é muito provavel que PMA
seja capaz de estimular a geracdao de ROS por essa via em HaCaT. De fato, dentro de duas
horas esse composto foi capaz de aumentar a fluorescéncia de carboxy-DCF (substrato de
ROS) tanto em HaCaT vetor vazio quanto em clones H-RasV12 (figura 4.23). Sob diversos
estimulos, PKC é capaz de promover fosforilacdo de p47 phox (Jiang et al 2011), além de ser
capaz de ativar Racl, componentes do complexo NADPH oxidase (Price et al 2003). Isso pode
explicar o aumento de ROS induzido por PMA. Um estudo com queratindcitos de pele de
camundongo mostrou por ensaios in vitro e in vivo que em células portando mutacdo

ativadora em H-Ras, PMA induz apoptose dependente de p53 pela geracdo de ROS via
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NADPH oxidase (Zhao et al 2006). Apesar da semelhanca préxima, os resultados aqui
mostrados sugerem que a apoptose induzida em clones HaCaT H-RasV12 independem de
p53. Por outro lado, sob estresse oxidativo, PKC6 pode ser ativada e translocada para a
membrana, induzindo apoptose (Majumder et al 2001). Apoptose induzida por PMA em
células de leucemia mieldide e MCF-7 (de cancer de mama) também esta associada a
translocacdo de PKCO para a mitocondria, com consequente liberacdo de citocromo c e
ativacdo de caspase 3 (Majumder et al 2000). Por ser uma via independente de p53, a
ativacdo de PKC6 via ROS é um provavel mecanismo pela qual apoptose é induzida em
células HaCaT H-RasV12 estimuladas com PMA.

Producdo de ROS disparado por Ras oncogénico ja foi relacionado tanto a estimulo
proliferativo e tumorigénico (lrani et al 1997; Yang et al 2002) quanto indugdo de
senescéncia (Lee et al 1999; Weyemi et al 2012). Aqui foi visto que clones HaCaT H-RasV12
por si ja apresentaram um basal mais aumentado de ROS em relagdo as células parentais.
Resultados semelhantes ja foram descritos na mesma linhagem transfectada com v-Ha-ras
sugestivamente envolvendo a participacdo de NADPH oxidase (Yang et al 1999). Mais
recentemente foi demonstrado que H-RasV12 induz producdo de ROS, dano no DNA e
consequentemente senescéncia via regulacdo traducional de Nox-4 e de seu parceiro
funcional p22 phox (Weyemi et al 2012). Pode ser que a diferenga entre os niveis basais de
espécies reativas em queratindcitos H-RasV12 e sua contraparte imortalizada seja o que
determina as diferentes respostas a PMA. Este éster de forbol poderia induzir geracdo de
ROS via Nox-1 e/ou Nox-2, disparando estimulo proliferativo nas células imortalizadas. Por
outro lado, em células H-RasV12, que ja apresentariam Nox-4 atuante por causa da
expressao de H-RasV12, a ativacdo de outras oxidases da mesma familia por PMA geraria

niveis tdo elevados e danosos de ROS que as células ndo seriam mais capazes de suportar.
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De fato, enquanto que o aumento dos niveis de ROS em HaCaT parental sao transitérios, em
células H-RasV12 eles sdo altos e sustentados, o que provavelmente gera danos insuperaveis
em sua maquinaria celular (ver figura 4.23 C). Efeito semelhante foi visto por Shaw e
colaboradores (2011) em fibroblastos de camundongo: a despeito de células normais,
células expressando K-Ras mutado (dominante positivo) foram ineficientes em remover ROS
intracelular induzido por lanperisona, o que causou estresse oxidativo e morte. Vale
ressaltar que além da via NADPH oxidase, Ras oncogénico, pelo menos no caso de K-Ras,
pode também gerar estresse oxidativo por promover disfungdo mitocondrial (Hu et al 2012).
Dessa forma é importante definir por que via H-RasV12 e PMA aumenta o status oxidativo
de células HaCaT.

Além do uso de compostos indutores de ROS, outra estratégia promissora em terapia
contra o cancer baseada na manipulagdo do status oxidativo celular estd no ataque das
defesas antioxidantes celulares. Muitos canceres tornam-se altamente adaptados ao
estresse oxidativo e possuem maior capacidade antioxidante. Ao interferir com os niveis ou
com a funcdo de antioxidantes celulares, como catalase, superdxido dismutase, redoxinas e
glutationa, a célula maligna pode tornar-se entdao vulneravel aos niveis oxidativos elevados
gue ela mesma gera (Trachootham et al 2009). Oncogenes como K-Ras, B-Raf e Myc foram
vistos promover aumento da expressdo e estabilizacdo do fator de transcricdo Nfr2,
conhecido por ativar a expressao de enzimas antioxidantes (DeNicola et al 2011).
Piperlongumina (PL), uma pequena molécula identificada em um screening pela toxidez
especifica para células malignas, aumentou os niveis de ROS e induziu apoptose em células
tumorais sem afetar significativamente células normais. PL foi visto interferir com as defesas
antioxidantes das células ao inibir a atividade de glutationa-S-transferase pi (GST-pi) (Raj et

al 2011).
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Figura 5.2 Perspectiva esquematica dos sugeridos mecanismos de a¢ao de PMA em queratindcitos humanos normais e malignamente transformados com H-RasV12. Em
gueratindcitos normais, PMA ativa PKC que por sua vez fosforila fatores de transcricdo no nucleo, estimulando progressdo no ciclo celular. O mesmo estimulo também ativa
a via mitogénica MAPK, o que também pode contribuir para a resposta proliferativa dessas células. Como PKC é um conhecido ativador de NADPH oxidase, a geragdo de
ROS em ambas as células estimuladas por PMA teria origem desse complexo enzimatico. Queratindcitos normais apresentam um aumento transitério nos niveis de ROS sob
estimulo com PMA, o que seria facilmente normalizado pelas defesas antioxidantes celulares e estimularia proliferagdo. Por outro lado, em queratindcitos H-RasV12, cujos
niveis de ROS ja sdo mais elevados devido a expressdao de Ras oncogénico, a elevagdo adicional desses niveis geraria um status oxidativo extremamente danoso, levando as

células a morte.
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5.6 PMA em tumores humanos com Ras mutado

De treze linhagens de tumores humanos com Ras mutado, onze foram vulnerdveis a
PMA e apenas duas, CALU-1 e SK-MEL-2, se mostraram resilientes ao seu efeito téxico (figura
4.24). Isso sugere fortemente que ha associagdo entre mutacdao em Ras e sensibilidade a
PMA. Administracdao de PMA em humanos é bem tolerada (Han et al 1998; Strair et al 2002),
indicando baixa toxidez em células normais e especificidade para células malignas. O fato de
a linhagem HaCaT parental (imortalizada) ser tolerante a esse composto a despeito de seus
subclones H-RasV12 reforca o argumento. Além disso, ndo existe associacdo entre o tipo de
Ras, sensibilidade ou resisténcia a PMA. No entanto, os niveis de Ras-GTP podem ser

determinantes e isso precisa ser explorado.
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6 CONCLUSOES

Queratindcitos humanos HaCaT possuem todos os recursos e funcionalidades da
sinalizacdo mitogénica disparada por FGFs. Antagonicamente, para células da mesma
linhagem em que H-RasV12 é transientemente ativado, FGF2 é citotdxico. Clones
malignamente transformados por ativagdao constitutiva do mesmo oncogene, no entanto,
ndo apresentam tal vulnerabilidade.

PMA estimula a proliferagao de HaCaT parental mas induz efeito citotéxico (e nao
citostatico), via ativacdo de PKC, em subclones expressando H-RasV12 constitutivamente,
induzindo apoptose independente de p53. Em ambas as células, PMA induz aumento de
ROS, sendo que susceptibilidade a esse composto esta correlacionada a inducdo de niveis
altos e sustentados dessas espécies reativas.

Ensaio com linhagens de células humanas tumorais permitiu demonstrar que
mutacdo ativadora em Ras condiciona vulnerabilidade a PMA, mas ndo a FGF2. Dessa forma,
PMA tem ac¢do generalizada, interferindo na proliferacdo de células com Ras ativado
constitutivamente enquanto que a vulnerabilidade a FGF2 é transitéria e parece ser

superada a medida que o tumor progride.
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Resultados de reacoes de sequenciamento de produtos de RT-PCR obtidos a partir de amostras de

mRNA de HaCaT e analise por BLAST

FGF1

<GGCGTCATTCAGCTGCAGCTCAGTGCGGAAGCGTGGGGGAGGTGTATATAAAGAGTACCGAGACTGGCCAGTACTTGG
CCATGGACACCGACRGGCTTTTATACGGCTCACAGACACCAAATGAGGAATGTTTGTTCCTGGAAAGGCTGGAGGAGAAC
CATTACAACACCTATATATCCAAGAAGCATGCAGAGAAGAATTGGTTTGTTGGCCTCAAGAAKAATGGGAGCTGCAAACG
CGGTCCTCGGACTCACTATGGCCAGAAAGCAATCTTGTTTCTCCCCCTGCCAGTCTCTTCTGATTAAAGAGATCTGTTCTGG
GTGTTGACCACTCCAKAGAAGTTTCSAGGGGTCCTCACCTGGTTGACCYAAAAATGTTCCCTTGACCATTGGCTGCGCTAAC
CCCCAGCCCACAGAGCCTGAATTTGTAAGCAACTTGCTTCTAAATGCCCAGTTCACTTCTTGCMAAGCCTAAA>
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NM_001144935.1
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NR 026696.1

NM _033136.2

NM_033137.2

Description Max score Total score Query coverage

Homo sapiens fibroblast growth factor 1 (acidic)

(FGF1), transcript variant 4, mRNA 809 809
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Homo sapiens fibroblast growth factor 1 (acidic)
(FGF1), transcript variant 7, non-coding RNA 809 809
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Homo sapiens fibroblast growth factor 1 (acidic)
(FGF1), transcript variant 5, mRNA 809 809
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(FGF1), transcript variant 8, non-coding RNA 794 794
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(FGF1), transcript variant 2, mRNA 634 634
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(FGF1), transcript variant 3, mRNA 625 625
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98%
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E value
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TCOGEACTCACTATGECCAGRRRGCARATCTIGTITICTCCCCCTGCCAGTCICTITCTGATITA
FEEETEE e e e e e e b e b ee e e el
TCOGEACTCACTATGECCAGRRRGCARTCTTGTITICTCCCCCTGCCAGTCICITCTGATITA
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GRCCCARRARATGTTCCCTIGACCATTGGCTGOGCTAACCCCCAGCCCACAGAGCCTGRAT

TTGTARGCARCTIGCTTCTARATGCCCAGTITCACTTC-TIGCMARGCCT 472
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TIGTAAGCARCTIGCTICTARRTGCCCAGTITCACTTCTTIGCAGAGOCT 716



FGF2

136

<TRTGAYAATCTGCCTGCTCAGCAGTCACCATAGCAGCTGACTGAAAATCAGCACTGCCTGAGTAGTTTTGATCAGTTTAAC
TTGAATCACTAACTGACTGAAAATTGAATGGGCAAATAAGTGCTTTTGTCTCCAGAGTATGCGGGAGACCCTTCCACCTCC

AGCTGCGAATTTATAGCCTGCCGTGCTTCTAGTAAAACTGATSAAAACTACTGAWGYAAAGCTGAGTGTGGWTRAGRTGC
WATGGTGACTGYWGAGCAGGGCAGATTYCCTGYCTASCCCCCTGCGGTGCTAATCKARTAAGCCACGGCAGGYAACYTYR
AAGTTACTCCCCAGCCCGGAGGACAGKTTTGATGGATACAGAACCGAATTTTTATCTASTTRCATACCTAARACCAAACACA
AAGGWAAAAACCAGACATTAGGMASCACACAMTCAWMAACMCCCCGCYSTKTTTTGTGTGTGGGGGGGGSMCCCCCC

Ccce>
BLAST
Accession Description Max score Total score Query coverage E value
NM 002006.4 Homo sapiens fibroblast growth factor 2 (basic) 275 368 559 3,00E-71
- (FGF2), mRNA
NR 024435.1 Homo sapiens hypothetical LOC100133991 410 1.0 6% 13

(LOC100133991), non-coding RNA

ﬂ:e:‘ll—l’ﬁi 002006.4 ] m Homo sapiens fibroblast growth factor 2 (basic) (FGFZ2), mBNA
Length=677%

GENE ID: 2247 FGF2 | fibroblast growth factor & (basic) [Homo sapiens]
{(Over 100 PubMed links)

Max ident

98%

88%
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Query 7 RATCTGCC-TGCTICAGCAGTCACCATAGCRAGCTGACTGARRRTCAGCACTGOCTIGAGIAG 65
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Sbjct 3527 ARRTCIGCCCIGCICAGCAGTCACCATAGCAGCIGACTGARARTCAGCRCIGCCIGAGIAG 3526

Query 66 ITTIGATCAGTTIARCT IGRATCACTARCTGRACTGRARRATTGRATGGGCARATARGTGCT 125
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GRGRCCCTICCACCTICCRGCIG 167
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1111
IGGE

|
TGA

CAGATTYCCIGYCTASCCCCCTGOGET
PEErr e e i 1t
CAGATTTGCICACTACCCCOCATCCGET
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ﬂ:efIHR 024435.1] EEE Homo sapiens hypothetical LOC100133981 (LOC100133991), non-coding
RITRA
Length=12&0

GENE ID: 100133591 MAP3K14-25]1 | MRAP3K14 antisense BNA 1 [Homo sapiens]
{10 or fewer PubMed links)

Score = 41.0 bits (44), Expect = 1.3
Identities = 28/32 (E88%), Gaps = 0/32 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 9 TCACCATAGCAGCTGA 40
P LTl

|
TCCCOGTGECAGCIGR 396

Sbict 427
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FGFR2

<CGAGTCTCGAGTTGACTTCCAGAGGACCCAAAATGGGAGTTTCCAAGAGATAAGCTGACACTGGGCAAGCCCCTGGGAG
AAGGTTGCTTTGGGCAAGTGGTCATGGCGGAAGCAGTGGGAATTGACAAAGACAAGCCCAAGGAGGCGGTCACCGTGG
CCGTGAAGATGTTGAAAGATGATGCCACAGAGAAAGACCTTTCTGATCTGGTGTCAGAGATGGAGATGATGAAGATGATT
GGGAAACACAAGAATATCATAAATCTTCTTGGAGCCTGCACACAGGATGGGCCTCTCTATGTCATAGTTGAGTATGCCTCT
AAAGGCAACCTCCGAGAATACCTCCGAGCCCGGAGGCCACCCGGGATGGAKCAGCTGCGAAAAGAGTGTTTCGTGTTTCG
CTMMAACMTCAGAGAAGAGCAGCACCACACGGCCTCAACTTACGACGTATTTTGGGGGGGGGGGGTGTCCCCGCCCTG
GATGTCGTCGMGTGKATTWTRCAGATACGCGGGGGGGTGGCTTGATGTATMAAT>

BLAST
Accession Description Max score  Total score Query coverage E value Max ident
Homo sapiens fibroblast growth factor receptor 2
NM 001144913.1
— (FGFR2), transcript variant 3, mRNA 639 639 68% 0.0 99%
Homo sapiens fibroblast growth factor receptor 2
NM 001144919.1
- (FGFR2), transcript variant 9, mRNA 639 639 68% 0.0 99%
Homo sapiens fibroblast growth factor receptor 2
NM 001144914.1
- (FGFR2), transcript variant 4, mRNA 639 639 68% 0.0 99%
Homo sapiens fibroblast growth factor receptor 2
NM 001144916.1
- (FGFR2), transcript variant 6, mRNA 639 639 68% 0.0 99%
Homo sapiens fibroblast growth factor receptor 2
NM 001144915.1
- (FGFR2), transcript variant 5, mRNA 639 639 68% 0.0 99%
Homo sapiens fibroblast growth factor receptor 2
NM 001144918.1
- (FGFR2), transcript variant 8, mRNA 639 639 68% 0.0 99%
Homo sapiens fibroblast growth factor receptor 2
NM 001144917.1
- (FGFR2), transcript variant 7, mRNA 639 639 68% 0.0 99%
NM 0001414 Homo sapiens flbroblas't grov«{th factor receptor 2
- (FGFR2), transcript variant 1, mRNA 639 639 68% 0.0 99%
NM 022970.3 Homo sapiens flbroblas-t grow‘th factor receptor 2
— (FGFR2), transcript variant 2, mRNA 639 639 68% 0.0 99%

ﬂre:‘llﬂ'ﬁ 001144913.1 | EEE Home sapiens fibrobklast growth factor receptor 2 (FGFR2), transcript
variant 3, mBNA
Length=2781

GENE ID: 2263 FGFRZ | fibroblast growth factor receptor 2 [Homo sapiens]
{Over 100 PubMed links)

Score = 839 bits (708), Expect = 0.0
Identities = 365/368 (99%), Gaps = 3/368 (1%)
Strand=Flus/Flus

Query 4 GICTC-GRGT-TGRA-CTTCCAGRGGACCCRRRART
FLEEE Tt Eee e e
Sbjct 1540 GICTCCGAGTATGAACTTCCAGAGGACCCAARRT

GITTCCRAGRGATRRGCTGACE &0
||||||||||||||||||||||||
GAGTTICCARGAGATARGCTGACE 15399

L1 — 03

.
&
|
.
=

Query &l CIGEECARGCCCCTGEGAGRAGETIGCTITGEECARGT GETCATGECGGRAGCAGTGGGE 120
FLELEE e e b e e e e el

Sbjct 1600 CIGEECARGCCCCTIGEGRAGRAGETTIGCTITEGEECARGTGETCATGECGEARGCAGTEGEM 14659

Query 121 ATTGACARAGACAAGCCCANGGAGGCGETICACCGIGGUCEIGARGATGTIGRARGRTGAT 180
FLETEEE e r e e e e e e e e e e e e e e e e e el

Sbjct 1660 ATTGRCARAGACARGCCCARGGAGGECGGICACCGIGECCGTIGARGATGTIGARAGRTGRT 1718

Query 181 GOCRCRGRGRRRGRCCTTITCTGATCTGSTIGTCAGAGATGGAGATGATGARGATGATIGSES 240
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1720 GCCRCRGRGRARGRCCITICIGAICTIGGIGICAGAGATGGAGATGATGRAGATGRATIGEE 1779

Query 241  RRACACARRGRATATCATRARRTCTICTIGGAGCCTIGCACACAGGRTGGGCCICICIATGIC 300
PEIELREI e e e e e bbb e e e e e e e e el

Sbject 1780 ARRCRACARGRATATCATARATCTITCIIGEAGCCIGCACACAGGATGFGCCICTICTATGIC 1839

Query 301 ATAGTTGAGTATGCCTCTARRGGCARCCTCCGRAGARTACCTCCOGAGCCCGEAGECCAC
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbijet 1840 ATAGTTGAGTATGCCTCTARMGGCRAACCTCCGAGARATACCTCCGAGCCCGEAGGCC C

Query 361

Sbjct 1900
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FGFR4

<GGCTGCAGTACTGCGGGGACACCGTCAGTTCCGCTGTCCAGCTGCAGGCAACCCCACGCCCACCATCCGCTGGCTTAAG
GATGGACAGGCCTTTCATGGGGAGAACCGCATTGGAGGCATTCGGCTGCGCCATCAGCACTGGAGTCTCGTGATGGAGA
GCGTGGTGCCCTCGGACCGCGGCACATACACCSMCGMTATYCMTSYGATAATCGSGCTGATGGCGACTRAATGCTCCGCG
GAATGCAGGGGGTTATTCGCRCAWAGTGGGGGGGGGGGGGGCGGWTGGCACTWACRGATTCKTTGTWTGCTGGGTG
CTTTCTTCGTTTCCGGGTGARGGCAAYAGCAGGAGGTACTTAATATGCCCGCGAYGMTTCSCARTAGMMAYCMTCTGKTG
TGGGGGGGGGSYCCCCCCAA>

BLAST
Accession Description Max score  Total score Query coverage E value Max ident
NM 022963.2 Homo sapiens fibroblast growth factor receptor 4 318 318 45% 3,00E-84 98%

(FGFR4), transcript variant 2, mRNA

Homo sapiens fibroblast growth factor receptor 4
NM 213647.1 318 318 45% 3,00E-84 98%
(FGFR4), transcript variant 3, mRNA ° ?

H iens fibroblast th fact tor 4
omo sapiens fibroblast growth factor receptor 318 318 45% 3,00E-84 98%

NM _002011.3 . ) 318
— (FGFR4), transcript variant 1, mRNA

>D:e:'|1-1’5{ 022963.21 m Homo sapiens fibroblast growth factor receptor 4 (FGFR4), transcript
wvariant 2, mENA
Length=2807

GENE ID: 22k4 FGFR4 | fibroblast growth factor receptor 4 [Homo sapiens]
(Orrer 100 PFubled Iinks)

Score = 318 bits (352), Expect = 3e-84
Identities = 187/190 (98%), Gaps = 3/190 (2%)
Strand=Plus/FPlus

Query 4 TGCAGTAC-TGOGEFER-CACCGTCA-GTTCCGCTGI CCAGCTGCAGGCRAACCCCACGCC 60

FEEEEErr rrererr e rerert e teerr et e e e e et e
Sbjct 533 TGECAGTACCIGCGEFFRACACCGTCAAGTTCCGCTGICCAGCTGCAGGCRACCCCACGCC 5392

Query 61 CRCCATCCGCTGGCTTARGGAT GRACAGGCCTTTCAT GGGGRAGRACCGCATIGGAGECAT 120
FEEETEEEE et et e et e e e e e et e e et el
Sbjct 533 CRCCATCCGCTIGGCTITRAAGGATGGACAGECCTTICATGGGGAGAACCGCATTGGAGECAT 4652
Query 121 TOGGECTGCECCATCAGCACTGEAGTICTCGIGATGERAGAGIGTIGEIGCCCICGGRACCECGE 180
FELETEEEE e e e et et et e e e e et e et e e
Sbjct 653 TOGGCTGCGCCATCAGCACTGGAGTICTCGIGATGGRAGAGCGIGETGCCCICGGRACCGEGE 712

Query 181 CARCATACARCC 130
[Tl
Sbjct 713 CRCATACRCC 722
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