UNIVERSIDADE DE SA,O PAULO
INSTITUTO DE QUIMICA

Programa de Pds-Graduacédo em Ciéncias Biologicas (Bioquimica)

JULIANA GALVAO DA SILVA

Efeito dual de FGF2 e PMA em células HEK 293

transformadas por H-ras"*

Verséo original da Tese defendida

Sao Paulo

Data do Depdsito na SPG:
25/06/2014



JULIANA GALVAO DA SILVA

Efeito dual de FGF2 e PMA em células HEK 293

transformadas por H-ras"*

Tese apresentada ao Instituto de Quimica da
Universidade de S&o Paulo para obtencédo do
Titulo de Doutor em Ciéncias (Bioquimica).

Orientador: Prof. Dr. Hugo Aguirre Armelin

Sao Paulo
2014



Ficha Catalografica
Elaborada pela Divisdo de Biblioteca e
Documentacdo do Conjunto das Quimicas da USP.

Silva. Juliana Galvio da
S586ef Efeito dual de FGF2 e PMA em celulas HEK 293 transformadas por
H-ras *'? / Juliana Galvdo da Silva. -- Sio Paulo. 2014
100p.

Tese (doutorado) - Instituto de Quimica da Universidade de

Sdo Paulo. Departamento de Biquimica.
Orientador: Armelin. Hugo Aguirre

1. Biologia molecular 2. Ciclo celular: Fisiologia 3. Cancer
I. T. II. Armelin. Hugo Aguirre. orientador.

574.88 CDD




Juliana Galvao da Silva
Efeito dual de FGF2 e PMA em células HEK 293 transformadas por H-ras"*?

Tese apresentada ao Instituto de Quimica da
Universidade de S&o Paulo para obtencéo do
Titulo de Doutor em Ciéncias (Bioquimica)

Aprovado em:

Banca examinadora

Prof. Dr.

Instituicéo:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicéo:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicao:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicao:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicao:

Assinatura:




Aos meus amados pais, Bernadete e Otoniel.



AGRADECIMENTOS

A Deus.

Ao meu orientador, professor Hugo Armelin, cientista de mente brilhante com o qual eu
tive o privilégio de discutir ciéncia, mas, acima de tudo, um ser humano compreensivo e

amigavel, excelente contador de histdrias, com o qual eu tive o prazer de conviver.

Aos meus colegas e amigos de laborat6rio atuais e antigos: Matheus Dias, pelo apoio
incondicional desde a época do curso de verao e por ter feito tchuchu no Jorge Kalil; Ju
Zeidler, uma das cientistas mais determinadas e inteligentes que eu tive o prazer de
trabalhar e que consegue me surpreender mesmo apés 5 anos de convivéncia; Alé
Dermargos, conselheiro para todas as horas e todos os assuntos; Cecilia Sella,
Eduardo Lopes, Leo Iwai, Marcelo Reis, Layra Costa, cujas conversas tornaram o dia a
dia no laboratério mais agradavel e divertido; Fabio Nakano, Gilson Murata, Mariana
Koga e Jaqueline Salotti, que apesar do menor tempo de convivéncia, tornaram-se
igualmente queridas e relevantes em meu processo de aprendizado. Obrigada a todos
pela a ajuda nas discussodes, execucdo de experimentos, analise de resultados,

conversas aleatorias e por fazer do laboratério um lugar legal para se trabalhar.

Aos meus orientadores de Iniciagédo Cientifica, Selma Jerénimo e Bruna Maciel, por me

despertarem para o mundo da ciéncia.

A todos os professores e funcionarios do 1Q, em especial a Daniela Basseres e ao
Fabio Forti, por cederem reagentes, vetores, células e tempo, sempre que solicitado; e
ao Bayardo Torres por ter idealizado o curso de verao e por ter me ajudado com o0s

estudos para a prova de ingresso.

Aos queridos colegas de pos-graduacao do 1Q e do CeTICS, pelas mais diversas

contribuicdes.



As minhas antigas e atuais companheiras de republica, Marli, Anilza, Wal, Laura e
Renatinha. Tive sorte de encontrar pessoas tdo confidveis e queridas para dividir o lar.

Aos meus pais, Bernadete e Otoniel, que ndo mediram esforcos para me proporcionar
uma educacéo de qualidade e que sempre me apoiaram em todas as minhas escolhas.

Devo tudo o que me tornei a Vocés.
Aos meus irméaos Marcel e Renato, pela torcida em tudo o que eu fago.
A minha sobrinha linda, por existir.
Ao meu amor, Thiago, por sempre estar ao meu lado.

A minha familia paulista, que tornou Sao Paulo um lugar melhor para se viver. Vocés
foram o melhor presente que eu ganhei por ter vindo a S&o Paulo. Agradeco em
especial a minha prima Mariana e Tia Margha que me acolheram sem nem mesmo me

conhecer.
Aos meus tios, tias, primos e primas, cunhada e madrinhas pelas oragdes e apoio.

As minhas amigas, Yuldo, Karlinha, Nathy, Lore, Rana, MariSukita, Nanda e Katrine.
Em especial a Maricotinha, a metade da minha laranja, com quem eu posso contar para
tudo.

Enfim, agradeco a todos que de forma direta ou indireta, contribuiram para a realizacao
desta tese.

Este projeto teve suporte financeiro da FAPESP e do CNPq.



“A tarefa ndo é tanto ver aquilo que ninguém viu, mas
pensar o que ninguém ainda pensou sobre aquilo que

todo mundo vé.”

Arthur Schopenhauer



RESUMO

Silva, J.G. Efeito dual de FGF2 e PMA em células HEK293 transformadas por H-
ras'!?. 2014. 100p. Tese (Doutorado) — Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Biologicas (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Sabe-se ha décadas que mutacdes nos genes ras estdo presentes em cerca de 20%
dos canceres humanos, mas o desenvolvimento de terapias eficazes para o tratamento
de cancer dependente dos oncogenes ras permanece um desafio cientifico importante.
Nesse contexto, 0 nosso grupo publicou recentemente resultados interessantes
mostrando que FGF2 exdgeno ou PMA, contrariamente a expectativa geral, inibem a
proliferacéo de células de camundongo malignas dependentes dos oncogenes H- ou K-
Ras. Para dar continuidade a estes estudos o projeto desta tese foi planejado para
investigar os mecanismos subjacentes a possiveis efeitos citotoxicos de FGF2 e PMA
em células humanas transformadas por ras. Para esse fim, a linhagem humana
imortalizada HEK 293 foi condicionalmente transformada pela expressdo ectdpica da
construcéo quimérica de DNA ER:H-ras"*?, que codifica a oncoproteina de fusdo ER:H-
Ras'*?, cuja atividade é induzivel por 4-hidroxi-tamoxifen (4OHT). Essa abordagem nos
permitiu verificar os efeitos de FGF2 e PMA em sublinhagens HEK/ER:Hras"*?
fenotipicamente “normais” ou transformadas por niveis crescentes da oncoproteina H-
Ras'*2. Os principais resultados mostraram que tanto FGF2 como PMA tem efeito dual
promovendo ou inibindo a proliferacdo das células transformadas em funcdo da
concentracdo intracelular crescente de H-Ras"*?.

Ensaios de crescimento de colénias em suspensao de agarose mostraram que: a) as
células parentais HEK293 ndo desenvolveram colénias mesmo quando tratadas com
FGF2 ou PMA, resultados que estdo de acordo com seu fenétipo ndo tumoral; b) mas,
as sublinhagens HEK/ER:Hras'*? deram origem a colénias mesmo quando tratadas
com concentracdes pequenas de 40HT, que condicionaram niveis intracelulares baixos
de ER:HRas"'% nestas condicbes experimentais, FGF2 foi um forte promotor do
crescimento de colbnias, condizente com sua reconhecida atividade promotora do
crescimento de células tumorais em suspensao; ainda nestas condi¢ées, PMA néo teve
efeito significante sobre o crescimento de coldnias; c) coerentemente, concentracdes
elevadas de 4-OHT levaram aos niveis intracelulares mais altos de ER:HRas"*? e, por
conseguinte, a desenvolvimento maximo de colénias de células HEK/ER:Hras"*? no
entanto, nestas condi¢des, ambos FGF2 e PMA inibiram completamente o crescimento
de colbnias.

Por outro lado, transformagédo de HEK293 com um vetor de expresséo constitutiva de
Hras''? levou & selecdo e isolamento das sublinhagens tumorais HEK/Hras"*?, cujo



fendtipo se caracterizou por: a) nenhum efeito de FGF2 sobre a sua proliferacdo e b)
forte inibicdo de sua proliferacédo por PMA.

A acdo citotoxica de PMA exclusivamente observada em células HEK 293
transformadas por H-ras'*? se caracterizou por: a) total dependéncia de PKC,
provavelmente mediada pela ativagao proteolitica especifica de PKC 9; b) envolvimento
de niveis elevados e sustentados de ROS com disparo tardio de apoptose.

Palavras-chave: linhagem celular humana HEK 293, Hras"*?, FGF2, PMA.



ABSTRACT

Silva, J.G. Dual effects of FGF2 and PMA on H-ras"*? transformed HEK293 cell line.
2014. 100p. Thesis — Graduate program in Biochemistry. Instituto de Quimica,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

It is known for nearly 20 years that mutated ras oncogenes are found in 20% of human
malignancies, however efficacious therapies are not yet available for Ras-driven cancer.
Along of these lines, our group recently published provocative results showing, against
common belief, that FGF2 and PMA inhibited proliferation of Ras-dependent malignant
mouse cells. Aiming to gain insight into this intriguing phenomenon, the present thesis
project was planned to investigate the possible cytotoxicity of FGF2 and PMA in human
Ras-driven malignant cells. To this end an immortalized non-tumorigenic human cell line
(HEK293) was stably transformed with the DNA construction ER:H-ras'*?, which
encodes the fusion protein ER:H-Ras"'?, whose activity requires activation by 4-hidroxi-
tamoxifen (4-OHT). This approach allowed us to evaluate FGF2 and PMA effects on
HEK/ER:Hras"*? sublines under switching from “normal” to transformed phenotypes
upon 4-OHT induction. Our main results have shown that both FGF2 and PMA displayed
dual effects promoting or inhibiting proliferation of HEK/ER:Hras"*? cells in function of
ER:HRas"*? intracellular levels.

Clonogenic assays in agarose suspension have shown: a) parental HEK293 line did not
develop colonies under FGF2 and PMA treatment or not, in agreement with its non-
tumorigenic nature; b) however, HEK/ER:Hras"*? sublines developed colonies even
under low 4-OHT concentrations, which led to low ER:HRas"*? intracellular levels; under
these conditions FGF2 strongly promoted colony growth and PMA had no effect; c)
furthermore, in HEK/ER:Hras"*? sublines, elevated 4-OHT concentrations led to high
ER:HRas"*? intracellular levels and maximal colony growth; but, under these
experimental conditions both FGF2 and PMA abolished colony growth.

On the other hand, HEK293 transformation with a vector that constitutively express
Hras"*? yielded HEK/ER:Hras"'? sublines displaying the following phenotypic traits: a)
non FGF2 effects on proliferation and b) severe proliferation inhibition by PMA.

PMA toxicity, exclusively observed in Hras'*® —transformed HEK293 cells, was
characterized by: a) total dependency on PKC, likely mediated by specific proteolytic
activation of PKC®; b) involvement of high and sustained ROS levels correlated with late
apoptosis triggering.

Keywords: Human immortalized HEK 293 cell line, H-Ras"*?, FGF2, PMA.
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1 INTRODUCAO

As células sdo as unidades basicas funcionais que compdem os tecidos e
orgaos de um organismo. Estas estruturas sdo altamente especializadas e podem
desempenhar diferentes funcdes, dependendo do tecido e sistema do qual fazem
parte. Um exemplo classico para ilustrar este conceito € a comparacdo entre um
neurdbnio e uma célula muscular, no qual, a primeira é especializada em conduzir o
impulso nervoso, enquanto que a segunda € responsavel pela contracdo muscular.
Apesar desta diversidade, todas as células de mamiferos possuem a mesma
magquinaria molecular para execucao e regulacdo de processos fundamentais como

proliferacao, diferenciagdo e morte.

A proliferacéo de todas as células (com excecdo das células sexuais) ocorre
através da mitose, no qual, uma célula duplica seu conteudo intracelular e se divide,
originando duas células filhas iguais. Essa divisdo acontece na forma de um ciclo,
formado por cinco fases: Na auséncia de estimulos, a célula encontra-se em um
estado de quiescéncia (fase Gp). Quando estimulada por algum fator externo, a
célula entra em uma fase de crescimento celular e preparacao para a duplicacdo do
seu material genético (fase G1). Na fase seguinte (S), todo o seu conteido de DNA
é duplicado. Posteriormente, a célula continua crescendo (fase G2) e se preparando
para entrar na fase M em que ocorre a divisdo celular propriamente dita. ApGs a
divisdo, a célula pode retornar a fase Go ou iniciar um novo ciclo de divisédo celular.
Este processo € altamente regulado e a célula dispGe de varios mecanismos de
inspecao para evitar falhas que comprometer&o o funcionamento e a homeostase do
organismo (Figura 1.1). Se o erro acontecer e ndo puder ser reparado, vias que
sinalizam para a morte serdo ativadas, levando a autodestruicdo da célula

(apoptose).

Diferentemente de uma célula normal, as células malignas apresentam uma
desregulacédo em seu ciclo celular, que resulta na proliferacdo desordenada dessas
células, independentemente de fatores externos. H4 mais de 100 tipos de canceres

descritos na literatura, porém, a aquisicdo de seis caracteristicas comuns a todos
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eles sédo consideradas essenciais no processo de malignizagédo: (1) proliferacao
celular independentemente de fatores de crescimento externos; (2) insensibilidade a
fatores antiproliferativos; (3) Evasdo da apoptose; (4) potencial replicativo ilimitado;
(5) angiogénese sustentada; e (6) invasdo tecidual e metastase (Hanahan and
Weinberg, 2000). Tais caracteristicas séo resultado de um acumulo de alteracdes
genéticas e epigenéticas que conferem a célula vantagens em sua sobrevivéncia e

proliferacao.

Gap 2 .
Crescimento celular e Mitose

preparagéo para a mitose

Gap 0
Quiescéncia

: Gap 1
Sintese dos componentes
necessarios para

Sintese de DNA a duplicagéo do DNA

Figura 1.1 — O ciclo celular € dividido em 5 fases. Células normais, néo
tumorigénicas, permanecem em um estado de quiescéncia (G0). Quando estimuladas por
um fator externo, a célula entra para a fase G1, iniciando o ciclo celular. Durante a
progressao no ciclo, ha véarios pontos de checagem (setas em vermelho), que impedem que
uma falha se perpetue no decorrer da divisao celular.

Dentre as alteragcdes genéticas mais comumente estudadas, estdo aquelas
que envolvem o0s oncogenes. Estes sdo resultado de uma mutacdo genética
somatica de seus respectivos proto-oncogenes e estdo relacionados com o aumento
da ativacao de vias mitogénicas, independentemente da presenca de sinais externos

de crescimento. Estudos epidemioldgicos mostram que alguns oncogenes sao mais
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frequentemente encontrados em um ou mais tipos de canceres e, portanto, tornam-

se importantes alvos na busca de novas terapias para o tratamento do cancer.

1.1 — ONCOGENE RAS

A descoberta dos genes ras (rat sarcoma genes) se deu no final dos anos 70,
a partir do estudo da atividade transformante dos retrovirus de sarcoma murino de
Harvey and Kirsten. Logo, as sequéncias homologas correspondentes foram
encontradas nos genomas de ratos, camundongos e humanos, e foram
denominadas de H-ras e K-ras, em referéncia as sequéncias encontradas nos virus
de sarcoma de Harvey e Kirsten, respectivamente. Poucos anos depois, 0 terceiro
membro N-ras foi descoberto a partir de linhagens celulares de neuroblastomas e

leucémicas (Karnoub and Weinberg, 2008).

Os oncogenes ras (H-ras, K-ras e N-ras) fazem parte da complexa
superfamilia ras (Figura 1.2A). Esta superfamilia € composta por cinco familias que,
apesar de possuirem uma consideravel divergéncia em suas sequéncias e funcdes,
possuem em comum a capacidade de ligacdo e hidrolise do GTP (Rojas et al.,
2012). A familia ras comporta os oncogenes H-ras, K-ras e N-ras, os quais
aparecem em formas mutadas em cerca de 20% dos canceres humanos. A
substituicdo de uma glicina por uma valina no residuo 12 é a alteracdo mais
frequentemente encontrada. Os residuos 13 e 61 também aparecem alterados em
canceres humanos, no entanto, em uma frequéncia bem menos expressiva
(Downward, 2003; Karnoub and Weinberg, 2008).

A proteina Ras encontra-se ativada quando ligada a GTP (Figura 1.2B).
Sua inativagdo ocorre através da hidrélise de GTP em GDP. Ras possui uma
atividade GTPasica latente que precisa ser ativada por proteinas ativadoras
especificas (GAP — GTPase-activating proteins), que aceleram em mil vezes a
hidrolise do GTP. Para sua ativacdo, a proteina Ras precisa se desligar do GDP e se
ligar a um novo GTP. Para tanto, ha o auxilio das proteinas GEFs (guanine
nucleotide-exchange factors), que aumentam em dez mil vezes a taxa de
desligamento do GDP do sitio de ligacdo ao nucleotideo. Como, no citosol, o GTP é

cerca de dez vezes mais abundante que o GDP, naturalmente, uma molécula de
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GTP é reposta em seu lugar. As oncoproteinas resultantes da ativagdo do oncogene

ras possuem sua atividade GTP&sica prejudicada,

constitutivamente ativo (Karnoub and Weinberg, 2008).

A
G1 G2 G3_
HRAS MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQONHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAG
KRAS MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAG
NRAS MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIONHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAG
G3 G4__
HRAS QEEYSAMRDOYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHQYREQIKRVKDSDDVPMVLVGNKCDL
KRAS QEEYSAMRDOYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQIKRVKDSEDVPMVLVGNKCDL
NRAS QEEYSAMRDOYMRTGEGFLCVFAINNSKSFADINLYREQIKRVKDSDDVPMVLVGNKCDL
G5
HRAS AARTVESRQAQDLARSYGIPYIETSAKTRQGVEDAFYTLVREIRQHESGPGCMSCKCVLS
KRAS PSRTVDTKQAQDLARSYGIPFIETSAKTRQGVDDAFYTLVREIRKHKKKKKKSKTKCVIM
NRAS PTRTVDTKQAHELAKSYGIPFIETSAKTROGVEDAFYTLVREIRQYDGTQGCMGLPCVVM
B
Ativo
Efetor «<—— Ras-GTP Ras-GDP
Inativo
GTP GDP

resultando em um Ras

Figura 1.2 - As oncoproteinas Ras. A) Alinhamento das sequéncias de
aminoacidos: os segmentos (G1 a G5) destacados em vermelho sdo conservados entre 0s
membros da familia Ras; na extremidade N-terminal aparecem em azul as cisteinas (C)
farnesiladas e palmitoiladas; os trés ultimos residuos N-terminais pés C-186 séo eliminados
por protedlise nas formas maduras das proteinas. A proteina K-Ras possui varios residuos
de lisina (K) em sua porcdo C-terminal, importantes para estabilizacdo da ligacdo da
proteina a membrana plasmética. B) Ciclo de ativagédo e desativagdo de Ras; GAP (GAP -
GTPase Activating Protein; GEF - G-nucleotide Exchange Factor. O ciclo s6 gira no sentido
horario, como indicado. O seu controle € exclusivamente cinético através do balanco entre
as atividades de GEF e GAP. Figuras extraidas de Armelin et al., 2013.
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Além da ligagcdo ao GTP, a localizacéo celular de Ras é primordial para que a
proteina desempenhe sua atividade biolégica. Para tanto, Ras sofre uma série de
modificacdes pos-traducionais que permite a adicdo de uma longa cadeia
isoprendide em um residuo de cisteina C-terminal. Além da isoprenilacdo, H-Ras e
N-Ras ainda sofre a adicdo de duas cadeias do acido graxo longo palmitoil em um
residuo de cisteina também C-terminal, porém, & montante do residuo isoprenilado.
A isoprenilagcdo permite a ancoragem da proteina Ras a membrana plasmatica,
engquanto que a palmitoilacdo estabiliza esta interacdo. A proteina K-Ras estabiliza
sua ancoragem a membrana através da interacdo de residuos de lisina proximos a
porcdo C-terminal com as cabecas polares dos lipidios que compde a membrana
(Figura 1.2A).

A proteina Ras funciona como uma espécie de conector entre os fatores
externos e a resposta biologica final. Isto é possivel pela diversidade de efetores que
Ras é capaz de interagir e ativar. Receptores transmembranares tirosina quinase
(RTK) ativos, recrutam proteinas adaptadoras que vao se ligar e ativar GEFs, como
a proteina SOS. Outros tipos de receptores, bem como receptores acoplados a
proteina G, também podem ativar Ras através da estimulacdo de GEFs. Uma vez
ligado ao GTP, Ras vai interagir e ativar varias outras enzimas efetoras. Estas
enzimas, por sua vez, irdo ativar outras enzimas e assim sucessivamente. O
resultado é a formacdo de uma complexa rede de sinalizacdo, no qual um sinal
externo é percebido e propagado através de uma cascata de efetores intracelulares,
que por fim, ird culminar na expresséao de fatores de transcricdo. Estes irdo regular a
expressdo de genes envolvidos na regulacdo de diversos processos biolégicos,

como proliferacdo e sobrevivéncia (Figura 1.3).

Apés mais de trés décadas da descoberta de Ras, uma gama de efetores
foram descobertos e estudados. N&o obstante, muitos outros ainda vém sendo
encontrados (Malumbres and Barbacid, 2003). O papel de algumas dessas vias a
jusante de Ras no processo de malignizacdo de células ja € bem conhecido e sera

abordado aqui.
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Figura 1.3. — Rede de sinalizacdo disparada por receptores tirosina quinase (RTKs). De maneira geral, RTKs existem na forma de
monodmeros. Apds a ligagdo do ligante, ocorre a dimerizacao dos receptores e fosforilagdo de residuos de tirosina em seu dominio intracelular.
As fosfo-tirosinas recrutam proteinas adaptadoras, que, por sua vez, recrutardo e ativardo outras proteinas e assim sucessivamente, formando
uma complexa rede de sinalizacdo. A via de Ras/MAPK esta representada em azul; a via de PI3K/Akt em vermelho; e a via de PKC em verde.
Figura modificada de Zeidler, 2013.
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1.1.1 — Via de MAPK/ERK

As vias de MAPK séo cascatas de sinalizacdo, no qual, ha a fosforilacdo e
ativacdo sequencial de seus componentes. Deste modo, as quinases MAP3Ks tém
como alvo as MAPKKs que, por sua vez, fosforilam as MAPKs. Por fim, o
componente final desta cascata fosforila moléculas alvos que serdo responsaveis
pela resposta celular ao estimulo extracelular que inicialmente disparou esta
cascata. A via de MAPK de ERK (extracelular signal-regulated kinase) foi a primeira
via efetora de Ras a ser identificada e € a mais bem caracterizada (Figura 1.3, em

azul).

As quinases Raf (MAP3K) séo os primeiros componentes da via de ERK, cuja
ativacdo é um processo complexo que se inicia com 0 recrutamento para a
membrana plasméatica desta quinase por Ras ativo. (Wellbrock et al., 2004). Uma
vez ativado, Raf ir4 fosforilar e ativar as quinase MEK1 e MEK2 (MAPKK), que,
sequencialmente ativara ERK1 e ERK2 (MAPK), os efetores finais desta via. Estas
tltimas sédo capazes de fosforilar tanto alvos citoplasmaticos (como a quinase S6
ribosomal - RSK), bem como podem se translocar para o ndcleo e induzir os
chamados “immediate early genes”, entre os quais estdo os genes c-fos e c-jun, que
codificam os fatores de transcricdo c-Fos e c-Jun, que o complexo AP1 (proteina
ativadora 1), responsavel pela inducdo de proteinas reguladoras da progressao no
ciclo celular (Chambard et al., 2007; Shaul and Seger, 2007).

Sabe-se que a duracao e a intensidade do sinal de ERK é uma caracteristica
importante na resposta final ao estimulo externo (Ebisuya et al., 2005). A DUSP6 é
uma fosfatase dual que regula a desfosforilacdo e inativacdo de ERK1/2. No entanto,
além desta inativacdo de ERK1/2 por fosfatases, as proprias ERK1/2 exercem
regulacdo negativa em etapas inciais da via de MAPK/ERK, incluindo a fosforilacao
inibitéria da GEF SOS, Rafs e MEKs (Corbalan-Garcia et al., 1996; Dougherty et al.,
2005; Slack-Dauvis et al., 2003). Por outro lado, ERK 1/2 também fosforila e inativa a
proteina RKIP, que exerce efeito inibitorio na via de MAPK/ERK (Yeung et al., 2000).
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1.1.2 - A Via de PISK/AKT

PISK (phosphoinositide 3-kinase) € uma quinase de lipides cuja unidade
funcional é um heterodimero formado por uma subunidade catalitica e outra
regulatoria. Ha trés classes principais de PI3K (I, 1l e lll) e diversos subgrupos,
classificados de acordo com sua estrutura primaria, especificidade ao substrato e
regulacao. As PI3Ks de classe | sdo as mais bem caracterizadas e as que possuem
maior relacdo com o cancer humano. Esta classe possui p110 (p110a, p1103, p110y
e p1108) como subunidade catalitica que se liga a subunidade regulatéria p85. A
excecao é a subunidade p110y que ao invés de se associar com p85, se liga as
subunidades regulatérias pl01 e p87. A ativacdo da quinase PI3K ocorre
principalmente pela ativacdo de RTKs (Receptores de Tirosina Quinase): (1) A
subunidade regulatéria p85 se liga ao RTK fosforilado, acionando a subunidade
catalitica p110; (2) As proteinas adaptadoras GRB2 quando ligada a RTKs ativos,
recrutam GAB, que por sua vez, se liga a p85; (3) A proteina Ras ativa se liga
diretamente a subunidade catalitica p110, independentemente de p85. Além disso,
p110B pode ainda ser ativado por receptores acoplados a proteina G, sem a

participacédo de RTKs.

Uma vez ativa, PI3K irA promover a conversao de PIP, (phosphatidylinositol
4,5-biphosphate) em PIP; (phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate). E a geracédo do
segundo mensageiro PIP3; que ir4 acionar as vias a jusante de PI3K responsaveis
por regular uma variedade de processos, como crescimento celular, proliferacéo,
sobrevivéncia, metabolismo e motilidade celular (Figura 1.3, em vermelho). Os mais
bem caracterizados efetores de PI3K sdo as quinases PDK1 (Phosphoinositide-
dependent kinase 1) e AKT (também chamada de PKB — Protein Kinase B) , que séo
recrutadas a membrana plasmatica pela ligacdo de seu dominio PH (Pleckstrin
Homology) a PIPs. A sinalizagédo de PI3K é cessada pela desfosforilacdo de PIP3; em
PIP, pelo supressor de tumor PTEN (Phosphatase and tensin homolog) (Castellano
and Downward, 2011; Franke, 2008; Vanhaesebroeck et al., 2012).

AKT é uma serinal/treonina quinase cuja familia € composta por trés membros
(AKT1, AKT2 e AKT3). Para sua total ativacdo, € necessaria a fosforilacdo de AKT
em dois residuos distintos: Thr308 por PDK1; e Ser473, cujos mecanismos de

fosforilacdo ainda ndo estdo completamente compreendidos, mas, diversas quinases
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ja foram relatadas como promotoras da ativacdo deste residuo, como PDK2,
MTORC2 (rapamycin complex 2), ILK (integrin-linked kinase) e DNA-PK (DNA-
dependent protein kinase). Sabe-se que essas fosforilagbes ndo acontecem sem a
presenca de PIP3;. Apesar de ser ativado na membrana plasmatica, AKT possui
diversos alvos localizado no citoplasma e no nucleo. Sua importancia na formacao e
manutencdo de tumores ocorre, principalmente, pela ativagdo de vias que
promovem o crescimento celular e a sobrevivéncia. Por exemplo, AKT inibe as
proteinas proapoptoticas BAD e BAX, da familia de Bcl-2; fosforila Mdmz2,
antagonizando a acao do supressor de tumor p53; regula negativamente os fatores
de transcricio NF-kB e forkhead, aumentando a transcricdo de genes
antiapoptoticos e diminuindo a expressao de proteinas promotoras de morte celular;
e estimula, via 0 aumento da ativacdo de Rheb, a via de mMTORC1, responsavel pelo
aumento da sintese proteica (Cantley, 2002; Courtney et al., 2010; Duronio, 2008;
Engelman et al., 2006).

1.1.3 — Outras vias efetoras de Ras

As vias de ERK1/2 e PISK/AKT foram as primeiras vias identificadas a jusante
de Ras. No entanto, ao longo dos anos, cada vez mais efetores vém sendo
descobertos, como por exemplo, Ral-GEFs, PLCe (phospholipase C epsilon), Tiam1,
p1l20GAP, NF1, MEKK1, Rinl, AF-6, PKC-¢, Norel, Canoe e outros (Ehrhardt et al.,
2002; Kelley et al., 2001). As proteinas Ral-GEF (RalGDS, RGL - RalGDS-like gene,
RGL2 e RGL3), conectam Ras a ativacdo das pequenas GTPases RalA e RalB. A
via de RalGDS atua em conjunto com a via de PI3K/AKT na inibicdo do fator de
transcricdo forkhead, contribuindo no processo de transformagéo mediada por Ras
(De Ruiter et al., 2001; Rodriguez-Viciana and McCormick, 2005). J4 a Fosfolipase
Ce é responsavel por promover a hidrélise de PIP2 em DAG (diacylglycerol) e
inositol-1,4,5-trifosfato (Figura 1.3, em verde). Esta via liga Ras a ativacdo de PKC

(protein kinase C) e mobilizagdo de Ca*™ (Kelley et al., 2001).
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1.2 — ESTERES DE FORBOL E A VIA DE PKC

Os esteres de forbol sdo diterpenos tetraciclicos encontrados naturalmente
em Euphorbiaceae e Thymelaceae. O interesse por estes compostos aumentou
quando Berenblum (1941) descreveu pela primeira vez que o 6leo isolado da
semente de Croton tiglium (Euphorbiaceae), que continha o ester de forbol PMA
(phorbol 12-myristate 13-acetate), aumentava consideravelmente o potencial
carcinogénico do 3,4-benzopirano, quando aplicados na pele de camundongos. Por
si sO, 0 6leo de créton néo tinha efeito carcinogénico, bem como, ndo promovia o
crescimento de tumor quando aplicado antes do agente carcin6geno. Sua acao
como promotor de tumor era maxima quando a pele do camundongo era exposta a
subsequentes doses do éster de forbol, precedidas pela exposicdo a uma dose
Gnica de um iniciador (carcinégeno) (Goel et al.,, 2007; Klein, 1953). Mesmo
desconhecendo-se 0s meios pelos quais PMA promovia o crescimento tumoral, este

experimento se tornou um modelo no estudo dos varios estagios da carcinogénese.

O mecanismo pelo qual os ésteres de forbol promoviam o crescimento
tumoral s6 foi desvendado na década de 80, quando Nishizuka descreveu que a
Proteina Kinase C (PKC) é o receptor intracelular desses promotores de tumor
(Castagna et al., 1982). Este trabalho demonstrou pela primeira vez a importancia de
PKC no crescimento celular e carcinogénese. PMA, entdo, passou a ser uma
importante ferramenta no estudo dos processos celulares regulados pela ativacédo de
PKC.

Hoje em dia, sdo conhecidas pelo menos 10 isoformas de PKC, classificadas
em 3 subfamilias, de acordo com sua estrutura e sensibilidade a segundos
mensageiros: Convencionais — cPKC - (a, Bl, Bll e y), Novas — nPKC (5, €, ne 0) e
Atipicas — aPKC (C e I/A). Todas as PKCs possuem em sua estrutura uma regido
reguladora N-terminal e outra catalitica C-terminal, ligadas por um segmento flexivel.
E o dominio regulador que confere o grau de sensibilidade aos segundos
mensageiros diacilglicerol (DAG) e Ca®". As isozimas convencionais possuem 0s
dominios C1 e C2, com afinidade a DAG e Ca*" respectivamente. J& as nPKCs,
possuem uma variante do dominio C2 n&o responsiva a Ca®*, sendo sensiveis
apenas a DAG. As isoformas atipicas, por sua vez, ndo sao responsivas nem a DAG

e nem ao Ca** (Figura 1.4). Vale salientar que os esteres de phorbol, como o PMA,
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mimetizam os efeitos do DAG e, portanto, sdo capazes de ativar tanto as PKCs

convencionais como as novas.

Regulatory Domain Catalytic Domain

hinge region

conventional N‘{ PS H c1 Ci1 I—L Cc2 }—\F‘ C3 H C4 I—C

novel n{ €2 HPsHc1 c1}— ¢3 H ¢4 }c

atypical NnPSH €1 — €38 H €4 |c

Figura 1.4 — Estrutura geral das subfamilias de PKC. As PKCs convencionais
(conventional) possuem dois dominios C1 e um dominio C2, responséaveis pela ligagdo ao
DAG e célcio, respectivamente. As PKCs novas (novel) possuem uma variante do dominio
C2 néo responsiva a calcio. As PKCs atipicas (atypical) possuem apenas um dominio C1 e
nao respondem nem a DAG, nem a Calcio. Todas as PKCs possuem a montante do dominio
C1, um dominio pseudosubstrato (PS) inibitério. No seguimento entre o dominio regulador e
o0 dominio catalitico (hinge region), encontra-se o sitio de clivagem proteolitica V3 (variable
domain). N — N-terminal; C — C-terminal; Regulatory Domain — Dominio regulatério; Catalytic
Domain — Dominio catalitico. Figura extraida de Gutcher et al., 2003.

Além dos dominios de ligacdo a segundos mensageiros, a regiao reguladora
de todas as PKCs possui ainda uma pequena sequéncia autoinibitéria, chamada de
pseudosubstrato. Quando inativada, as proteinas quinase C permanecem no citosol,
em uma conformacdao inativa, na qual, o pseudosubstrato ocupa o sitio de ligagdo ao
substrato. Para as PKCs se tornarem ativas e desempenharem suas fungbes séo
necessarios trés passos distintos: (1) A fosforilagdo da PKC no “loop de ativagao”,
pela PDK1, seguida pela autofosforilagdo do “motivo volta” e “motivo hidrofébico”,
que conferem a enzima uma mudanca conformacional necesséria para a ativagcao da
funcdo catalitica do dominio C-terminal; (2) A ativacdo alostérica das PKCs por

cofatores, como DAG, Ca'" e fosfatidilserina, a qual resulta na liberagdo do
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pseudosubstrato do sitio de ligacdo ao substrato e na translocacdo das PKCs a
membrana; (3) E, finalmente, a interagdo das PKCs com proteinas especificas que
funcionam como ancoras, as quais, posicionam as enzimas proximas a seus
substratos e reguladores ou em compartimentos celulares especificos (Keranen et
al., 1995; Newton, 2001, 2010; Schechtman and Mochly-Rosen, 2001).

A via de PKC esta relacionada com diversos mecanismos biologicos, como,
desenvolvimento embrionario, regulacdo da mitose, hematopoese, migracéo celular,
metabolismo da glicose e sobrevivéncia celular. Além disso, a existéncia de varias
isoformas que s&o diferencialmente expressas nos tecidos e que podem
desempenhar fungcbes antagbnicas ou sobrepostas, torna o estudo dos efetores de
cada PKC uma tarefa bastante complexa. Dentre os alvos de PKC ja encontrados,
estdo: fosforilacdo do receptor de EGF na auséncia do ligante, diminuindo a
afinidade do receptor por EGF; fosforilagdo de RAF, ativando a via de MEK/ERK;
fosforilacdo do complexo I-kB/NF-kB, liberando NF-kB; e fosforilacdo de MARCKS e
pleckstina, proteinas envolvidos no remodelamento do esqueleto de actina (Azzi et
al., 1992; Kang et al., 2012; Kolch et al., 1993). A desregulacado da via de PKC esta
implicada em véarias desordens, como por exemplo, Alzheimer, doencas
cardiovasculares, diabetes, imunodeficiéncias e cancer (Alkon et al., 2007; Baier and
Wagner, 2009; Churchill et al., 2008; Danis and Sheetz, 2009; Kawakami et al.,
2002; Mochly-Rosen et al., 2012).

1.2.1 - PKC e Cancer

Trabalhos que relacionam alteracdes genéticas em PKC com cancer sdo
muito raros. Até agora, s6 foi descrita uma mutagdo pontual em PKC a (D294G)
encontrada em adenocarcinomas e carcinomas foliculares de tiredide e em tumores
invasivos de pituitaria (Alvaro et al., 1993; Alvaro et al., 1997; Prevostel et al., 1997).
Além disso, o gene de PKC ¢ foi encontrado amplificado em tumor de tiredide devido

a um rearranjo cromossdmico (Knauf et al., 1999).

No entanto, a grande maioria dos trabalhos descreveram alteracdes na
expressdo das isoformas de PKC em varios tipos de cancer. Essas alteracdes

variam de acordo com o tipo de tecido e, como as isoformas de PKC podem atuar
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como mitégenos ou supressores de tumor, 0 aumento ou a diminuicdo de sua

expressao implica em diferentes consequéncias.

Elevados niveis de PKC a foram encontrados em cancer de figado, bexiga,
préstata e endométrio, enquanto baixos niveis foram descritos em tumores de
cérebro, ovario e colon. No cancer de mama, ha relatos tanto de hiper quanto
hipoexpressdo de PKC a e sua presenca neste tipo de cancer foi relacionada com
auséncia de receptores de estrégeno, maior proliferacdo e mau prognéstico (Bosco
et al., 2011; Lonne et al., 2010; Martiny-Baron and Fabbro, 2007). PKC a também foi
apontado como responséavel pela progressao do ciclo celular e migracdo de células
de glioma (Besson and Yong, 2000; Hu et al.,, 2010). Por outro lado, a baixa
expressdo de PKC a em cancer de intestino esta associada a tumores mais
agressivos (Oster and Leitges, 2006). Neste mesmo tipo de cancer, a ativacdo de
PKC a induziu parada no ciclo celular (Frey et al., 1997). Estes relatos mostram a

acao de PKC a como supressor de tumor.

A expressdo da Proteina Quinase C Beta (PKC B) aparece diminuida em
muitos tipos de cancer, como, pele, bexiga e prostata. Porém, no cancer de célon,
PKC B aparece superexpresso e sua inibicdo reduz tanto a iniciagdo como a
progressao do tumor in vivo (Fields et al., 2009; Griner and Kazanietz, 2007). Yoshijii
e colaboradores demonstraram que PKC 3 esta intimamente relacionado com a via
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), um importante fator angiogénico. A
inibicdo de PKC B em células de carcinoma hepatocelular reduziu o aumento da

proliferacéo e a neovascularizacao ocasionadas por VEGF (Yoshiji et al., 1999).

A isoforma ¢, da familia de PKC, é a que exibe maior potencial oncogénico.
Ela apresenta elevada expressdo em inumeros tipos de canceres, como, por
exemplo, em tumores de bexiga, cérebro, préstata, mama, pele, cabega, pescoco,
pulméo e figado (Bosco et al., 2011; Griner and Kazanietz, 2007). A superexpressao
de PKC € em células NIH-3T3 é suficiente para a aquisicdo da habilidade de crescer
independentemente de ancoragem, bem como, formar tumores in vivo (Mischak et
al.,, 1993). Lu et al. demonstraram que PKC ¢, na linhagem MCF-7 de cancer de
mama, impede a dimerizacéo e translocacdo de Bax para a mitocondria, protegendo
essas célula da apoptose mediada por TNF (Lu et al., 2007). A maior agressividade

no cancer de mama também esté relacionada com uma maior expressao da proteina
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PKC €. Além disso, o knockdown desta isozima em linhagens agressivas de tumores
de mama causa uma diminuicdo na proliferacdo, metastase e motilidade destas
células (Pan et al., 2005). E sabido também que PKC & possui como alvos Raf-1 e
AKT, ativando as vias de MAPK e PI3K/AKT, ja descritas aqui como promotoras de

progressao do ciclo celular e de sobrevivéncia (Basu and Sivaprasad, 2007).

A PKC 8, por sua vez, é descrita muitas vezes por provocar efeitos opostos a
PKC ¢. Esta isoforma desempenha atividades anti-proliferativas e pré-apoptoticas
em muitos tipos celulares. Varios trabalhos relatam que a diminuicdo de sua
expressdo ou atividade esta relacionada a um fendtipo maligno (Lu et al., 1997,
Perletti et al., 1999). O papel pré-apoptotico de PKC & sera melhor explorado na

préxima sessao.

1.2.2 - PKC % e apoptose

PKC ® é ubiquamente expressa em inumeros tecidos, como epiderme, utero,
placenta, pulméao, cérebro, baco e rim (Leibersperger et al.,, 1991). Além disso, &
sabido que inUmeros estimulos apoptéticos sdo capazes de ativar PKC 0, incluindo,
TNFa, agentes que causam dano ao DNA, radiagao ultravioleta, PMA, ROS (reactive
oxygen species) e interleucina 1B. Sua ativagao pode ocorrer atraves da ligagédo do
segundo mensageiro DAG ou andlogos ao DAG, fosforilagdo ou clivagem
proteolitica (Figura 1.5) (Kanthasamy et al., 2003; Zhao et al., 2012).

Ja foi mencionado na sesséo 1.2 que a ligacdo de DAG ou PMA no dominio
C1 da subunidade regulatéria altera a conformacdo da molécula que passa de um
estado autoinibitério para outro ativo, através da liberacdo do sitio de ligacdo ao
substrato. Além disso, esta mudanca conformacional resulta no surgimento de uma

superficie hidrofobica que permite a translocacéo de PKC & para a membrana.

Em PKC 9, os sitios de fosforilagdo conservados no “loop” de ativagao, motivo
volta e motivo hidrofobico encontram-se nos residuos Thr-505, Ser-643 e Ser -662,
respectivamente. Ha relatos de que apoptose induzida por PMA e perdxido de
hidrogénio podem ativar a fosforilagdo desses residuos. No entanto, além desses

trés residuos conservados de serina e treonina, a atividade de PKC 6 pode ainda ser
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modulada por uma série de fosforilacdes em residuos de tirosina, como Tyr 52, 64,
155, 187, 311, 332, 512, 523 e 565. Por exemplo, a fosforilagdo nos residuos Tyr-64
e Tyr-187 é importante para a translocacdo de PKC & para o nucleo e clivagem
proteolitica de PKC & por caspase-3, ocasionando apoptose em ceélulas de glioma
tratadas com etoposidio. Este efeito é atenuado quando estas células expressam
mutantes em Tyr-64 e Tyr-187 (Blass et al., 2002). Por outro lado, fosforilacoes em
residuos de tirosina ocasionados por Ras, TGFa e EGF estédo relacionados com a
diminuicao da atividade catalitica de PKC & (Kikkawa et al., 2002; Zhao et al., 2012).
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Figura 1.5 — Mecanismos de ativagao de PKC &. PKC 6 pode ser ativado por trés
mecanismos distintos: (1) Ligacdo a DAG; (2) Clivagem proteolitica; (3) Fosforilacdo. Figura
extraida de Zhao et al., 2012.



34

Finalmente, PKC & também pode ser ativado por clivagem proteolitica. O
acionamento de vias apoptéticas causa a ativagdo de caspase-3, que possui PKC &
como um de seus substratos. Caspase-3, entdo, cliva PKC & no seguimento
conector entre a subunidade reguladora e a catalitica. Isso causa a dissociacéo
permanente dessas subunidades, gerando um fragmento regulatério de 38 KDa e
outro catalitico de 41 KDa. Diferentemente da ativagdo por segundo mensageiro e
por fosforilagdo, a clivagem proteolitica ativa PKC & irreversivelmente. O fragmento
catalitico de PKC & (FC-PKCd) constitutivamente ativo pode translocar para outros
compartimentos celulares, como nucleo, mitocéndria e reticulo endoplasmatico.
Dentre os efeitos da ativacdo de PKC 0 estado liberagao de citocromo c, ativagao de
caspase 9, aumento da expressdo e ativacdo de Bax, inativacdo de DNA-PK
(Proteina quinase dependente de DNA) e fosforilacdo de p53 e Rad9,
potencializando seus efeitos apoptoticos. Além desses alvos e de outros, PKC &
possui como préprio substrato a caspase-3. Isto cria um “loop” de ativagéo, no qual,
caspase-3 cliva e ativa PKCd que, por sua vez, ativa mais caspase-3,
potencializando o estimulo apoptético (Gutcher et al., 2003; Kanthasamy et al., 2003;
Zhao et al., 2012).

1.3-FGF2

A familia de FGF é composta por 22 membros que estdo subdivididos em 7
subfamilias, de acordo com a similaridade de sua sequéncia e propriedades
bioguimicas (Figura 1.6A). Seus pesos moleculares variam de 17 a 34 KDa e eles
possuem em comum um core central de 120 a 130 aminodacidos, além de alta
afinidade por heparina e heparan sulfato (Figura 1.6B). Funcionalmente, os FGFs
desempenham diferentes papéis, tanto durante o desenvolvimento, nos estagios
embrionario e fetal, quanto no organismo adulto, podendo atuar de maneira
enddcrina, paracrina, autocrina ou intracrina (Itoh and Ornitz, 2004; Ornitz and Itoh,
2001).
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Figura 1.6 — Andlise evolucionéria e estrutura dos FGFs. A. Andlise evolucionéria
da familia de FGF. Seus membros podem ser subdivididos em 7 subfamilias, de acordo com
a similaridade sequencial e propriedades bioguimicas. O Fgfl5 de camundongo é ortélogo
ao FGF19 humano. B. Estrutura tridimensional do FGF2, mostrando o core conservado,
encontrado em todos os membros da familia de FGF. As regibes em rosa representam 0s
residuos de aminoacidos que se ligam a heparina. As regido de contato com o receptor de
FGF estdo em verde (regido Igll do FGFR), azul (metade N-terminal da regido Iglll do
FGFR), vermelho (metade C-terminal da regido Iglll do FGFR) e cinza (seguimento que
conecta os dominios Igll e Iglll do FGFR). Figuras extraidas de Ornitz & Itoh, 2001.

Com excecdo dos membros de atuacado intracrina (FGF11-14), os FGFs
desempenham suas funcdes através da ligacdo e ativacdo dos receptores tirosina
quinase FGFRs. Os receptores de FGF sao proteinas transmembranares compostas
por um dominio extracelular (N-terminal), formado por trés dominios semelhantes a
imunoglobulina (Igl, 1gll e Iglll); e um dominio intracelular (C-terminal) com funcéo
tirosina quinase (Figura 1.7A). Ha 5 tipos de receceptores de FGF (FGFR1-5),
porém, o receptor 5 ndo apresenta o dominio tirosina quinase, desempenhando um
papel apenas regulatorio. Os FGFR1-3 podem ainda sofrer splicing alternativo, na
regidao Iglll, para formar as isoformas IlIB ou IlIC, que apresentam diferentes

afinidades aos membros da familia de FGF (Figura 1.7B). A especificidade na



36

ligagdo do FGFRs aos diferentes FGFs, bem como, a expressao diferencial dos
FGFs e seus receptores entre os diferentes tecidos, conferem a via de FGF uma
maior complexidade na regulacédo dos processos celulares para os variados tipos de

tecido (Eswarakumar et al., 2005; Mohammadi et al., 2005).

A N-terminal
- -~ -~
Igl Igl igl
Caixa acida

- = 2
Igll Heparan sulfato 191l /%, lgll

ou heparina LA.J\

FGFs,

Dominio
Transmembrana

C-terminal

llla b
D1 D2 D3
FGFRIIlb [} s—s s—s >s — s (]

Acid
Box

o I .
% 0 \
Exons
. . " .
\ \ -

FGFRIlic [sP}

Figura 1.7 — O receptor de FGF. A) Os receptores de FGF séo formados por uma
porcdo extracelular, que inclui dominios semelhantes a imunoglobulina (Igl em verde, Igll em
amarelo e Iglll em roxo), uma por¢do transmembrana e uma por¢ao citosolica (C-terminal),
gue comporta os dominios tirosina quinase. Uma eficiente ativagdo do rceptor de FGF
requer a formacdo de um complexo composto por duas moléculas de FGFR, duas de FGF e
duas de heparina e heparan sulfato. B) Os receptores FGFR1-3 podem sofrer splicing
alternativo na metade c-terminal do dominio Iglll (representado como D3 na figura). Os
receptores FGFR-IIIb sédo formados pelo éxon 8, enquanto que as isoformas FGFR-Ilic sdo
formadas pelo éxon 9. Figura extraida de Eswarakumar & Schlessinger, 2005.
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Assim como outras RTKs, os receptores de FGF sofrem autofosforilacdo apos
a ligacao do ligante e a dimerizacdo do receptor. No entanto, para a estabilizagéao
deste complexo (2FGF:2FGFR) é necessaria a ligacdo de duas moléculas de
heparan sulfato (Figura 1.7A). Uma vez ativos, os FGFRs disparam vias mitogénicas
cldssicas como as vias de Ras, PI3K/AKT e PLC/PKC (Figura 1.3), funcdo que é
comum a outros tipos de RTKSs.

O FGF2 foi o primeiro membro da familia de FGF a ser descoberto por
promover a proliferacdo de fibroblastos murinos da linhagem 3T3, originando dai a
denominacéo de fator de crescimento de fibroblasto (FGF — Fibrobast growth factor)
(Armelin, 1973). Atualmente, seu envolvimento no controle da mitogénese,
diferenciacdo e migracdo celular em processos de embriogénese, morfogénese,
renovacao e reparo de tecidos esta bem estabelecido (Sorensen et al., 2006). No
entanto, o papel de FGF2 na oncogénese permanece mal definido. Devido aos seus
efeitos como fator mitogénico, FGF2 foi inicialmente considerado uma oncoproteina
em potencial, apesar de nenhuma mutacéo ativadora ter sido documentada. De fato,
elevados niveis de FGF2 foram encontrados em diversos canceres e alguns relatos
mostram que FGF2 esta implicado na protecdo de células cancerosas submetidas a
quimioterapia (Gan et al., 2006; Pardo et al., 2006; Seno et al., 1998). Apesar de
suas propriedades como um fator de crescimento, diversos laboratorios vém
mostrando que FGF2 exdgeno inibe proliferacédo, dispara morte celular e sensibiliza
células malignas a acao téxica de quimioterapicos (Coleman et al., 2002; Costa et
al., 2008; Liu et al., 1998; Salotti et al., 2013; Smits et al., 2000; Sturla et al., 2000;
Westwood et al., 2002). Estas ultimas observagfes contrariam a nocao de que FGF2
€ oncogénico, sugerindo o oposto, isto €, que FGF2 pode restaurar mecanismos
supressores de tumor para bloguear a proliferagdo de células malignas. A
importancia de se entender os mecanismos pelos quais FGF2 ataca vulnerabilidades

de células malignas para a terapia do cancer é evidente.
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1.4 — ATIVAGAO ALOSTERICA DE SOS POR RAS-GTP

Ja foi comentado anteriormente, na sessdo 1.1, que para ser ativada, Ras
depende da acdo de GEFs, que atuam facilitando a saida de GDP do sitio de ligacao
ao nucleotideo e, portanto, permitindo a ligagcdo de uma molécula de GTP. A mais
importante familia de GEFs para a grande maioria dos tipos celulares em mamiferos
€ SOS (Son of Sevenless), que, em humanos, compreende duas proteinas: SOS1 e
SOS2.

Ambas as proteinas, SOS1 e S0OS2, sdo formadas por varios dominios
(Figura 1.8A). Na porcado C-teminal h4 o dominio rico em prolina (PR), que € o sitio
de reconhecimento ao dominio SH3, presente na proteina adaptadora GRB2; o
dominio homologo a cdc25 (cdc25H), que possui estrutura de grampo e onde se
localiza o sitio catalitico de troca do nucleotideo; e o dominio REM (Ras Exchanger
motif), que, além de estabilizar a conformacédo do dominio cdc25H, possui um sitio
alostérico de ligacdo a Ras-GTP, que potencializa a acdo de SOS. Na porcdo N-
terminal ha os dominios HD (histone-like domain), DH (Dbl homology domain) e PH

(pleckstrin domain), que juntos estao envolvidos na inibicdo da ativacdo de Ras.

SOS é ubiquamente expressa e encontra-se no citoplasma da célula, na
forma inativa, no qual, o dominio HD se liga a um seguimento entre os dominios PH
e REM. Nesta conformacdo, o dominio DH obstrui o sitio alostérico presente no
dominio REM. Apds a ativacdo de RTKs, GRB2 liga-se aos dominios tirosina
quinase fosforilados dos receptores e recruta SOS para a membrana plasmatica,
onde se localiza a proteina Ras madura (figura 1.8B). Além disso, o dominio PH
interage com PIP2 e acidos fosfatidicos presentes na membrana, resultantes
também da ativacdo do receptor tirosina quinase. Ha ainda um terceiro ponto de
interacdo com a membrana, que envolve o dominio semelhante a histona (HD) e O
resultado do ancoramento de SOS a membrana € uma mudanca conformacional que
ir ativar o sitio catalitico presente em cdc25H e liberar o sitio alostérico presente em
REM. No entanto, apesar de ativa, SOS permanece em um estado basal de
funcionamento. Para sua total ativacdo, é necessaria a ligacdo de Ras-GTP ao sitio
alostérico em REM, que promove uma segunda mudanca conformacional,
estabilizando ainda mais SOS e aumentando sua atividade em até 500 vezes
(Gureasko et al., 2008; Margarit et al., 2003; Sondermann et al., 2005).
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Figura 1.8 — Estrutura e ativagdo de SOS (son of sevenless). A) Estrutura da
proteina multidominio SOS. B) SOS em seu estado de ativacdo completo, no qual, Ras-GTP
ocupa o sitio alostérico em REM, promovendo um aumento da atividade do sitio catalitico

em Cdc25H.
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2 MOTIVACAO E OBJETIVOS

Mutacdes em ras estao presentes em cerca de 20% dos canceres humanos e
a busca de novas terapias para o tratamento desses canceres ainda é um desafio
para a ciéncia. O nosso grupo publicou que FGF2 exdgeno inibe a proliferacédo, in
vitro e in vivo, de células malignas de camundongo da linhagem Y1 dependentes do
oncogene K-ras (Costa et al., 2008). Esse efeito citostatico € mediado pela atividade
quinasica dos FGFRs e, a jusante destes, por RhoA-GTP. Por outro lado, as vias
canbnicas de sinalizacdo mitogénicas que também estdo a jusante da atividade
quinasica dos FGFRs, MEK/ERK, PI3K/Akt e PKC, ndo estdo envolvidas nesta
resposta de estresse. Além disso, também foi visto em nosso laboratério que esta
mesma linhagem Y1 também apresentava suscetibilidade a toxidez de PMA. No
entanto, o efeito téxico de PMA, mas ndo o de FGF2, é revertido por inibidores de
PKC (Forti and Armelin, 2011; Matos, 2007). A importancia potencial destes
resultados com células malignas de camundongo para a biologia e terapia dos
canceres dependentes de Ras, é indiscutivel, motivando o estudo dos efeitos de
FGF2 e PMA em linhagens celulares humanas experimentalmente malignizadas

pelo oncogene ras, levado avante pelo projeto desta tese.

A linhagem imortalizada HEK 293 foi desenvolvida a partir da exposicdo de
células de rim de embrido humano a fragmentos de DNA de adenovirus tipo 5
(Graham et al., 1977). Posteriormente, foi descoberto que células HEK 293
continham em seu genoma as regifes Ela e Elb deste virus, as quais codificam
proteinas que interagem e inativam as proteinas supressoras de tumor pRB e p53,
respectivamente (Louis et al., 1997; Moran, 1993). Apesar de imortalizada pela acao
destas proteinas virais, a linhagem HEK 293 ndo é capaz de crescer em meio
semissdlido ou formar tumores em animais suscetiveis, podendo ser classificada

como imortalizada e ndo tumoral (Graham et al., 1977).

Em nossa abordagem experimental, as células HEK 293 foram infectadas
com a construcdo quimérica de DNA ER:Hras"*? em vetor retroviral (Fig. 2.1), cujo
produto € a proteina de fusdo composta pelo dominio de ligacdo ao horménio (HBD)
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do receptor de estrogeno mutado (G525R) fusionado a porgdo N-terminal da
oncoproteina H-Ras"*?. A substituicdo de uma Glicina por uma Arginina na posicado
525 reduz a afinidade de HBD ao 17-B-estradiol, porém, ndo altera sua afinidade
pelo ligante sintético 4-hidroxi-tamoxifen (4-OHT) (Danielian et al., 1993; Littlewood
et al., 1995). O resultado desta construcdo quimérica é a expressao ectépica da
oncoproteina de fusdo ER:H-Ras''?>. No entanto, sua expressdo n&o é suficiente

V12

para 0 acionamento da oncoproteina H-Ras'™, cuja ativacdo, € dependente de

inducao por 4-OHT.

ER™q HBD (aa 281-597) Ras%V (aa 1-189)

G525R G12v

317 506

Figura 2.1 - Esquema da oncoproteina de fusdo ER:H-Ras"*?, cuja atividade é

induzivel por 4-OHT. O gene quimérico foi inserido no vetor retroviral pBabeNeo sob
controle do promotor de SV40, que garante sua expressao constitutiva (Figura extraida de
Reuter and Khavari, 2006).

Esta abordagem nos permite verificar os efeitos de FGF2 e PMA em células
HEK 293 sob duas condi¢cGes fenotipicas diferentes e reversiveis: a) exibindo o
fendtipo maligno induzido por 4-OHT através da ativacdo da oncoproteina H-Ras"*?;

b) mostrando um fenétipo “normal” na auséncia de 4-OHT.

2.1 — OBJETIVO GERAL

Investigar a possivel toxidez de FGF2 e PMA em células malignas humanas
dependentes de Ras, através da analise dos efeitos de FGF2 recombinante e PMA
em células HEK 293, transformadas ou n&o pela acdo do oncogene H-ras"*2.
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2.1.1 — Objetivos Especificos

Transduzir a linhagem HEK 293 com o0s vetores retrovirais
pBabeNeo.ER:Hras"*? e pBabePuro.Hras"** e selecionar sublinhagens
monoclonais e policlonais estaveis que expressem a oncoproteina H-

RasVlZ

e a proteina de fusdo ER:H-Ras"*2.

Verificar os efeitos da expressdo de H-Ras"*? na proliferacéo, viabilidade e
capacidade de crescer em substrato semissolido da linhagem HEK 293.
Analisar comparativamente os efeitos de FGF2 e PMA na proliferacéo e
viabilidade das: a) linhagem parental HEK 293, b) sublinhagens
HEK/Hras"*? e c) sublinhagens HEK/ER:Hras"*?, na presenca e auséncia

de 4-OHT.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 - CULTURA DE CELULAS

A linhagem celular HEK 293 (Graham et al., 1977), derivada de rim de
embrido humano, foi gentiimente cedida pelo laboratorio do Prof. Dr. Carlos Menck
(Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo), que as adquiriu
previamente da ATCC (American Type Culture Collection). As células foram
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) suplementado
com sulfato de estreptomicina (100 pg/mL), ampicilina (25 pg/mL) e 10% de soro
fetal bovino (SFB). Estoques congelados foram mantidos em nitrogénio liquido ou,
temporariamente, em congelador de -80°C. As mesmas foram mantidas em garrafas
de poliestireno, proprias para cultura, e acondicionadas em estufas a 37°C em uma
atmosfera com 5% de CO,. Para subcultivo ou plagueamento, as células foram
lavadas por duas vezes com PBSA (NaCl 140 mM; KCI 2,7 mM; Na;HPO4 10 mM ;
KH,PO, 1,5 mM; pH 7,2) e, ap6s adicdo de tripsina e total descolamento da
superficie da garrafa, as células foram ressuspendidas em 10% SFB-DMEM. Uma
aliquota desta suspensao foi usada para ensaios ou manutencao da linhagem em

cultura.

3.2 — PRODUCAO DE SOBRENADANTE VIRAL

Células empacotadoras de virus Phoenix-Ampho (¢NX), cedidas pelo Prof. Dr.
Garry Nolan (Standford University), foram plaqueadas em placa de 60 mm de
didmetro (p60) em meio 10% SFB-DMEM, em uma confluéncia de aproximadamente
50%, e, em seguida, incubadas em estufas a 37°C e 5% CO,. No dia seguinte, as
células dNX foram transfectadas com os vetores retrovirais pBabeNeo.ER:Hras"*?
(gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Christopher Counter, Duke University) e

pBabePuro.Hras"*?

(desenvolvido em nosso laboratério pela Dra Julianna Zeidler),
utilizando lipofectamine 2000 (invitrogen), de acordo com o protocolo do fabricante.
Apés 6h de incubacéo, o meio de transfeccgéo foi trocado por DMEM-10% SFB. Apos

12, 24 e 72 horas, 0 meio das placas contendo o sobrenadante viral foi coletado e
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substituido por um novo 10% FCS-DMEM. Inicialmente, o meio coletado foi mantido
em tubos falcon a 4°C. Entretanto, apds a Ultima coleta de 72h, o meio contendo o
sobrenadante viral foi filtrado em filtro millipore de 45 um, distribuidos em aliquotas

de 1 mL e armazenados a -80°C.

3.3 - TRANSDUCAO

De acordo com o protocolo descrito no paragrafo seguinte, a linhagem celular

HEK 293 (Human Embryonic Kidney 293), foi transduzida com 0s vetores retrovirais

V12

pBabepuro.Hras"*? e pBabeNeo.ER:Hras"*? (Figura 3.1), para obter duas séries de

sublinhagens denominadas, respectivamente, HEK/Hras"*? e HEK/ER:Hras"*2.

Vetor Retroviral
pBabe

7000

AmpR
promotor

<
L
Q8

Figura 3.1 — Mapa simplificado do vector pBabePuro/Neo. Os genes de interesse
(ER:H-ras"* e H-ras"*?) entdo inseridos na regiio MCS (multiple cloning site) e estdo sob
controle do promotor de SV40.

No dia anterior a transducédo, células HEK 293 foram plaqueadas em placas
p60, a uma confluéncia de aproximadamente 50%. No dia da transduc&o, o meio
DMEM-10% SFB foi descartado e foram adicionados a placa 1 mL de DMEM-
10%SFB fresco e 1 mL de sobrenadante viral, previamente aquecido a 37°C. Em
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seguida, foi adicionado polibreno, na concentragéo final de 4 pg/mL. As placas foram
mantidas em estufa a 37°C e 5% CO, por 24h. Apds este periodo, o meio de cultura
foi trocado por um novo DMEM-10% SFB e, no dia posterior, cada p60 foi
subcultivada em 3 placas de 100 mm de diametro (p100) contendo 10 mL de DMEM-
10% SFB. O processo de sele¢do por resisténcia a antibiotico sé foi iniciado um dia
apos o subcultivo. Foram adicionados 800 pug/mL de geneticina (G418) para as
células transduzidas com o vetor pBabeNeo.ER:Hras"*? e 2 pg/mL de puromicina
para aquelas transduzidas com o vetor pBabePuro.Hras"*?>. O meio das placas p100
contendo o antibiético de selecao foi trocado a cada 2 ou 3 dias e apds a morte de
todas as células da placa controle, foram coletados clones com o auxilio de anéis de

aco para clonagem.

Foram selecionadas e isoladas cinco sublinhagens monoclonais chamadas
HEK/ER:Hras"*%-B,-C,-D,-G e —K e duas policlonais (HEK/ER:Hras"'%-Poll e -Pol2)
de HEK 293 transduzida com pBabeNeo.ER:Hras"*?, que foram submetidas a uma
triagem inicial para detectar a expressao induzida da proteina de fusdo ER:Hras"*?,
cujos resultados estdo documentados na Figura 3.2A. Esta figura mostra que, como
se esperava, as sublinhagens HEK/ER:Hras"*? expressam constitutivamente niveis
estacionarios minimos da proteina ER:HRas"*?, que se elevam drasticamente com o
tratamento por 4-hidroxi-tamoxifeno (4OHT). A Figura 3.3 explica esquematicamente
este processo de inducdo: na auséncia de 40HT a proteina ER:H-Ras'*? fica
associada as proteinas bloqueadoras do receptor de estrogeno e €
preferencialmente degradada; por outro lado, 4OHT se associa ao dominio ER
(numa reacdo de equilibrio classica Ligante-Receptor) da proteina ER:H-Ras'*?
liberando-a do complexo de inativagdo e promovendo sua estabilidade. Da série das
sublinhagens HEK-ER:HRas"'? originalmente isoladas, foram escolhidas a clonal K e

a policlonal Pol2 para estudos experimentais exaustivos.

Ja a transducdo com o vetor pBabePuro.Hras''?, permitiu isolar vinte
sublinhagens monoclonais (R1.1; R1.2; R1.3; R1.4; R1.5; R1.6; R1.7; R1.8; R1.9;
R1.10; R1.12; R1.14; R2.1; R2.2; R2.3; R2.4; R2.5; R2.7; R2.8 e R2.9) e duas
sublinhagens policlonais (R1 e R2). Na triagem, estas sublinhagens HEK/Hras"*?
mostraram niveis estacionarios constitutivamente altos da oncoproteina H-Ras"*? e,
por conseguinte, também niveis crénicamente altos de H-Ras'**~-GTP

independentemente do estado metabdlico da célula (Figura 3.2B). Das sublinhagens
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inicialmente isoladas foram escolhidas a clonal R1.6 e a policlonal R2 para o

trabalho posterior.

A
= HEK/ER:Hras"'2
N
ﬁ Monoclonal Policlonal
= B D G K Pol1 Pol2
4OHT — _ 4+ -  + - + - + - o+ - o+ - o+
(200 nM)
ER:H-Ras Total — - L. S
B ™ V12
P HEK/Hras
N
X o o 2 3 - v 9~ o
T ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ @ @ & @& &
-
H-Ras Total = * “"‘“"‘.’.“
H-Ras GTP e PP - e T G —

Figura 3.2 — Western blot para ER:H-ras"*? ou H-ras"*? em sublinhagens de HEK
293. A) HEK/ER:Hras"*. B) HEK/Hras"**.

40HT
Fi0HT L 4
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Figura 3.3 - Esquema da oncoproteina de fusdo ER:H-Ras'*, A construgéo

ER:Hras"*? é constitutivamente expressa. Na auséncia do ligante (4OHT), a proteina de
fusdo encontra-se inativa, provavelmente, devido a ligacdo de um complexo inibitério de

proteinas. A ligacdo de 40HT libera a regido HBD do complexo inibitério, estabilizando a

oncoproteina H-Ras"*?,



47

3.4 - CURVAS DE CRESCIMENTO

Para ensaios de curvas de crescimento, foram plaqueadas 50 000 células em
uma placa de 35 mm de didametro (p35) contendo 1,5 mL de 10% SFB-DMEM +/-
estimulos indicados. O meio foi renovado em dias alternados. Para coleta, o meio
das placas foi descartado e apés uma lavagem com PBSA, foi adicionado 250 uL de
tripsina. Apos 5 minutos, as células foram ressuspendidas em 750 ul de PBS-3,7%
formaldeido e armazenadas em eppendorfs de 1,5 mL a 4°C até o dia da contagem.
Para determinar o numero de células por mL, foi utilizado o contador de particulas

Z2 counter Beckman Coulter®.

3.5 - ENSAIO DE COLONIA EM SUSPENSAO DE AGAROSE

Em cada poco de uma multwell de 24 pocos, foi adicionado 0,5 mL de 0.6%
de agarose em 10%SFB-DMEM para formar uma primeira camada, denominada
agarose-dura. ApoGs gelificacdo, 1 mL de uma camada semi-sélida contendo uma
suspensao com 5 000 células em 0.3% de agarose + 10%SFB-DMEM foi sobreposta
a camada de agarose-dura e, posteriormente, a placa foi acondicionada em uma
estufa a 37°C e 5% de CO,. No dia seguinte, foi adicionado no topo da bicamada de
agarose, 0,5 mL de meio de cultura contendo os tratamentos indicados. Este meio
liquido foi trocado em dias alternados e apos 2 a 4 semanas, 0 numero de col6nias

foi contado a olho nu ou com o auxilio do microscopio.

3.6 - EXTRACAO DE RNA TOTAL E TRATAMENTO cOM DNASE |

Para a extracdo de RNA total as células foram cultivadas em placas p60 e, ao
atingirem a confluéncia ideal, o meio foi descartado e o RNA total foi coletado
utilizando 1 mL do reagente TRIzol® (Invitrogen), seguindo as especificacdes do
fabricante. As solugbes finais dos RNAs obtidos foram quantificadas por
espectrometria e tratadas com desoxirribonuclease (DNase, Invitrogen), segundo

especificacdes do fabricante, para eliminar eventuais contaminacées com DNA.
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3.7 - TRANSCRICAO REVERSA (RT)

Para a primeira fase da reacao de transcricdo reversa, foram utilizados 4 ug
de RNA previamente tratados com DNAse |, 1 uL de dNTP (10 mM) e 1 uL de
random primers (300 nM). Esses componentes foram reunidos em um tubo préprio
para PCR e incubados a 65°C por 5 minutos. Para a segunda fase, foi adicionado 5U
da transcriptase reversa SuperScriptlll (Invitrogen) no seu respectivo tampédo na
concentracéo final de 1x (5 mM de MgCI2 e 0,1M de DTT). Para a segunda reacéo,
os tubos foram incubados, em um termociclador, a 25°C por 10 minutos, 50°C por 50

minutos e 85°C por 5 min. O cDNA resultante foi conservado a -20°C.

3.8 - PCR QUANTITATIVO (QPCR) ou REAL TIME PCR

Para cada reacdo de Real Time foram adicionados 10 ul do kit SYBR GREEN
PCR Master Mix (Applied Biosystems), 2,5 pyL de primers forward e reverse (75nM
cada primer) e 1 ng de cDNA, resultando em um volume final total de 20 pL . A
reacao ocorreu no termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems (Applied
Biosystems). O calculo da eficiéncia de cada par de primer para cada reacao foi
calculado pelo software LinRegPCR (versdo 12.17) e a média da eficiéncia para
cada par de primer foi utilizada para a andlise dos dados pelo método de Pfaffl
(Pfaffl, 2001).

FGER1 F: AGCTTTCTCCTGTCGGTTTGG
R: TGCTGTAGCCCTGAGGACAA
FGER2 F: CACATAAACGGCAGTGTTAAAACAT
R: TCCCTGCTCAGTGTAGCTAGGTT
FGER 3 F: TGGCTCAGGGTGGTCTCTTC
R: GTCGCTGGGTTAACAAAATCG
FGER 4 F: TGTGTCCTGATGGCCCAAAT
R: CAGCCAGGCTCAGCCAAA
FGERS F: CCTACCTCAATAAGCTGCTCATCA
R: AAGCTGTAGCCCATGGTGTTG
: F: TCCTCCTGAGCGCAAGTACTC
B Actin

R: TCCTGCTTGCTGATCCACATC
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3.9 - CITOMETRIA DE FLUXO

3.9.1 - Anélise do conteudo de DNA total

As células foram plagueadas em placas p60 a uma confluéncia de
aproximadamente 30%. No dia seguinte, foi adicionado um novo meio com O0S
estimulos indicados. Apés finalizacdo do periodo de estimulo, as placas foram
lavadas por duas vezes com PBSA, tripsinizadas, centrifugadas e lavadas por duas
vezes com PBS. Para fixacdo, o pellet de células foi ressuspendido em uma parte de
PBS e 3 partes de etanol absoluto, ambos gelados. O etanol foi adicionado aos
poucos enquanto o tubo contendo a suspensdo de células era gentilmente
homogeneizado. As células fixadas em 75% de etanol, foram condicionadas a 4°C
por pelo menos 24 horas. Para marcacdo do conteldo total de DNA, as células
foram lavadas por duas vezes com PBS e, em seguida, as amostras foram
ressuspendidas em 0,5 a 1 mL de uma solugcdo de PBS contendo 50 pug/mL de
iodeto de propidio e 100 pg/mL de RNAse A. Ap6s 20 minutos de incubacéo a
temperatura ambiente e protegidas da luz, as amostras formam lidas no citbmetro de
fluxo (BD Biosciences FACSCalibur).

3.9.2 - Deteccéao de espécies Reativas do Oxigénio (ROS)

Para deteccdo de espécies reativas do oxigénio foi utilizado o kit Image-iT™
LIVE Green Reactive Oxygen Species Detection (Invitrogen). As células foram
plagueadas a uma confluéncia de 30% em placas p35. Os tratamentos foram
realizados a cada dia de forma regressa, de modo que, todos os tempos de
tratamento foram coletados no mesmo dia para marcacdo e analise das amostras.
Para marcacao, foi adicionado carboxi-H,DCFDA (25 uM) a monocamada celular e,
apos 30 minutos, as células foram tripsinizadas, lavadas uma vez com PBS,

ressuspendidas em 0,6 mL do mesmo tampdao e imediatamente lidas no citbmetro.
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3.10 - EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE PROTEINA TOTAL

Apoés finalizado o tempo de estimulo necessario, 0 meio das placas foi
desprezado e as mesmas foram lavadas por duas vezes com PBS gelado e
mantidas em gelo. Depois, para cada cm? de placa, foi adicionado cerca de 8 uL de
RIPA (Radioimmunoprecipitation Buffer) mais inibidores de proteases e fosfatases:
PSFM (1 mM), aprotinina (1 mg/ml), pepstatina A (1 mg/ml), leupeptina (10 mg/ml),
ortovanadato de sodio (1 mM) e fluoreto de sodio (5 mM). O tampéo de lise RIPA foi
homogeneamente espalhado por toda a &area da placa e apdés 10 minutos de
incubacdo no gelo, as células foram raspadas da superficie da placa com o auxilio
de um rodinho (cell scraper). As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 13
000 rpm em centrifuga refrigerada (4°C) e o sobrenadante contendo o lisado de
proteina total foi recuperado e armazenado a -21°C. A quantificacdo de proteina foi
realizada pelo método de Bradford.

3.11 - SDS-PAGE E WESTERN BLOT

Apos quantificacdo, uma aliquota equivalente a 70 ug de proteina total de
cada amostra foi misturada a um tampao de amostra para proteinas e incubada a
100°C por 5 minutos e, em seguida, retornadas ao gelo. Posteriormente, as
amostras foram aplicadas em um gel de poliacrilamida (10-15%) e submetidas a
uma corrida eletroforética a 60 V por, aproximadamente, 16h. Apés separacao das
proteinas por tamanho, a mesmas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose Hybond C-Extra (Amersham-Pharmacia) através de um sistema semi-
seco de transferéncia. A analise da qualidade da transferéncia foi realizada pela
coloracdo com o reagente Pounceau-S. ApéOs a descoloracdo da membrana por
lavagens com TBS-T, a membrana foi bloqgueada com uma solucdo de leite
desnatado a 5% em TBS-T durante uma hora. Apds o blogueio, a membrana foi
lavada com TBS-T e, em seguida, incubada overnight com o anticorpo primario
especifico para a proteina a ser analisada, diluido em uma solucédo de BSA a 5% em
TBS-T na concentragéo de 1:1000. Ao final dessa incubacao, a membrana foi lavada
com TBS-T por 3 vezes de 10 minutos e, posteriormente, incubada por uma hora

com um anticorpo secundario, conjugado a enzima peroxidase, na diluicdo de
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1:5000 em TBS-T. Decorrido esse tempo, a membrana foi novamente lavada com
TBS-T por 3 vezes de 10 minutos e, para a deteccdo das proteinas desejadas,
utilizamos o kit ECL Plus Western Blotting Detection System (GE healthcare®) de
acordo com o protocolo do fabricante para sensibilizar filmes fotograficos permitindo

a andlise da expressao das proteinas de interesse.

3.12 —“PuLL DOWN ASSAY” DE RAS-GTP

3.12.1 - Expressédo em bactérias e purificacdo de GST-RBD (Glutathione-
S-transferase — RasGTP-Binding Domain of Raf)

Bactérias BL-21 competentes foram transformadas com o plasmideo pGEX-
GST-RBD e plagueadas em LB-agar suplementado com 100 ug/ml de ampicilina
(LB/amp). Uma colénia foi coletada e cultivada em 200 ml de LB com 100 pug/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. Apés atingir a densidade O6ptica de
0,84 (600 nm), 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 (8.000 rpm por 10 minutos a 4°C), o sedimento foi posto em gelo e
ressuspendido em 20 ml de tampéo de lise (50 mM de Tris pH 7.5, 1% de triton X-
100, 150 mM de NaCl, 5 mM de MgCI2, 1 mM de PMSF, 10 ug/ml de leupeptina e
aprotinina). As bactérias foram entdo lisadas com auxilio de sonicador (10
sonicagdes de 1 minuto, com intervalo de 1 minuto, com o tubo imerso em gelo). A
suspensao resultante foi centrifugada a 14.000 rpm por 30 minutos a 4°C, o
sobrenadante coletado foi congelado a -80°C com 10 % de glicerol ou

imediatamente usado para purificacdo da proteina de fuséo.

Cerca de 500 pL de “beads” de Glutathione-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 rotagéo.
Posteriormente, o tubo foi centrifugado por 3 minutos a 3.000 rpm e as “beads”

foram transferidos para um eppendorf de 1,5 ml e ressuspendido com 1 ml de
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tampao de lavagem (50 mM de Tris ph 7.5, 0,5 % de Triton X-100, 150 mM de NacCl,
5mM de MgClI2, 1 mM de PMSF, 1 ug/ml de leupeptina e aprotinina), lavados por 6x
e ressuspendidos em 5ml do mesmo tampdo na presenca de glicerol a 10%.
Aliguotas de 100 pL da suspensédo da proteina de fusdo (GST-RBD) adsorvida as

“‘beads”, em tubos eppendorf, foram armazenadas a -80°C até o momento do uso.

3.12.2 - Precipitacdo de Ras-GTP

Cerca de 100 pL de GST-RBD-beads, preparado no item anterior, foi
incubado com 500 pg de lisado de proteina total, por 1h, a 4°C e sob rotacdo. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas e lavadas por 4 vezes com tampéao RIPA
acrescido dos inibidores de protease e fosfatase ( 1mM PSFM, 1 mg/mL aprotinina,
1 mg/mL pepstatina A, 10 mg/mL leupeptina, 1 mM ortovanadato de sodio e 4 mM
fluoreto de s6dio). Apds as lavagens, os beads foram ressuspendidos em 50 uL de
tampédo de amostra de proteinas e em seguida, submetidos a SDS-PAGE e western

blot para H-Ras.
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4 RESULTADOS

As sublinhagens transformadas HEK/Hras"*? e HEK/ER:Hras"*? foram obtidas
conforme descrito em Métodos (secdo 3.3). Como esperado, as sublinhagens
representativas das células HEK/Hras'*? expressam constitutivamente a
oncoproteina H-Ras'*? que, devido & mutacao, exibem niveis cronicos de H-Ras"**—
GTP independentemente do estado metabdlico da célula (Fig. 4.1A). Por outro lado,
as células HEK/ER:Hras"'?> somente mostram niveis estacionarios elevados da
proteina de fusdo ER:H-Ras"? sob tratamento com 4-hidroxi-tamoxifeno (40HT) e,
por conseguinte, também mostram altas concentracdes estacionarias de ER:H-
Ras''*-GTP (Fig. 4.1B). Sob as mesmas condicdes de ensaio, a linhagem parental
HEK 293 apresentou niveis enddégenos negligenciaveis de H-Ras total e H-Ras-GTP
(Fig. 4.1 A).

3 v
A B {5) {5)
P e &
g & g ¢
< HEK/Hras"®
Y Ris r2 40HT (200nM) - + - + - +
H-Ras GTP MNP = 21 kDa ER:H-Ras GTP - - 5D
H-Ras Total B . 21 <Da ER:H-Ras Total — S 50 kDa
GAPDH s = s 37 kDa
HPRT = o s s S s . 23 kDa

Figura 4.1 — Expressédo de H-Ras Total e ligado a GTP em células HEK 293 e nas
sublinhagens HEK/Hras"'* e HEK/ER:Hras"*’. A) O clone R1.6 e o policlone R2,
representativos da sublinhagem HEK/Hras"*, apresentaram niveis constitutivos de H-Ras
total e ativo, enquanto que a linhagem parental HEK 293 exibiu niveis ndo detectaveis de H-
Ras endodgeno. B) O clone K e o policlonal Pol2, representativos da sublinhagem
HEK/ER:Hras"*?, expressaram altos niveis de ER:H-Ras"*? somente em presenca de 40HT.

V12

Para avaliar como variam os niveis intracelulares de [ER:H-Ras" "] em funcao

das concentracOes extracelulares de [4OHT], foram realizadas curvas dose/resposta
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através de ensaios de western blot, cujos resultados aparecem nos graficos da
figura 4.2. Multiplos experimentos independentes com ambas as sublinhagens,
HEK/ER:Hras"*?-K e —Pol2, resultaram em consistentes curvas hiperbélicas de
saturacdo, como se espera de um processo que depende de interacédo entre ligante

V12y " conforme ilustrado

(40HT) e receptor (dominio ER da proteina ER:Hras
anteriormente pelo esquema da Fig. 3.3. Considerando a premissa de que [40OHT]
extracelular e intracelular sédo iguais, é possivel estimar o valor de 50-60 nM para a
constante de associacdo entre 40HT e o dominio ER de ER:H-Ras"*? (Fig. 4.2A a
esquerda e 4.2B). Por outro lado, quando se analisou a concentracdo de [ER:H-
Ras'*2-GTP] em funcdo de [4OHT], a curva de dose resultante (Fig. 4.2 & direita)
revelou-se de forma sigmoidal abrupta com forte tendéncia a um platdé logo apos
[4OHT] 20nM. Logo, em concentracfes de [4OHT] superiores a 50nM aparecem

V12

concentracbes estaciondrias crescentes de [ER:H-Ras*™“] disponiveis para serem

ativadas, presumivelmente, na forma do complexo [4OHT/ER:H-Ras"?]. Este

excesso de [ER:H-Ras )]

pode decorrer de concentragdes limitantes de [SOS] para
promover a ativacdo de [ER:H-Ras"'?] a [ER:H-Ras"*-GTP] em meio 10% de soro.
Além disso, é razoavel assumir a hipétese de que a curva de [ER:H-Ras"*?>-GTP] em
funcdo de [40OHT] seja sigmoidal (Fig. 4.2 a direita), uma vez que sabidamente SOS

€ uma proteina alostérica positivamente ativada por Ras-GTP (secéo 1.4).

A seguir, a linhagem parental HEK 293 e suas sublinhagens estavelmente
transduzidas (HEK/ER:Hras'**-K e —Pol2; HEK/Hras"**-R1.6 e —R2) foram testadas
guanto a sensibilidade ao FGF2 (fibroblast growth fator) e ao ester de forbol PMA

(phorbol 12-myristate 13-acetate).
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Figura 4.2 — Variacédo de [ER:H-Ras"*?] e de [ER:H-Ras"**-GTP] intracelulares em
funcdo de [4OHT] extracelular. A) Esquerda. Western blot representativo para [ER:H-
Ras"*?] de células HEK/ER:Hras"**-K tratadas por 24h com concentracdes crescentes de
[4OHT]. Trés westerns de experimentos biologicamente independentes foram quantificados
por densitometria. A curva em preto é a média dos trés ensaios distintos, representados
pelas linhas pontilhadas. Para cada ensaio foram utilizados 70 pg de proteina celular total.
Direita. 500ug de proteina total de células HEK/ER:Hras'**-K tratadas por 24h com
concentracdes crescentes de [4OHT] foram utilizadas para isolar quantificadamente [ER:H-
Ras"**>-GTP] por ligacéo especifica ao dominio ligante de RasGTP da quinase Rafl. Cada
porcdo de [ER:H-Ras"**-GTP] isolada foi submetida ao western blot mostrado na figura, que
foi quantificado por densitometria para gerar a curva dose/resposta do grafico logo abaixo.
B) Western blot para [ER:H-Ras"*?] das células HEK/ER:Hras"**-Pol2, seguindo protocolo
idéntico ao descrito em A.



56

4.1 — EFeITo DE FGF2 EM CELULAS HEK 293 MALIGNIZADAS PELA ACAO DO
ONCOGENE H-RAs'*2

Antes de iniciar os testes com FGF2, foi realizado um PCR quantitativo e uma
imunoprecipitacdo seguida de western blot para verificar se e quais receptores de
FGF (FGFRs) sao expressos pela linhagem HEK 293. A analise da expressao de
MRNA de receptores de FGF mostrou que o receptor R3 € o dominante, seguido
pela expressao dos receptores R1 e R4. O receptores FGFR2 e R5, por sua vez,
apresentaram niveis negligenciaveis de mRNA (Figura 4.3). Para deteccdo da
expressdo proteica desses receptores, foram realizados ensaios de
imunoprecipitacdo seguidos de western blot para os receptores FGFR1 ao R4.
Todas as quatro isoformas testadas de FGFRs foram detectadas (Figura 4.1C em
Zeidler, 2012).

Expressao relativa de mRNA
de FGFRs/ mRNA de Actina
N

FGFR1 FGFR2 FGFR3 FGFR4 FGFR5

Figura 4.3 — Andlise da expressédo de receptores de FGF para a linhagem
celular HEK 293. PCR quantitativo para os receptores de FGF 1-5, normalizados pela
expressao do gene de actina. Os resultados estdo representados como meédia + desvio
padrédo (n=3) de apenas um ensaio, representativo de trés experimentos independentes.

4.1.1 - Efeito dual de FGF2 no crescimento de col6nias da sublinhagem
HEK/ER:Hras"*

Os efeitos de FGF2 sobre a linhagem HEK 293 e suas sublinhagens
transformadas pelo oncogene H-ras'*?, foram inicialmente testados na sublinhagem
HEK/ER:Hras"*. Os ensaios de curvas de crescimento em monocamadas aderidas
a substrato soOlido mostraram que FGF2 e/ou 40HT ndo exerceram nenhuma
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alteracao significativa na proliferacdo da linhagem parental HEK 293 (Figura 4.4A e
B). Na auséncia de 4OHT, as sublinhagens HEK/ER:Hras"'*-K e —Pol2
comportaram-se como a linhagem parental. Porém, a adicdo de 40HT estimulou a
proliferacdo das mesmas, resultado esperado para ativacdo de um forte oncogene.
No entanto, o tratamento com FGF2, concomitante com a ativacdo de ER:H-Ras"*?
por 40HT, mostrou tendéncia para inibir a proliferacdo celular. Multiplos testes
experimentais sugeriram que o efeito negativo da combinacdo FGF2 + 40HT na
proliferacdo das sublinhagens HEK/ER:Hras"**~K e —Pol2, em monocamadas, pode

nao ser relevante, pois € pequeno, variavel e de dificil quantificacéo.

Resultados muito diferentes foram obtidos ao realizarmos ensaios
clonogénicos em suspenséo de agarose semi-solida. Na auséncia de estimulos, a
capacidade de ambas as sublinhagens, HEK/ER:Hras"*>~K e —Pol2, formarem
colonia em suspensao de agarose foi nula (Figura 4.4C). No entanto, o tratamento
com FGF2 ou 40HT estimulou o desenvolvimento de colonias em suspenséao de
agarose, uma caracteristica tipica de células malignamente transformadas. Contudo,
a adicdo conjunta de 40HT e FGF2 praticamente aboliu o desenvolvimento de
colbnias em suspensao de agarose. Por outro lado, a linhagem parental HEK 293
nao foi capaz de crescer em suspensdao de agarose, independentemente do

tratamento usado.

Portanto, os resultados de ensaios clonogénicos em suspensdo de agarose
demonstram que, quando HEK 293 esta expressando altos niveis da oncoproteina
ER:H-Ras"*?, sob inducéo de altas concentracdes de 40HT, FGF2 deixa de exibir
sua funcdo candnica de fator mitogénico e passa a ter uma inesperada acao

citotdxica.
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HEK 293 HEK/ER:Hras"'2

Pol2

No. de células x 10*
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Figura 44 - FGF2 possui efeito citotoxico em células HEK 293

condicionalmente malignizadas pela acdo do oncogene H-ras'*2. A) Curvas de
crescimento de HEK 293 e suas sublinhagens HEK/ER:Hras"*?, sem tratamento (10% SFB)
ou tratadas com FGF2 e/ou 40HT. Os resultados estdo apresentados como média + desvio
padrao (Two-way ANOVA, *** p < 0,001). Qualitativamente, este resultado é representativo
de experimentos em duplicata de quatro diferentes sublinhagens monoclonais. B) Ensaio de
colénia em suspensdo de agarose para as sublinhagens HEK/ER:Hras"*? sem tratamento
(10% SFB) ou tratadas com FGF2 e/ou 40HT (n=1). Qualitativamente, este resultado é
representativo de experimentos em duplicata de quatro sublinhagens monoclonais e uma
sublinhagem policlonal. A célula parental HEK 293 ndo é capaz de formar colénia em
substrato semi-solido.
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Para verificar se e como varia a agdo de FGF2 em funcéo das concentracoes
intracelulares de [ER:H-Ras'?] e [ER:H-Ras"'?-GTP], adicionamos este fator de
crescimento juntamente com concentracdes extracelulares crescentes de [4OHT] em
ensaios clonogénicos em suspensao de agarose (Fig. 4.5). FGF2 sozinho promoveu
o desenvolvimento de col6nia na sublinhagem HEK/ER:Hras"*%-K, apesar de n&o ser
capaz de promover o desenvolvimento de colénias em suspensao nas células
parentais HEK 293. A 25 nM, 40HT foi suficiente para estimular o desenvolvimento
de colénias, com um numero de aproximadamente 90 col6nias/placa. No entanto,
com 40HT 50 nM, a variavel dependente “numero de colbnias/placa” ja atinge um
platd, ou seja, mesmo com o incremento de 4OHT para uma concentracdo quatro
vezes maior, 0 numero de colénias que se desenvolveram por placa continua em
torno de 180. A combinacdo de FGF2 com 4O0HT trouxe resultados duais
inesperados: FGF2 10 ng/mL + 40HT 25 nM tiveram um efeito quase somatoério na
promogéo do crescimento de colonias, bem de acordo com a expectativa de que
FGF2 é um mitégeno potencialmente oncogénico. Contudo, a combinacdo de altos
niveis de [4OHT] com FGF2 (FGF2 10 ng/mL + 40HT 200nM) trouxe resultados
opostos, ndo esperados, pois, nestas condicbes, FGF2 aparece como um agente
citostatico (ou citotoxico), bloqueando o desenvolvimento de colbnias. Em
conclusdo, FGF2 mostra um efeito dual sobre o crescimento de colbnias em
suspensdo das células HEK/ER:Hras"*?: é mitogénico em concentra¢cdes moderadas

de 40HT e severamente inibitério em concentracdes altas de 40HT.

Nesta tese ndo foram medidas as concentragdes intracelulares de [ER:H-
Ras'*?] e [ER:H-Ras"*2-GTP] das células HEK/ER:Hras"*? em funcdo do tratamento
com FGF2 10 ng/mL, - ou + concentragOes crescentes de [4OHT] extracelular. Na
auséncia destes dados experimentais, assumimos a hipétese de que FGF2 10
ng/mL (concentracdo saturante) ativa a via FGFR — SOS elevando os niveis de
[SOS ativada] disponivel para catalise da reacdo: [ER:H-Ras"*’] + GTP — [ER:H-
Ras"'?-GTP].

O corolario dessa hipotese admite que: a) em niveis baixos de [40OHT] (25
nM), correspondentes a valores também baixos de [ER:H-Ras"*?
[ER:H-Ras"**-GTP] devido a FGF2 (10 ng/mL) é moderado e o efeito é mitogénico;

b) com concentragdo de 200 nM de [4OHT], FGF2 (10 ng/mL) promove uma

], o incremento de
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elevacdo de [ER:H-Ras''*-GTP] a niveis estressantes, causando citotoxidez e

bloqueio do crescimento de colbnias.

HEK/ER:Hras"'? - K
250 1
s
2009 .. I h‘ B 10%sFs
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Figura 4.5 — Efeito dual de FGF2 no crescimento de colbnias em suspensao de
agarose das células. HEK-ER:Hras'*?> em funcdo da concentracdo [4OHT]:
mitogénico em 25nM e inibitério em 200nM. Ensaio de col6nia em suspensdo de
agarose para a HEK/ER:Hras"*? tratada com diferentes concentragcdes de 40HT, com ou
sem a adicdo de FGF2. Os resultados estédo representados como média + desvio padrédo
(n=4) de apenas um ensaio, representativo de dois experimentos independentes (Teste T de
Student, * p = 0,045, *** p < 0,001).

4.1.2 - Efeitos de FGF2 nas sublinhagens HEK/Hras"*?

Os experimentos e resultados obtidos com as sublinhagens HEK/ER:Hras"*?,
descritos nos paragrafos anteriores, sugeriram que ha um nivel 6timo de expresséao

da oncoproteina H-Ras'*? para garantir um fenétipo maligno em uma célula

V12

robustamente viavel. Niveis acima desse 6timo de [H-Ras"*“] gera uma célula sob

estresse oncogénico, mesmo em linhagens imortalizadas como HEK 293, que séo
deficientes nas fungBes das proteinas supressoras de tumor p53 e pRb. Por
conseguinte, era de se esperar que a transformacao de HEK 293 com um vetor de
expressdo constitutiva para H-ras'*? selecionasse sublinhagens HEK/Hras"*? com
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V12

variados niveis de expressdo de [H-Ras'™“] e, portanto, diferentes respostas a

FGF2: resposta mitogénica, citotdxica, ou ainda, nula.

Essa expectativa de resultados foi aparentemente bem atendida quando as
sublinhagens HEK/Hras"**>-R1.6 e —R2 foram testadas para resposta a FGF2, tanto
em monocamadas em substrato sélido (Fig. 4.6A), como em suspensao de agarose
(Fig. 4.6B): em ambas as condi¢cdes nao houve efeito significante de FGF2 sobre os

crescimento das células.

FGF2
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Figura 4.6 — Células HEK 293 que expressam constitutivamente o oncogene H-
Ras"* n&do s&o sensiveis a acdo de FGF2. A) Curva de crescimento para sublinhagem
HEK/Hras"*? em 10% SFB + FGF2. Os resultados estdo representados como média +
desvio padrdo (n=3) de apenas um ensaio, porém, representativas de testes em 8
sublinhagens diferentes. B) Ensaio de col6nia em suspenséo de agarose para sublinhagem
HEK/Hras"*? em 10% SFB + FGF2. Os resultados estdo representados como média *
desvio padrdo (n=2) de apenas um ensaio, representativo de dois experimentos
independentes.

De acordo com a hipotese sugerida acima, duas forcas positivamente
seletivas predominaram no processo de selecdo das sublinhagens HEK/Hras"*?: a)

expressdo em niveis adequados da proteina exdgena que confere resisténcia a

puromicina; e b) expressdo suficiente de H-Ras'*?

V12

para garantir valores
constitutivamente 6timos de [H-Ras' “-GTP] para o crescimento celular. Por outro
lado, esta hipétese também previa que este processo seletivo deveria ser neutro

com respeito a resposta celular a FGF2. No entanto, ndo foram encontradas boas
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respondedoras a FGF2 entre as sublinhagens clonais HEK/H-Ras"“ selecionadas,

sugerindo que o processo seletivo ndo é neutro para resposta a FGF2.

Em decorréncia desta Ultima observacdo, aventamos uma hipotese
alternativa: o processo seletivo poderia estar favorecendo a selecdo de células
produtoras e secretoras de FGF2 enddgeno e, portanto, insensiveis a FGF2

exogeno.

Para testar esta hipotese alternativa, medimos a producdo e secrecao de
FGF2 por western blot em, respectivamente, extrato proteico total e meio de cultura
da parental HEK 293 e sublinhagens HEK/Hras"*?. A figura 4.7, de fato, mostra
niveis significativamente altos de FGF2 nos extratos proteicos (Fig.4.7A) e nos
meios de cultura (Fig. 4.7B) das células HEK/Hras"*?, mas n&o no extrato e meio de

cultura das células parentais HEK 293.
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Figura 4.7 — Nas sublinhagens HEK/Hras"'? selecionadas, a express&o

ectopica de H-Ras'** é acompanhada da express&o e secrecdo de FGF2. A) Western
blot para FGF2 a partir de extrato proteico total de HEK 293 e HEK/Hras"*?. B) Western blot
para FGF2 a partir de sobrenadante de cultura de HEK 293 e HEK/Hras"** policlonal.

Mais ainda, testes iniciais com a sublinhagem HEK/ER:Hras"**-K

demostraram que a indugéo de ER:H-Ras"*® por 40HT aumenta a expressdo de
MRNA para FGF2 (Figura 4.8).
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Diante dos resultados documentados nas figuras 4.7 e 4.8, consideramos,

entdo, que o fendmeno envolvido ndo é de selecdo, mas sim de epistasia, isto é, 0

V12

trans-oncogene H-Ras"“ induz o gene enddgeno de FGF2.
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Figura 4.8 — Anélise da expressdo de mRNA de FGF2 em HEK 293 e
HEK/ER:Hras"**-K. PCR quantitativo para detectar a expressao relativa de mRNA de FGF2
na célula parental HEK 293 e na sublinhagem HEK/ER:HrasV12 tratadas com 40OHT por 48,
72 e 96 horas. Para normalizagdo do ensaio, foi utilizada a expressdo de mRNA de RPL19.
Os resultados estdo representados como média + desvio padrdo (n=3) de apenas um
ensaio.

4.2 - EFEITO DE PMA EM CELULAS HEK 293 TRANSFORMADAS PELA ACAO DO
ONCOGENE H-RAS"*?

4.2.1 - PMA s0 é citotoxico as células HEK 293 transformadas pela acéo

do trans-oncogene ER-Hras"*?, em concentracdes altas do indutor 40HT.

Para avaliar os efeitos de PMA em células HEK 293 transformadas pela acéo

do oncogene H-Ras"*?

, NOs realizamos curvas de crescimento e ensaios de colonia
em suspensdo de agarose. Na figura 4.9A, observamos que PMA suavemente
diminui a proliferacdo da linhagem parental HEK 293, mas, inibiu drasticamente a

proliferacdo de células HEK/Hras'*?>. Da mesma maneira, PMA restringiu a
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proliferacdo das sublinhagens HEK/ER:H-ras"*? em presenca de 40HT. Porém, sem
a ativacdo da expressdo de ER:H-Ras'*?, esta sublinhagem comportou-se como a
linhagem parental e PMA pouco interferiu em sua proliferacdo. Ensaios de
suspensdo de agarose mostraram que a expressdo de H-Ras''?, tanto
constitutivamente, com induzida por 40HT, tornou a linhagem HEK 293 capaz de
desenvolver colbnias em meio semi-sélido (figura 4.9B); contudo, o tratamento com

PMA diminui drasticamente o nidmero de colbnias.

O efeito de FGF2 sobre as sublinhagens HEK/ER:Hras"*?, conforme descrito
nas secOes anteriores de Resultados, mostrou uma dualidade dependente da
relacdo entre os valores intracelulares de [ER:H-Ras"*?>-GTP] e [ER:H-Ras"*4]. Logo,
tornou-se obrigatorio analisar como varia o efeito toxico de PMA sobre as
sublinhagens HEK/ER:Hras"*® em funcéo dos valores de [4OHT] extracelulares.
Para isso, realizamos ensaios de colbnia em suspensdo de agarose e curvas de
crescimento com as sublinhagens HEK/ER:Hras''?, tratadas com diferentes
concentracbes de 40OHT. As curvas de crescimento da Fig. 4.10A séo
representativas de diversos experimentos que mostraram uma tendéncia nitida: a

medida que aumentamos [ER:H-Ras"*?

] induzida por concentracdes crescentes de
[4AOHT], maior € a inibicdo causada por PMA na proliferacdo das células

HEK/ER:Hras"*? (figura 4.10A).

J& os ensaios clonogénicos em suspensdo de agarose demonstraram que,
com [40HT] = 25nM, as células desenvolveram colénias sem qualquer interferéncia
de PMA (Figura 4.10B). A partir de [4OHT] = 50nM, PMA passa a ser toxico, porém,
a inibicdo no desenvolvimento de colonias torna-se ainda mais drastica, quando as
sublinhagens HEK/ER:Hras"*? sdo tratadas com [4OHT] = 200nM. Portanto, PMA, &

2 se tornam muito

semelhanca de FGF2, evidenciou que células HEK/ER:Hras"*
vulneraveis se, concomitantemente, a razdo [ER:HRas'**-GTP] / [ER:HRas"*?] for
baixa e a soma [ER:HRas"*?-GTP] + [ER:HRas'*?] for alta, como quando estas

células séao tratadas por [4OHT] = 200nM.
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Figura 4.9 — PMA possui efeito citotoxico em células HEK 293 condicionalmente
transformadas pela ac&o do oncogene H-ras"*. A) Curvas de crescimento de HEK 293 e
suas sublinhagens HEK/Hras"*?* e HEK/ER:Hras"*?, sem tratamento (10% SFB) ou tratadas
com PMA e/ou 40HT. Os resultados estdo apresentados como média + desvio padréo (n=3)
de apenas um ensaio, representativo de dois experimentos independentes (Two-way
ANOVA, ** p < 0,01, ** p < 0,001). B) Esquerda: ensaio de colénia em suspensédo de
agarose para as sublinhagens HEK/Hras"*?, sem tratamento (10% SFB) ou tratadas com
PMA e/ou 40HT. Os resultados estdo apresentados como média + desvio padréo (n=4) de
apenas um ensaio, representativo de dois experimentos independentes (Teste T de Student



66

T test, ***p<0,0001). Direita: ensaio de coldnia em suspensdo de agarose para as
sublinhagens HEK/ER:Hras"*?, sem tratamento (10% SFB) ou tratadas com PMA e/ou
40HT. Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo (n=4) de apenas um
ensaio, representativo de dois experimentos independentes (One-way ANOVA com pés
teste de Bonferroni, ***p<0,0001).
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Figura 4.10 — O efeito citotéxico de PMA é dependente dos niveis de expressao
de H:Ras""? em células HEK 293. A) Curvas de crescimento com as sublinhagens de
HEK/ER:Hras"*? tratadas com 0, 25, 50 e 200 nM de 40HT, com ou sem a adi¢do de PMA.
Os resultados estao representados como média + desvio padrdo (n=3) de apenas um
ensaio, representativo de dois experimentos independentes. B) Ensaio de colénia em
suspenséo de agarose com as sublinhagens de HEK/ER:Hras"*? tratadas com 0, 25, 50 e
200 nM de 40HT, com ou sem a adicdo de PMA. Os resultados estao representados como
média + desvio padrdo (n = 4) de apenas um ensaio, representativo de dois experimentos
independentes (Teste T de Student, ** p < 0,01. *** p < 0,001).
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4.2.2 — Toxidez de PMA é mediada por ativagdo de PKC

A determinacdo de curvas dose-resposta para o efeito toxico de PMA afasta
ou sugere indicacfes de que a ativacdo de PKCs pode ser o alvo desta agao toxica
de PMA. Por esse motivo, realizamos medidas de proliferacdo com 0, 1, 2, 5 e 10
ng/mL de PMA no meio de cultura das células parentais HEK 293 e das

sublinhagens HEK/Hras"*?

, contando o numero total de células no quinto dia de
tratamento. Pudemos constatar que, tanto a linhagem parental HEK 293, como as
sublinhagens HEK/Hras"'? sdo passiveis de inibicdo por PMA (Fig. 4.11), sendo as
células parentais, claramente, as menos sensiveis. Enquanto as células HEK 293
apresentaram cerca de 30% de inibicdo celular, as sublinhagens HEK/Hras"'?-R2 e -

R1.6 apresentaram, respectivamente, 60% e 50% de inibicdo (Figura 4.11B).

Nos experimentos da Fig. 4.11, a série de concentracdes de PMA nao foi a
mais favoravel para gerar curvas que permitissem estimar constantes de inibicdo
com boa precisdo. Nao obstante, as curvas sugerem tendéncia de saturacao e
convergéncia para um mesmo valor de constante de inibicdo da ordem de 1 ng/mL
de PMA. Este valor muito aproximado da constante de inibicdo é compativel com os

valores bem conhecidos da ativagéo de PKCs por PMA.
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Figura 4.11 - Curva de dose-resposta para PMA. Quinto dia de curvas de
crescimento das células HEK 293 e HEK/Hras"*? tratadas com 0, 1, 2, 5 e 10 ng/mL de
PMA. Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo (n=3) de apenas um
ensaio.



68

A fim de se testar de maneira mais direta a hipotese de que ativacado de PKCs
€ 0 meio pelo qual PMA exerce seu efeito toxico, medimos a proliferacdo celular das
células HEK 293 e HEK/Hras"'? submetidas a PMA, juntamente com dois inibidores
quimicos diferentes de PKC: G6 6983 e Bisindolilmaleimida | (Bis ). Primeiramente,
estes inibidores foram testados para verificar se seriam capazes de inibir a
fosforilacdo de ERK1/2 (P-ERK1/2) por PMA, que sabidamente € mediada por
ativacdo de PKCs. A andlise de western blot mostrou que 1 uM de cada um desses
inibidores foi suficiente para diminuir [P-ERK1/2] a niveis negligenciaveis, tanto em
células HEK293 como em HEK/Hras"*? (figura 4.12A). Posteriormente, estas células
foram plagueadas com PMA, na auséncia e na presenca de 1 uM de G06 6983 ou Bis
I. No quarto dia de tratamento, as células foram tripsinizadas, fixadas e contadas. A
figura 4.12B mostra que PMA inibiu a proliferacdo celular, como ja relatado
anteriormente, das células parentais HEK293 e mais drasticamente ainda, das

sublinhagens HEK/Hras"*?

(Figura 4.9A). Porém, a adicdo dos inibidores G6 6983 ou
Bis | eliminou completamente este efeito toxico de PMA. Além disso, os efeitos
deletérios de PMA morfologicamente detectaveis nas células HEK 293 e

HEK/Hras"*?, também foram suprimidos por G6 6983 ou Bis | (figura 4.12C).

Atentando para o fato de que (a) PMA é capaz de ativar somente as
isoformas classicas e novas de PKC e que (b) ambos os inibidores de PKC usados
protegeram completamente as sublinhagens de HEK/Hras"*? do efeito citotéxico de
PMA; nGés identificamos as isoformas de PKC responsivas a PMA e que sao alvos
de ambos inibidores (tabela 4.3): PKCs a, B, v e ©. Dentre estas, PKC & é a
isoforma que, na literatura especializada, mais se encontra envolvida em processos
de estresse e de morte celular. Durante apoptose, PKC & sofre clivagem proteolitica,
resultando em um fragmento catalitico constitutivamente ativo, cuja translocacao

para o nucleo e/ou mitocondria amplifica a cascata apoptotica.
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Figure 4.12 — O efeito toxico de PMA é dependente da ativacdo de PKC. A)
Western blots para ERK1/2 fosforilado apds 15 minutos de tratamento com PMA e com
diferentes concentragbes dos inibidores de PKC GO 6983 e Bis I. Os inibidores foram
adicionados 1 hora antes da adicdo de PMA. B) Quarto dia de curva de crescimento das
células HEK 293 e HEK/Hras"*? tratadas com PMA, na presenca e auséncias dos inibidores
guimicos de PKC (G6 6983 e Bis 1). Os resultados estao apresentados como média + desvio
padrdo (n=2) de apenas um ensaio, representativo de dois experimentos independentes
(One-way ANOVA com o pdés teste de Bonferroni, ** p < 0.01, *** p < 0.001). C) Micrografias
mostrando a morfologias das células HEK 293 e HEK/Hras'*? tratadas com PMA, na
presenca e auséncias dos inibidores quimicos de PKC (G6 6983 e Bis I).
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Tabela 4.1 - Isoformas da Proteina Quinase C (PKC)

<| " cPKCs [* a °[* Bl *[*BI°[ v °
o nPKCs [®* 6 ®| ¢ ® n 2]
aPKCs [® T L
® Go6983

@ Bisindolilmaleimida |

Tendo em conta estas informacdes da literatura, procuramos verificar, através
de western blot, se ocorre a clivagem de PKC & apds tratamento de células
HEK/Hras'** com PMA. Na figura 4.13, podemos observar que, em células
HEK/Hras"*?, o fragmento catalitico de PKC & (FC-PKCS3) correlaciona com a
expressdo ectépica de H-Ras"'?, independentemente de PMA. Por outro lado, o
tratamento sustentado de PMA por 24, 48 e 72h provocou, tardiamente, um modesto

aumento nos niveis de FC-PKCd. Estes resultados implicam a PKC & em efeitos
toxicos tardios de PMA em células HEK/Hras"*?,

HEK/HrasV'2 HEK/HrasV'2

HEK 293 R2 R1.6
PMA (2 ng/mL) Oh 24h 48h 72h Oh 24h 48h 72h 0Oh 24h 48h 72h
PKCS R 0 S S e SR
FC-PKCd - — - -

a-tubulina (NI EED o a0 & &5 o & - 0

Figura 4.13 — Tratamento com PMA eleva os niveis do fragmento catalitico de
PKC & em HEK/Hras"**. Western blot para a proteina PKC & com as células HEK 293 e
HEK/Hras"*?, ap6s 24, 48 e 72h de tratamento com PMA.
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4.2.3 - PMA agrava diversos indicadores de estresse em células

transformadas HEK/Hras"*? levando tardiamente a morte celular.

Multiplos indicadores de estresse que ja aparecem cronicamente na linhagem

V12 am células

parental HEK293 sdo acentuados com a expressao ectopica de H-Ras
transformadas HEK/Hras"*? e, muito mais agravados, com tratamentos sustentados
de PMA. Entre estes indicadores de estresse cabe destacar: a) niveis elevadamente
ativados de p38-MAPK (Fig. 4.14); b) lesbes de DNA com quebras da dupla hélice
indicadas por fosforilacdo da classe de histonas gama-H2AX e também expressao
de p21 que participa do bloqueio do ciclo celular (Fig. 4.15); c) estresse oxidativo

indicado por aumento nos niveis de ROS (Fig. 4.16).

HEK/HrasV'?

HEK 293 R1.6 R2
24h  48h 24h  48h 24h  48h

PMA(2ng/mL) - + - + + - + - + - +
| -

GAPDH e eupagy "

Figura 4.14 — Tratamento com PMA eleva drasticamente os niveis de P-p38 em
HEK/Hras"*?. Western blot para a proteina p38 fosforilada com as células HEK 293 e
HEK/Hras"*?, ap6s 24 e 48 h de tratamento com PMA.

HEK 293 HEK/Hras"'2-R2

24h 48h 24h 48h
PMA(2ng/mL) - + - + -+ - +
gama-H2AX = " - - - - -

P21 T - - - -

GAPDH " Seseses WSasasas

Figura 4.15 — Tratamento com PMA eleva os niveis de gama-H2AX e p38 em
HEK 293 e HEK/""®V!2 \Western blot para as proteinas gama-H2AX e p21 com as células
HEK 293 e HEK/Hras"**-R2, ap6s 24 e 48 h de tratamento com PMA.
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HEK/HrasV'?
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Figura 4.16 — Longa exposicao ao PMA causa aumento nos niveis de ROS em
células HEK/Hras"*?. A) As células HEK 293 e HEK/Hras'*? foram tratadas com PMA
durante os tempos indicados. Apds adicdo de Carboxi-H2DCFDA por 30 minutos, as
mesmas foram tripsinizadas e analisadas por FACS quanto a imunofluerescéncia média de
Carboxi-DCF. Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo (n=2) de
apenas um ensaio, representativo de trés experimentos independentes (Teste T de Student,
*p <0,05; * p <0,01; ** p <0,001). B) Sobreposi¢éo dos histogramas para Carboxi-DCF,
comparando o perfil de imnunofluorescéncia da linhagem HEK 293 e sublinhagens
HEK/HrasV*? sem tratamento (cinza) e tratadas com PMA por 4h (preto), 24h (verde), 48h
(azul) e 72h (vermelho).
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Todas essas evidencias de agravamento dos niveis de indicadores de
estresse sugeriram que PMA pode estar finalmente contribuindo para morte celular
das céluas HEK293 transformadas pelo oncogene H-ras'*2. Para verificar se PMA pode
estar causando morte celular, fomos analisar degradacdo de DNA por citometria de
fluxo. A linhagem HEK 293 e as sublinhagens HEK/Hras"*? e HEK/ER:Hras"*? foram
plagueadas e, no dia seguinte, foi adicionado PMA num tratamento sustentado por
24, 48 ou 72h durante o qual o meio de cultura foi renovado todos os dias. Como
evidenciado na figura 4.17, a porcentagem de células HEK 293 que apresentam
degradacdo de DNA permanece em niveis negligenciaveis, mesmo depois de 72
horas de tratamento com PMA. No entanto, o PMA aumentou progressivamente a
populacéo de residuos celulares de HEK/Hras"*? com contetido de DNA menor que
GO/G1. A ativacéo de H-Ras''? (adicdo de 40HT) em células HEK/ER:Hras"*? nao
alterou o quantidade de células com conteddo de DNA sub G1. Por sua vez, o
tratamento conjunto de 40HT e PMA aumentou severamente a porcentagem de
células com degradacdo de DNA. Com estas evidéncias experimentais, podemos
concluir que, PMA causa tardiamente morte célula em HEK 293 expressando
ectopicamente a oncoproteina H-Ras''?, mas ndo em suas correspondentes

parentais ndo transformadas (Fig. 4.17).
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Figura 4.17 — Adicdo de PMA aumenta a porcentagem de células HEK/Hras"* e
AOHT-HEK/ER:Hras"*? com DNA fragmentado. A) A linhagem HEK 293 e as sublinhagens
HEK/Hras"*? e HEK/ER:Hras"* foram plaqueadas e, no dia seguinte, foram adicionados os
tratamentos apontados. Nos tempos determinados, as células foram fixadas, marcadas com
iodeto de propidio e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados estdo apresentados
como média + desvio padrdao (n=2) de apenas um ensaio, representativo de trés
experimentos independentes (One-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni, * p < 0,05; ** p
< 0,01; *** p < 0,001). B) Histogramas representativos do ponto de 72 h.



76

5 DISCUSSAO

O crescimento e a proliferacdo de uma célula normal sdo modulados por uma
complexa rede de sinalizacdo, que percebe e interpreta sinais externos,
transformando-os em uma resposta celular adequada. No céancer, a resposta celular
a rede de sinalizacdo externa encontra-se desregulada, permitindo descontrole da
proliferagcdo e da sobrevivéncia celular. Cerca de 20% dos canceres em humanos
contém mutacdo em ras, para 0s quais ainda ndo ha terapia eficaz, evidenciando a

necessidade de se estudar novos alvos terapéuticos.

Nosso laboratério deu um passo nesta direcdo quando publicou que FGF2
causa um atraso em S e um bloqueio irreversivel em G2/M em células Y1 de
camundongo, cujo fendtipo maligno € dependente de uma amplificacdo no gene K-
ras (Costa et al., 2008). Além disso, esta mesma linhagem apresentou
suscetibilidade aos efeitos toxicos de PMA (Forti and Armelin, 2011; Matos, 2007).
No entanto, permaneceu a necessidade de verificar se os efeitos citotoxicos de
FGF2 e PMA também se estendem a linhagens celulares humanas

experimentalmente malignizadas pelo oncogene ras.

5.1 — A RESISTENCIA A FGF2 EM SUBLINHAGENS HEK/HRAS"'? PODE SER DEVIDO A

TRANS-ATIVACAO DO GENE DE FGF2 POR H-Ras'*?

Para realizar esta tese, foi adotado um modelo experimental, no qual, a
linhagem imortalizada, ndo tumorigénica, HEK 293, foi transduzida com os vetores

retrovirais pBabeNeo ou pBabepuro, contendo, respectivamente, a construcao

2

quimérica ER:H-ras"*® ou o oncogene H-ras'!?. Tanto os genes de selecdo a

antibiotico (geneticina para pBabeneo e puromicina para pBabepuro) quanto 0s
genes de interesse estdo sob o controle do promotor de SV40 (Figura 3.1). Este
promotor € rico em motivos GC, portanto, € alvo do fator de transcricdo SP1
(Specificity Protein 1), que € ubiguamente expresso em células de mamiferos. Deste

V12 V12

modo, as proteinas ER:H-Ras" ™ e H-Ras"*“ sdo constitutivamente expressas.
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Apesar da proteina ER:H-Ras"*? estar em constante express&o, postula-se
que, assim como ocorre com 0s receptores de estrogeno, o dominio HBD da por¢éo
ER encontra-se associado a heterocomplexos inibitdrios, compostos principalmente
por chaperonas, como a Hsp90 (Figura 3.3). Deste modo, na auséncia do ligante, a

proteina de fusdo ER:H-Ras''?

encontra-se blogueada e instavel. A ligacdo do
ligante (40HT) libera ER:H-Ras'*? de seu complexo de inibicdo e estabiliza a
proteina. Portanto, no processo de obtencdo de sublinhagens transduzidas com
pBabeneo.ER:Hras"*?, as células tiveram que se sobrepor apenas a pressao seletiva
provocada pela presenca do antibiotico. Por outro lado, as sublinhagens
HEK/Hras"*? foram submetidas a duas diferentes forcas seletivas: expresséo de
niveis adequados do gene de resisténcia a puromicina e de niveis 6timos de [H-Ras-

GTP], que favorecam o crescimento das células.

Embora a pressdo seletiva exercida por H-Ras"*? em HEK/Hras"*? selecione
sublinhagens com caracteristicas completamente distintas daquelas encontradas
nas sublinhagens HEK/ER:Hras"*?, ndo esperavamos que o processo de selecdo
interferisse no fendtipo “sensibilidade a FGF2”. No entanto, resultados presentes
nesta tese mostraram que: (a) FGF2 causa um efeito dual em células HEK 293
condicionalmente malignizadas pela acdo do oncogene H-ras''% na auséncia ou em

baixos niveis de [ER:H-Ras"*?

-GTP], FGF2 atua como um classico fator mitogénico
e estimula o crescimento em suspensao dessas células. Porém, quando HEK 293
expressa elevados niveis de [ER:H-Ras"%-GTP], FGF2 torna-se citotoxico; (b) FGF2
exdgeno é neutro em sublinhagens HEK 293 malignizadas pela expresséo

constitutiva de H-Ras"*2.

Uma vez conhecido que a ativagdo de Ras oncogénico resulta na expressao
de diversos fatores de transcricdo, como, SP1, SP2, AP2 e ETS, e que estes irao
aumentar a transcricdo de diversos fatores de crescimento e angiogénicos,
incluindo, FGF2 (Pylayeva-Gupta et al., 2011); nés verificamos se 0 aumento da

V12

expressdo de H-Ras" ™ estaria ocasionando a trans-ativagao do gene de FGF2.

De fato, resultados iniciais descritos aqui nesta tese mostraram que a
expressdo de H-Ras"*? seleciona células com maior expressao e secrecéo de FGF2
(Figura 4.7). A inducdo de ER:H-Ras"** por 40HT também resultou em um aumento
dos niveis de mMRNA de FGF2 na sublinhagem HEK/ER:Hras"*. Conforme descrito
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na figura 4.8, este aumento foi dependente de niveis sustentados de 40HT por, no
minimo, 72h. Ainda ndo sabemos como se comporta 0s niveis proteicos e a
secrecdo de FGF2 nas sublinhagens induziveis, bem como, um maior nimero de
sublinhagens HEK/Hras'** necessitam ser testadas. No entanto, juntos, o0s
resultados das figuras 4.7 e 4.8 mostram que a expressdo de H-Ras"*? em células
HEK 293 aumenta os niveis de producdo e secrecdo de FGF2. Deste modo,

somente células resistentes a FGF2 iriam sobreviver e proliferar (Figura 5.1).

(a) (b)

® ' HEK/Hras""2 sensiveis a FGF2

o - 4 HEK/Hras""? insensiveis a FGF2
® 4% )
) [ ]

HEK/Hras"'2 em processo de morte celular

&

v e

L )

~

® o9
°

®e

FGF2

Figura 5.1 — Hipétese para o mecanismo de resisténcia a FGF2 durante a
selecdo de sublinhagens HEK/Hras"*?. Em uma populacdo de células HEK293,
inicialmente transduzidas com pBabepuro.Hras"*?, havera uma maior quantidade de células
sensiveis a FGF2. No entanto, a expressdo prolongada do oncogene H-ras'*? em células
HEK 293 ocasiona a trans-ativacdo do gene de FGF2, aumentando os niveis proteicos e
secretados deste fator de crescimento. O FGF2 secretado terd acdo autdcrina e paracrina
(a). Somente as células resistentes a FGF2, ou que, eram sensiveis, mas, desenvolveram
mecanismos defensivos contra os efeitos citotoxicos de FGF2, irdo perpetuar. As células
que permaneceram sensiveis irdo, ocasionalmente, senescer ou morrer (b).

5.2 — [ER:H-RAs"*?] x [ER:H-RAs""?-GTP] EM SUBLINHAGENS HEK/ER:HRAS"*2

TRATADAS COM DIFERENTES DOSES DE [4OHT]

Na figura 4.2, mostramos as medidas experimentais das concentracdes de
ER:H-Ras"*? total e ligado a GTP, em func&o da concentracdo de 40HT. A curva de
[ER:H-Ras"*?], que foi extensivamente explorada em duas sublinhagens diferentes
(Figuras 4.2A, a esquerda, e 4.2B), demonstrou ser uma hipérbole classica, com
indicacdes claras de saturagdo a partir de 200 nM de 40HT. Este resultado j4 era

esperado, uma vez que se trata de uma reacao ligante-receptor, no qual, 0 aumento
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da concentracdo do ligante (4OHT) desloca o equilibrio da ligacdo no sentido de

V12

formacéao do complexo 40HT-ER:H-Ras"~°, conforme a equagéo abaixo [1]:

[4OHT] + [ER:H-Ras'] ——— [4OHT-ER:H-Ras"'7] [1]

A partir da curva [ER:H-Ras"*?

] x [AOHT], é possivel estimar uma constante
de associacdo (Ka) de 50-60 nM, a qual, corresponde a concentracdo de 40HT em
que 50% de ER:H-Ras"*? encontra-se na forma complexada ao ligante (4OHT-ER:H-

Ras'*?) (Figura 5.2A).

No entanto, ao avaliar a [ER:H-Ras"**>~GTP] em relacéo a [4OHT], o grafico
resultante foi uma curva sigmoide, com tendéncia a saturacdo em concentracées a
partir de 20 nM de 40HT (Figura 4.2A, a direita). Este resultado ndo foi uma
surpresa, visto que, a ativacdo de Ras é um processo muito mais complexo que a
simples associacdo entre ligante-receptor (sec¢do 1.4): inicialmente, o aumento de
[4OHT] resulta em um aumento da proteina de fusdo em seu estado estavel,
deslocando o equilibrio da reac&o no sentido de formacdo de 40OHT-ER:H-Ras'*%-
GTP. No entanto, o proprio produto da reacdo exerce um efeito alostérico positivo
sobre a enzima SOS (Equacéo [2]), cuja atividade catalitica sofre um incremento de
até 500 vezes, quando Ras-GTP esté ligado ao seu sitio alostérico (secdo 1.4). Este
processo acelera a ativacdo de 40HT-ER:H-Ras"*?, o que resultaria em uma curva

sigmoide de [ER:H-Ras"**~GTP] x [4OHT] (Equacéo [3]).

+
I[4OHT—ER:H-Ras‘”Z] + GTP + SOS — [SOS:40HT-ER:H-Ras'>-GTP] —> [4OHT-ER:H-Ras"'>-GTP] + SOS [2]

| 4OHT-ER:H-Rasv + 6TP ——~ [Ras-GTP:SOS4OHT-ER:H-Ras"?>-GTP] ——  [4OHT-ER:H-Ras"*-GTP] |3,
+ Ras-GTP:SOS = S + Ras-GTP:SOS

A partir desta curva, também é possivel estimar uma constante de equilibrio
(Ke) de 10-20 nM, no qual, 50% de 40HT-ER:H-Ras"'? encontra-se na forma ativa,
ou seja, ligado a GTP (Figura 5.2B).
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Ao analisarmos os valores de Ka (50-60 nM) e Ke (20 nM) para as curvas de
ER:H-Ras"*? e ER:H-Ras"**~GTP, respectivamente, podemos inferir que o aumento
de 40HT eleva os niveis de [ER:H-Ras"*?] estavel e disponivel para ativacdo por
SOS. N&o obstante, a ativacdo de ER:H-Ras''? para ER:H-Ras'*>~GTP nio
acompanha o aumento de [ER:H-Ras"*
de 40HT, como em 200 nM, ha uma quantidade 6tima de [ER:H-Ras'**~GTP], que

favorece a proliferacdo celular e o desenvolvimento de colénias em substrato semi-
V12

]. Isto implica que, em altas concentracdes

sélido (Figuras 4.4 e 4.9), no entanto, ainda ha um excesso de [ER:H-Ras" ] estavel

e disponivel para ativacéo.

Ao considerar a variavel dependente “desenvolvimento de coldnias” por
[4AOHT] na figura 4.5, é possivel estimar uma DEsy de 40HT 25 nM, o qual,
representa a dose efetiva do indutor que provoca o aumento de 50% na quantidade
de colonias que se desenvolveram por placa (Figura 5.2C). Este valor de DEsg
aproxima-se bem da curva de [ER:H-Ras"*?>-GTP] em funcdo de [4OHT] da Fig.
5.2B, indicando que o crescimento de colbnias depende dos niveis intracelulares de
[ER:H-Ras"*2-GTP] e ndo de [ER:H-Ras"*?]. Estes resultados eram esperados, pois,
sabe-se ha décadas que a oncoproteina Ras mutada é oncogénica, logo, ndo deve
ser surpresa que a expressdo ectépica de ER:H-Ras''?, induzida por 4OHT,
promova o crescimento de colbnias de HEK293 em suspensdo em funcdo da

concentracéo de sua forma ativada [ER:HRas"*>-GTP].

5.3 — EFEITO DUAL DE FGF2 NA SUBLINHAGEM HEK/ER:H-RAs''? pPODE SER

EXPLICADO PELA ATIVACAO DE SOS POR FGF2

Os resultados mostrados na figura 4.5 evidenciaram que o tratamento
conjunto de FGF2 + 40HT 25 nM resultou em um efeito somatério da atividade
mitogénica do FGF2 com a acdo oncogénica da ativacdo de ER:H-Ras'*2. No
entanto, na presenca de 200 nM 40HT, FGF2 atuou como um agente citotoxico,

inibindo o desenvolvimento de colbnias.
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Figura 5.2 — Estimativa da constante de associacdo (Ka) ou de equilibrio (Ke)
para as curvas [ER:H-Ras"*?] x [4OHT] (Fig. 4.2A, a esquerda) (A) ou [ER:H-Ras"*~GTP]
x [4OHT] (Fig. 4.2A, a direita) (B), respectivamente. C) Estimativa da dose efetiva (DEsg)
para a variavel “numero de colbnias” pela [4OHT] (Fig. 4.5).

Conforme discutido na seg¢do 5.2, a 200 nM de 40HT, as sublinhagens

V12

HEK/ER:Hras"*? possuem niveis 6timos de [ER:HRas'!’-GTP], que favorecem a

proliferacdo dessas células. No entanto, ainda h4 um excesso de [ER:HRas"*?]
estavel, disponivel para ativacdo. Além disso, FGF2 é um fator de crescimento, cuja
acdo ocorre através da ativacdo de receptores tirosina quinase (RTKS)
transmembranares. Uma vez ativos, os receptores de FGF2 recrutam a proteina

adaptadora Grb2, que por sua vez, recrutam e ativam a proteina SOS.
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Diante destes fatos, elaboramos a seguinte hipétese para explicar o efeito
dual de FGF2 (Fig. 5.3): (a) em meio 10%SFB-DME, as sublinhagens
HEK/ER:Hras"*? se encontram com um nivel basal de SOS ativo e grande parte da

proteina de fusdo ER:H-Ras"*

sintetizada permanece bloqueada e instavel, e é
preferencialmente degradada. (b) A adicdo de 200 nM 40HT estabiliza a proteina
ER:H-Ras"*? que fica disponivel para ativacéo, deslocando o equilibrio da reagéo no
sentido de formacdo de ER:H-Ras"*>~GTP (Equacéo [2]). O aumento dos niveis de
ER:H-Ras"**~GTP favorecem a ativacdo alostérica de SOS, que, sofre apenas um
aumento em sua atividade catalitica, sem interferir nos niveis basais de SOS ativos
(Equacéo [3]). Esta condicdo favorece um incremento nos niveis de ER:H-Ras"**—
GTP a concentracbes O6timas, as quais conferem vantagem proliferativa as
sublinhagens HEK/ER:Hras"*2. (c) Quando a situacéo descrita em (b), adiciona-se
FGF2, ha a ativacdo dos FGFRs, que sofrem fosforilagdo cruzada em sua porcdo
citoplasmatica. A proteina adaptadora Grb2 liga-se a esses dominios tirosina
quinase fosforilados de FGFR e recruta SOS para a membrana. Com o aumento
expressivo dos niveis de SOS ancorados a membrana, somado a presenca de
niveis significativos de seu ativador alostérico (ER:H-Ras'**~GTP), FGF2 promove
um aumento de ER:H-Ras"**~GTP a niveis estressantes, causando citotoxidez nas

sublinhagens 200nM40OHT- HEK/ER:Hras"*?,

Para a validacdo desta hipdtese, faz-se necessaria a medicdo das
concentracdes intracelulares de [ER:H-Ras'*’] e [ER:H-Ras"'>-GTP] das
sublinhagens HEK/ER:Hras"*? em funcao do tratamento com FGF2 (10 ng/mL), + ou
- concentracdes crescentes de [4OHT] extracelular.

5.4 — ACAO INIBITORIA DE FGF2 EM CELULAS TUMORAIS

Nosso grupo reportou que FGF2 dispara vias mitogénicas em linhagens de
camundongo malignas dependentes de Ras (Y1 e 3T3%%), no entanto, inibe a
proliferacdo celular causando bloqueio irreversivel em G2/M. Esta resposta
citotéxica de FGF2 ocorre via FGFR e depende da ativagdo das vias de RhoA-GTP
e Src. As vias mitogénicas canbnicas MEK/ERK1/2, PI3K/AKT e PKC, apesar de
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ativas, ndo estdo envolvidas neste bloqueio causado por FGF2 (Costa et al., 2008;

Salotti et al., 2013).
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Figura 5.3 — HipoOtese para o efeito dual de FGF2 em sublinhagens

HEK/ER:Hras"*?. (a) Na condic&o controle (10%SFB-DME), h4 um nivel basal de SOS ativo
e pouca ou nenhuma proteina ER:H-Ras"*? disponivel para ser ativada. (b) Com a adic&o de
200 nM 40HT, h4 um aumento de [ER:H-Ras"*’] e [ER:H-Ras"**~GTP], porém a relacéo
[ER:HRas"**-GTP] / [ER:HRas"*?] é baixa. Os niveis de SOS ativo continuam inalterados,
porém, o incremento de [ER:H-Ras"**~GTP] provoca a ativacdo alostérica de SOS. (c) A

adicdo de FGF2 (10 ng/mL) & condicdo 200 nM [40OHT] resulta

em um aumento nos niveis

de SOS ancorados a membrana e alostericamente ativos, resultando em uma elevacéo de
ER:H-Ras'**~GTP a niveis estressantes, causando citotoxidez nestas células.

Além do nosso grupo, outros laboratorios também reportaram efeito inibitorio

em linhagens tumorais. Chen e colaboradores descreveram que FGF2, mas néo

FGF1, inibe a proliferagcdo da linhagem celular CG-1,

derivada de carcinoma

nasofaringeo humano (Chen et al.,, 1995). JA o grupo de Liu descreveu que a
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linhagem MCF-7, originada de metastase de tumor de mama, sé é sensivel a FGF2,
quando as mesmas expressam o oncogene v-H-ras. Além disso, diferentemente do
que acontece com Y1 e 3T3™S o inibidor de MEK foi capaz de reverter o efeito
antiproliferativo de FGF2 (Liu et al., 1998). Outros relatos mostraram ainda que,
FGF2 causa bloqueio em G2 (Smits et al., 2000), dispara morte celular pela ativagao
da atividade de diversas caspases (Westwood et al., 2002) e sensibiliza células

tumorais a acao toxica de quimioterapicos (Coleman et al., 2002).

Nesta tese foi reportado o efeito dual de FGF2 em células HEK 293
malignizadas pela acdo do oncogene H-Ras''?: quando HEK 293 ndo esta
expressando H-Ras"'?, FGF2 atua como um cléssico fator mitogénico, no entanto,
em presenca de elevados niveis de H-Ras"'?, FGF2 torna-se citotéxico. De maneira
inédita, esta tese contribui ainda para demostrar que o efeito mitogénico ou toxico de

FGF2 é dependente das concentracdes internas de [H-Ras'*?] e [H-Ras"**-GTP].

5.5 — EFEITO CITOTOXICO DE PMA E DEPENDENTE DOS NiVEIS DE H-RAsV*?

Resultados presentes nesta tese demonstraram que, assim como ocorre com
células de camundongo, a ativacdo de PKC por PMA causa morte em sublinhagens
HEK/Hras"'? e 40HT-HEK/ER:Hras"*?. Da mesma maneira que FGF2, a ac&o txica
de PMA também se mostrou dependente dos niveis intracelulares de [ER:H-Ras"*?]
e [ER:H-Ras"'?>-GTP] (Figura 4.10B): na auséncia e a 25 nM 40HT, PMA n&o
interfere no desenvolvimento de colénias das sublinhagens HEK/ER:Hras"*?. A 50
nM 40HT, PMA passa a ter um efeito téxico, que aumenta consideravelmente

qguando a concentracao de 40HT aumenta para 200 nM.

Apesar do promotor de FGF2 possuir uma regido responsiva a PKC (Moffett
et al., 1998), em nenhum momento PMA atuou favorecendo a proliferacdo ou o
desenvolvimento de colénias da linhagem HEK 293 ou de suas sublinhagens
HEK/Hras"'? e HEK/ER:Hras"*? (Figuras 4.10 e 4.11), indicando que 0 mecanismo
referente ao efeito citotoxico mediado por PMA é diferente daquele mediado por
FGF2.
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5.6 — PKCO8 PARECE SER A ISOFORMA RESPONSAVEL PELO EFEITO CITOTOXICO DE
PMA

Quando Nishizuka, em 1982 (Castagna et al., 1982), descobriu que PKC € o
alvo biologico dos esteres de forbol, estes analogos de DAG se tornaram uma
importante ferramenta nos estudos da ativagdo de PKC nos mais variados
processos biologicos. No entanto, muitos outros receptores de esteres de forbol
foram descobertos, como PKD, quimerinas, Ras GRPs e Munc-13. De fato, essas
proteinas estdo envolvidas em diversos processos que, antes, foram atribuidos a
PKC (Brose and Rosenmund, 2002; Kazanietz, 2000). Inicialmente, devido a maior
afinidade por PKC, curvas dose-resposta com PMA eram realizadas para determinar
se os efeitos mediados pelo ester de forbol ocorriam via ativacdo de PKC.
Entretanto, hoje em dia, ha diversas ferramentas disponiveis para distinguir PKC de
outros receptores de PMA, como, inibidores quimicos, RNAi (RNA de interferéncia) e
peptideos inibidores (Way et al., 2000).

Aqui nés mostramos que PMA causa morte em células HEK 293
transformadas pela acdo do oncogene H-ras''?. Na figura 4.12 foi mostrado que
inibidores quimicos de PKC, GO 6983 e Bisindoliimaleimida |, reverteram
completamente o efeito citotoxico mediado por PMA. Portanto, a participacdo de

PKCs responsivas a PMA neste processo € indiscutivel.

Dentre as isoformas de PKC que séo responsivas a PMA, G6 6983 e Bis |
possuem em comum a capacidade de inibir as PKCs a, B, & e y (tabela 4.1),
tornando-as o0s possiveis efetores da morte causada por PMA. Dentre os candidatos,
0 menos provavel em estar envolvido nesta resposta citotoxica de PMA é PKCy,
uma vez que esta isoforma é expressa apenas em cérebro e medula espinhal (Saito
and Shirai, 2002). Por outro lado, todas as outras isoformas candidatas ja foram
descritas como importantes no processo de tumorigénese (sec¢ao 1.2.1). PKCa, por
exemplo, ja foi relacionada com inibicdo da proliferagdo e inducdo de apoptose,
como também, com o aumento da capacidade de metastase de tumores (Clark et
al., 2004; Garcia-Bermejo et al., 2002; Powell et al., 1996). J& PKCp foi associada
tanto a iniciacdo e progressdo de tumores, como a apoptose e supressao de
angiogénese (Fields et al., 2009; Herbst et al., 2007). Entretanto, a maioria dos

trabalhos publicados mostram que PKC® é a isoforma que mais se encontra
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relacionada com apoptose em diversos modelos celulares (se¢éo 1.2.2) (Brodie and
Blumberg, 2003; Fuijii et al., 2000; Gonzalez-Guerrico et al., 2005; Gutcher et al.,
2003).

E sabido que, durante apoptose, PKC & sofre clivagem proteolitica, resultando
em um fragmento catalitico constitutivamente ativo, cuja translocacédo para o nucleo
e/ou mitocdndria amplifica a cascata apoptética (secdo 1.2.2). A figura 4.13 revela

que a expressdo da oncoproteina H-Ras"*?

€ suficiente para o aparecimento do
fragmento catalitico de PKC& (FC-PKCd). No entanto, o tratamento sustentado com
PMA diminui os niveis de PKC®, enquanto que, discretamente eleva os de FC-
PKC®. Este resultado implica a Proteina Kinase C & como possivel efetora da morte
causada por PMA em células HEK 293 transformadas pela acdo do oncogene H-

ras'*?.

Uma vez que é necessario um estimulo apoptético inicial (como dano ao DNA
ou estresse oxidativo) para a ativagdo de caspases que clivardao PKCS, os elevados
niveis de ROS apds tratamento sustentado com PMA em sublinhagens HEK/Hras"*?
(Figura 4.16) podem ser os ativadores iniciais do efeito de morte mediado por PMA.
A atuagdo de PKC® como uma quinase sensivel a ROS n&o é uma novidade
(Kanthasamy et al., 2003). Majumder e colaboradores, por exemplo, demonstraram
gue a apoptose disparada por H,O, é dependente da ativacdo e translocacao de

PKC® para a mitocéndria (Majumder et al., 2001).

Juntos, os resultados das figuras 4.13 e 4.16 indicam que o0 tratamento
prolongado com PMA promove um aumento sustentado dos niveis de ROS em
sublinhagens HEK 293 transformadas pelo oncogene H-ras'!’. Este estresse
oxidativo dispara vias apoptoticas, que resultam na ativagcdo de caspase 3. Esta
protease, por sua vez, cliva PKCS, liberando um fragmento catalitico que é
constitutivamente ativo. FC-PKC® ativa mais caspase 3, alimentando uma alga
positiva que amplifica a cascata apoptoética, levando estas células a morte (Figura
5.4).
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Figura 5.4 — Hip6tese para morte mediada por PMA em sublinhagens HEK 293
transformadas por H-Ras'*?. O aumento sustentado de ROS (espécies reativas de
oxigénio) ativa vias apoptoticas que acionam a caspase 3. PKCd é clivado por esta
protease, liberando o fragmento catalitico de PKCd (FC-PKC®) que, por n&o possuir mais o
dominio regulatério, é constitutivamente ativo. FC-PKCd, por sua vez, além de translocar
para a mitocondria e nlcleo, disparando mecanismos de morte celular, também ativa mais
caspase 3. Isso gera um ciclo vicioso que resulta no acumulo da ativacdo de vias
apoptoéticas, levando a morte celular.
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6 CONCLUSAO

FGF2 causa um efeito dual em células HEK 293 condicionalmente
malignizadas pela acdo do oncogene H-ras''?: na auséncia ou em baixas
concentracdes de 40HT (pouco [ER:H-Ras''?>-GTP]), FGF2 exibe sua funcdo
canbnica de fator mitogénico e estimula o crescimento em suspensdo dessas
células. Porém, quando HEK 293 expressa elevados niveis de [ER:H-Ras"*?-GTP]
(200nm4O0HT-HEK/Hras"*?), FGF2 passa a ter uma inesperada acao citotoxica.

FGF2 exdégeno é neutro em sublinhagens HEK 293 malignizadas pela
expressdo constitutiva de H-Ras''?, provavelmente devido a um fendmeno de

epistasia.

A ativacéo de PKC por PMA causa morte em células HEK 293 malignizadas

2

pela acdo da oncoproteina H-ras'!?, mas ndo em suas correspondentes parentais

nao transformadas.
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