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RESUMO

Fonseca, C.S. Mecanismos Moleculares do Efeito Citotoxico de FGF2 em
células transformadas por Ras. 165p. 2018. Tese de Doutorado — Programa de
Pés-Graduacdo em Ciéncias Biologicas (Bioquimica). Instituto de Quimica,

Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

O FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2) é um classico fator peptidico de
crescimento que ativa vias intracelulares de sinalizagdo molecular promovendo a
transicdo GO > Gl e o comprometimento com o ciclo celular. N&o
surpreendentemente, seus papéis pro-tumoral e angiogénico estdo bem
caracterizados e estabelecidos na literatura. No entanto, um crescente corpo de
evidéncias tem indicado que o FGF2 também pode exercer efeitos anti-tumorais in
vitro e in vivo, em modelos murinos e também humanos. Neste contexto, nosso
grupo publicou em 2008 que o FGF2 exerce um efeito antiproliferativo seletivo em
células murinas malignas dependentes de alta atividade de K-Ras e H-Ras. Os
genes ras compdem a familia de oncogenes mais frequentemente mutada em
tumores malignos humanos, alcangando aproximadamente 30% de todos 0s casos.
O desenvolvimento de terapias contra tumores dependentes de Ras fracassou,
apesar dos intensos esforgos e investimentos desde a descoberta em 1982 de suas
mutacgdes ativadoras em multiplos canceres. O objetivo deste trabalho foi desvendar
0s mecanismos moleculares pelo quais o FGF2 inibe irreversivelmente a proliferacéo
de células malignas dependentes da atividade de Ras, empregando como modelos
experimentais a linhagem murina Y1 de células adrenocorticais, e 4 linhagens
humanas derivadas de sarcomas de Ewing. Identificamos que o efeito citotdxico do

FGF2 ndo se processa por um mecanismo novo e independente das vias



proliferativas classicamente ativadas por fatores peptidicos de crescimento. Ao
contrario, seu efeito toxico € resultado de sinalizacdo mitogénica exagerada
decorrente de estimulacdo sustentada por FGF2. A ativacdo da via de MAPK,
principal sinalizagdo mitogénica intracelular, a niveis elevados e sustentados
provoca estresse mitogénico, que se propaga para a fase S na forma de estresse
replicativo. Nesta situacdo, a célula passa a depender exageradamente da
sinalizacdo protetora de ATR, de modo que a combinagdo de estimulagdo com
FGF2 e inibicdo de ATR foi altamente letal para as células malignas dependentes de
Ras empregadas neste trabalho. Também analisamos as bases moleculares de
resisténcia a FGF2 exibida por células Y1 anteriormente selecionadas para resistir
ao efeito toxico do FGF2 (Y1FRs). Descobrimos que a pressao seletiva do FGF2 néo
teve efeito na expresséo de seus receptores, mas provocou a eliminacdo de um dos
dois cromossomos que portam a amplificacdo génica de ras nesta linhagem,
enquanto o segundo cromossomo foi mantido por ser a uUnica fonte de genes
ribossomais ativos. Suas copias de ras, no entanto, mostraram-se
transcricionalmente silenciadas. Além disso, as sublinhagens Y1FRs ndo expressam
o principal RasGEF, GRP4, encontrado nas células parentais Y1, o que pode ter
influenciado o surgimento do fendtipo resistente ao FGF2. As linhagens resistentes
mostraram grande reducdo no nimero de cromossomos e aumento da frequéncia de

fusBes entre cromossomos ndo homologos em relagéo as células parentais.

Palavras chave: FGF2, Ras, Estresse replicativo, ATR, MAPK.



ABSTRACT

Fonseca, C.S. Molecular Mechanisms of the Cytotoxic Effect of FGF2 in Ras-
transformed cells. 165p. 2018. PhD Thesis - Graduate Program in Biological
Sciences (Biochemistry). Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Séo

Paulo.

FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2) is a classic peptide growth factor that
activates intracellular molecular signaling pathways promoting the GO > G1
transition and cell cycle commitment. Not surprisingly, its pro-tumor and angiogenic
roles are well characterized and established in the literature. However, a growing
body of evidence has indicated that FGF2 may also exert anti-tumor effects in vitro
and in vivo in murine and human models. In this context, our group reported in 2008
that FGF2 exerts a selective antiproliferative effect in murine cells dependent on high
activity of K-Ras and H-Ras. Ras genes make up the most frequently mutated
oncogene family in human malignant tumors, reaching approximately 30% of all
cases. The development of therapies against Ras-dependent tumors has failed
despite intense efforts and investments since the discovery in 1982 of its activating
mutations in multiple cancers. The objective of this work was to uncover the
molecular mechanisms by which FGF2 irreversibly inhibits the proliferation of
malignant cells dependent on Ras activity, using as experimental models the Y1
murine lineage of adrenocortical malignant cells and 4 human lineages derived from
Ewing’ sarcomas. We showed that the cytotoxic effect of FGF2 did not involve novel

cell cycle regulatory pathways; instead, this cytotoxic effect is a result of sustained



hyper mitogenic stimulation by FGF2. Activation of the KRas/MAPK pathway, the
major intracellular mitogenic signaling, at high and sustained levels provokes
mitogenic stress, which is propagated to S phase as replicative stress. In this
situation, the cell dependence on the ATR protective signaling is enhanced, so that
the combination of stimulation with FGF2 and inhibition of ATR was highly lethal for
the Ras dependent malignant cells employed in this work. We also analyzed the
molecular basis of FGF2 resistance exhibited by Y1 cells previously selected for
resistance to FGF2. We found that the selective pressure of FGF2 had no effect on
the expression of its receptors but promoted the elimination of one of the two marker
chromosomes that carry the K-ras amplified copies, while the second chromosome
was maintained because it is the only source of active ribosomal genes; however, its
K-ras amplified copies were transcriptionally silenced. In addition, the Y1FRs
sublines did not express the main RasGEF, GRP4, found in the parental Y1 cells,
which might have played a role in the emergence of the FGF2-resistant phenotype.
The resistant Y1FRs sublines showed a large reduction in chromosome numbers and
increased frequency of fusions between non-homologous chromosomes in relation to

parental cells.

Key words: FGF2, Ras, Replicative stress, ATR, MAPK.
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1. INTRODUCAO

1.1. Origens histéricas dos conceitos de célula e ciclo celular

Na segunda metade do século XVII, a Royal Society de Londres era um ou o
centro mundial de registro e divulgacdo histérica das descobertas cientificas e
progressos tecnologicos. Seu curador de experimentos, Robert Hooke, ficou
conhecido pela descoberta da Lei da elasticidade (Lei de Hooke) e da bomba de ar,
pelo aperfeicoamento do telescopio, e também, pela invencdo do microscopio
composto. A invengdo destes instrumentos para observagéo e andlise experimental
representa bem a fronteira do avanco tecnoldgico dessa €poca, que propiciou saltos
histéricos importantes no conhecimento cientifico. Um bom exemplo desses saltos
ocorreu em 15 de abril de 1663, quando Hooke colocou um pedaco de cortica sob as
lentes do seu recém inventado microscopio composto, cuja imagem microscépica
mostrou a seus colegas da Royal Society, com as seguintes observacoes: “Estes
poros ou células ndo muito fundos consistem de um grande numero de caixas
microscopicas, separadas ao longo do comprimento dos tubos por um tipo de
diafragma” (Moore, J.A. 1966). Esta foi a primeira descricdo de uma dimenséo
microscopica da natureza biolégica até entdo desconhecida: a célula. Mas, o
progresso nesta area do conhecimento biolégico foi muito lento, como mostra a linha
do tempo esquematizada na figura 1. Levou-se mais de trés séculos para se chegar
ao conceito de organizacdo e dinamica do ciclo celular como o conhecemos
atualmente. Porém, desde entdo, o avanco desta area acelerou-se vertiginosamente

até atingir o estado do conhecimento de hoje, pelo qual o controle do ciclo celular

22



obedece a uma complexa rede molecular de sinalizagdo, cuja organizagdo e

dinmica esta ainda em estudo e no qual esta tese se inclui (Figura 1).

Figura 1: Esquema arbitrariamente reducionista evidenciando a evolucdo do tema “ciclo
celular”; organizacédo, dinamica e controle biol6gico” ao longo do tempo. Obviamente, o
conhecimento biolégico evoluiu de maneira intensa e revolucionaria no periodo entre 1600 e
1900, neste esquema mostrado arbitrariamente “vazio”.

1.2. O Sistemade Controle do Ciclo Celular:

23
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Figura 2: Esquema simplificado dos mddulos de sinalizacdo que controlam a entrada e
progressao no ciclo celular (Pardee, 1974; Sherr and Roberts, 1999; Bulavin, Amundson and
Fornace, 2002).

Para proliferar com sucesso, uma célula precisa crescer, duplicar alguns de
seus componentes internos e dividi-los entre as células-filhas. O sistema de controle
do ciclo celular consiste de mddulos de reac¢des quimicas que ordenam rigidamente
0 tempo e a sequéncia destes eventos chave. Nos anos 1950 (Figura 1), a
descoberta que DNA era sintetizado em um periodo de tempo definido (fase S) levou
a separacao do ciclo celular em fases discretas. Assim, as fases de sintese (fase S)
e a mitose (fase M) sdo antecedidas, respectivamente, por 2 intervalos ou gaps (G1
e G2). Hoje, sabemos que nestes “intervalos” ocorrem crescimento celular, sintese

de componentes estruturais e importantes eventos regulatérios que contribuem para
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a ordenacgdo rigida das diversas etapas do ciclo celular. Além disso, antes de
comprometer-se com o ciclo celular, as células com capacidade proliferativa passam
por um periodo de transicdo, denominado GO, no qual influéncias regulatorias, como
mitdbgenos e outros sinalizadores extracelulares, podem governar a entrada no ciclo,
induzindo a expressdo de genes de resposta primaria e secundaria, conforme
detalhado na figura 2. No final de G1, existe um ponto denominado Ponto de
Restricdo (em mamiferos), apos o qual a célula independe da sinalizagéo de fatores

de crescimento para progredir no ciclo celular e completar a mitose (Pardee, 1974).

A figura 2 apresenta uma simplificagdo dos modulos de sinalizagdo
regulatorios que coordenam a progressao ao longo do ciclo celular. Obviamente,
niveis adicionais de regulacdo, que extrapolam o objetivo desta introducéo,
compdem o sistema geral. A progressao através das fases do ciclo € controlada
pelos complexos ciclina-CDKs (Cyclin-Dependent Kinases). As diversas CDKs, cujas
expressdes sdo constantes ao longo do ciclo, sdo ativadas sequencialmente e em
periodos especificos, quando o balanco entre a expresséo e a degradacéo de suas
sub-unidades regulatorias, as ciclinas, é favoravel. A ligagdo das ciclinas as CDKs
obedece certo grau de especificidade (figura 2), embora tenha sido relatado certo
grau de redundéancia funcional, promiscuidade e mecanismos compensatorios

(Santamaria and Ortega, 2006).

7

Além das ciclinas, a atividade das CDKs também é controlada por
reguladores negativos, denominados CKls (CDK inhibitor proteins). Os CKls
geralmente sdo expressos em G1l, em resposta a sinais extracelulares

antiproliferativos, ou como parte da resposta a dano no DNA. Eles comp&em duas
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familias (INK4 e CIP/KIP) com especificidades definidas para as diversas CDKs,

conforme apresentado na figura 2.

1.3. EGFs: origem histérica, receptores e sinalizacdo molecular.

No inicio da década de 70, Hugo Armelin (Armelin, 1973; Armelin, 1975)
propds o0 seguinte conceito para fator peptidico de crescimento: fator similar a
hormonio enddcrino que dispara a transicdo GO > G1 do ciclo celular. Como prova
experimental, tomou a linhagem imortalizada 3T3 de fibroblastos de camundongo e
demonstrou que EGF [(Epidermal Growth Factor, originalmente descoberto e isolado
por Stanley Cohen durante a década de 60 (Cohen, 1962)] tinha a atividade
biologica esperada para o conceito proposto, isto €, estimulava fibroblastos 3T3
arrestados na fase GO do ciclo celular a progredir em G1 e entrar na fase S,
sintetizando DNA (Armelin, 1973). Além disso, usando 0 mesmo ensaio bioldgico,
descobriu que extratos de hipdfise bovina continham um fator peptidico

desconhecido com atividade de fator de crescimento de fibroblastos ou FGF -

Fibroblast Growth Factor (Armelin, 1973).

Nos anos que se seguiram, Stanley Cohen, através de uma série de artigos
pioneiros, fixou definitivamente o EGF como o protétipo de fator peptidico de
crescimento (Carpenter and Cohen, 1979), e por isso dividiu o prémio Nobel de 1986
com Rita Levi-Montalcini. Com isso, na década de 90, a area de pesquisa sobre
“Peptide Growth Factors-PGFs” explodiu na literatura cientifica, inclusive com a
descoberta de novas familias de PGFs (Peptide Growth Factors) e respectivos

receptores, conforme ilustrado na figura 3.
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Artigos publicados em 2009

Epidermal Growth Factor — EGF 4849
Fibroblast Growth Factor — FGF 2427
Platelet Derived Growth Factor — PDGF 1031
Vascular Endothelial Growth Factor — VEGF 5383
Receptor Tyrosine Kinase — RTK 3393

Figura 3: Levantamento do nimero de artigos publicados por ano sobre o EGF, desde a
sua descoberta por Stanley Cohen, e do numero de artigos publicados sobre o tema
“Peptide growth-factors” em 2009.

No caso dos FGFs, nosso maior interesse, eles s6 ganharam identidade
definitiva nos anos 80, com a clonagem e sequenciamento dos mRNAs do FGF1 e
FGF2 (Abraham et al., 1986; Jaye et al., 1986), que progressivamente expandiram-
se para uma vasta familia de 23 proteinas, compreendendo diversas subfamilias de

FGFs com diferentes atividades biolégicas (Figura 4).
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Figura 4: Relacbes evolutivas entre a familia génica de FGFs, estabelecida por analise
filogenética. O comprimento dos ramos é proporcional a distancia evolutiva entre cada gene.
Modificado de (Ohta and Itoh, 2014).

O FGF2, principal foco desta tese, € um dos mais complexos FGFs,
envolvendo proteinas de tamanho e atividades biol6gicas diferentes, podendo ser
agentes paracrinos, autocrinos e intracrinos (Figura 5). No trabalho experimental
desta tese sO foi utilizada a forma recombinante do FGF2 de 18,5 kD, que foi
adicionado ao meio de cultura para agir paracrinamente através de seus respectivos

receptores (FGFRs, Figura 6), ativando as vias mitogénicas intracelulares.
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Figura 5: Isoformas de FGF2 expressas em humanos. As diversas formas peptidicas do
FGF2 sé&o traduzidas a partir de diversas origens, uma candnica (AUG) e diversas outras
ndo candnicas (CUG), resultando em formas peptidicas com C-terminal comum de tal
maneira que as moléculas poliméricas menores estdo contidas nas formas peptidicas
maiores que se seguem na sequéncia. Por outro lado, o extenso mRNA contém um
segmento codificante relativamente pequeno (85% do mRNA néo é processado). O mRNA é
transcrito a partir de um longo gene (Arnaud et al., 1999).

A ativacdo dos receptores de FGF (FGFRs) depende da interagéo do FGF2
e do préprio FGFR com heparan sulfato, que compde as cadeias laterais de
proteoglicanos de membrana ou que fazem parte da matriz extracelular
(Mohammadi, Olsen and Ibrahimi, 2005). Os FGFRs pertencem a uma diversificada
familia de receptores com atividade de tirosina-quinase. Os transcritos de quatro

diferentes genes (FGFR1-4) sdo alvos de um processo de splicing bastante variavel
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gue inclui o uso alternativo dos éxons 8 e 9 (Figura 6). Estes exons codificam parte
do terceiro dominio de imunoglobulina dos FGFR1-3, dando origem,
respectivamente, as isoformas lllb (predominantemente epitelial) e llic
(predominantemente mesenquimal), com afinidades especificas pelos diferentes
FGFs, enquanto o FGFR4 é expresso apenas com o exon 8 (Eswarakumar, Lax and

Schlessinger, 2005).

Figura 6: Estrutura dos receptores de FGF (FGFRs). O quadro a esquerda
esquematicamente mostra a insercdo na membrana plasmatica de uma sub-unidade
representativa dos FGFRs, destacando os 3 dominios extracelulares (DI, DIl e DIll) que séo
estruturalmente semelhantes a dominios de imunoglobulina e o dominio intracelular de
tirosina quinase (TK). A direita, esquema do splicing que origina as formas alternativas Illb e
llic de cada um dos FGFR1, 2 e 3, enquanto o FGF4 é unico. Modificado de (Holzmann et
al., 2012).

O FGF ligante promove a dimerizacdo das sub-unidades de FGFR e auto-
fosforilacdo de multiplos residuos de tirosina nos dominios intracelulares dos

FGFRs, criando sitios de ligacdo para moléculas adaptadoras que acoplam o sinal
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as vias de sinalizagcdo RAS-MAPK (Figura 7), PISK-AKT, PLCy e STAT (Ornitz and
Itoh, 2015). Dependendo do tipo celular e contexto de sinaliza¢des intracelulares e
microambientais, os FGFs podem desencadear proliferacdo, sobrevivéncia,
migragdo ou diferenciacdo celular. Tal diversidade de fun¢cdes mostra bem a
importancia biologica da familia dos FGFs em diversos processos ontogenéticos e
na homeostase do organismo adulto. Mutagces de ganho ou perda de fungéo nos
FGFRs e alteracdes nas vias de sinalizagdo dos FGFs estdo na etiologia de doencas
metabdlicas, céancer e diversas sindromes congénitas graves, que geralmente
envolvem ma formacgbes neuroldgicas, 0sseas ou craniofaciais (Mcmahon, Zijl and

Gilad, 2009; Belov and Mohammadi, 2013).

Figura 7: Esquema resumido da principal via mitogénica ativada tanto por EGF/EFGR como
por FGF/FGFR; os asteriscos indicam as proteinas reconhecidamente oncogénicas.

Por estimular sobrevivéncia, migracdo e proliferagdo celular, o eixo
FGF2/FGFRs tem sido implicado na origem e manutencdo de multiplos processos
cancerosos. Por exemplo, a ativagdo da via de FGF2/FGFR-Erk suporta a
manutencdo de células tumorais pluripotentes em carcinoma de células escamosas
esofagicas (Maehara et al., 2017); FGF2 induz proliferacdo e invaséo de células de
melanoma intraoculares (Wang et al., 2017); a amplificacdo ou mutagédo de ganho de
funcdo em FGFRs foi relatada em tumores com origens em diversos tipos de 6rgaos
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(Kwabi-Addo, Ozen and Ittmann, 2004; Grose and Dickson, 2005; Liu et al., 2014;
Ranieri et al., 2017); o FGF2 é encontrado super expresso em diversos tipos de
tumores humanos (revisado por Ornitz & Itoh, 2015); entre outros relatos de grande

aceitacao geral.

Por outro lado, um nimero crescente de publica¢des tem reportado atividade
anti-proliferativa de FGF2 em células malignamente transformadas, in vitro e in vivo.
Por exemplo, alguns autores demostraram que o FGF2 inibe a proliferacéo e
promove apoptose em células de tumor de mama MDA-MB-134 e MCF-7 (McLeskey
et al., 1994; Wang et al., 1998); blogueia a proliferacdo de células de
neuroepitelioma (Smits et al., 2000; Higgins et al., 2009) e induz morte celular em
sarcomas de Ewing (Sturla et al., 2000; Westwood et al., 2002; Williamson et al.,
2004). No entanto, estas publicacdes ainda ndo tiveram impacto importante na

literatura especializada.

Nesta ultima linha de publicacdes, nosso grupo mostrou que o FGF2 tem
efeitos antagbnicos na proliferacdo da linhagem Y1 de células murinas
tumorigénicas adrenocorticais dependentes de amplificagdo do oncogene K-ras.
Neste caso, o0 FGF2 estimula a transicdo GO - G1, mas bloqueia irreversivelmente
a transicdo G2 - M do ciclo celular (Costa et al., 2008; Salloti et al., 2013). Estes
trabalhos inspiraram o desenvolvimento desta tese, cujo objetivo central foi elucidar
o(s) mecanismo(s) molecular(es) do bloqueio no ciclo celular de células

transformadas por K-Ras, causado pelo FGF2.

1.4. Checkpoints celulares, Stress Replicativo e a via de Resposta a

Dano no DNA (DDR)
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Os organismos vivos respondem a perturbacdes internas e externas
orquestrando interagbes complexas entre um grande numero de moléculas
intracelulares. Os conjuntos de reacdes em resposta a cada tipo de stress que uma
célula pode sofrer sdo organizados e coordenados como subsistemas, que podem
ser ativados de forma modular. Uma série de andlises de rede revelou que estes
subsistemas em levedura estdo organizados em estruturas de gravata borboleta, em
que variados estimulos convergem para uma ou poucas moléculas centrais, que
entdo transmitem sinais regulatérios para diversas moléculas efetoras da resposta
celular. Esse tipo de organizacdo foi proposta como subsistemas universais para
uma regulagéo bioldgica robusta, embora dependa estritamente da estabilidade da
molécula central (Kawakami et al., 2016), como bem ilustra o subsistema de
sinalizacdo que congrega estimulos variados receptores de fatores de crescimento
em direcdo a Ras, que entdo transmite o sinal a diversas vias a jusante: uma vez

que a regulacdo da ativacédo de Ras é perdida, todo o sistema fica comprometido.

Esse tipo de mecanismo molecular, do tipo switch, pode assegurar a
estabilidade da resposta por incluir mecanismos que ativam moléculas efetoras
guando os estimulos atingem uma concentracao limiar especifica. Os pontos de
checagem do ciclo celular, ou checkpoints, sdo subsistemas moleculares de
resposta a estresses que sao regulados desta mesma maneira. Eles asseguram a
ocorréncia sequencial correta dos eventos-chave do ciclo celular (Figura 2) e provém
as células uma resposta protetora contra danos no DNA causados por agentes
exdgenos ou mesmo aqgueles inerentes ao processo de replicagdo do genoma. A
auséncia da sinalizagdo dos checkpoints em uma célula provoca o acumulo de

danos em seu DNA e no de suas possiveis linhagens descendentes, inviabilizando-
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as ou alterando a regulagédo de seus genes de modo a favorecer a transformacgéo
maligna.

Existem 3 pontos de checagem classicos ao longo do ciclo celular, o
checkpoint de G1, o de G2 e o checkpoint da montagem do fuso mitético. O
checkpoint de G2 previne a entrada na mitose até que a replicacdo do genoma
tenha ocorrido completamente e eventuais danos no DNA tenham sido reparados.
Muitos autores empregam o termo “Checkpoint intra-S” para referir-se a sinalizag@o
gue regula o disparo de origens, estabiliza as forquilhas de replicacdo e ativa a
correcdo de danos no DNA durante a fase S (lyer and Rhind, 2017).

Como apresentado na figura 2, a base molecular dos checkpoints intra-S /
G2 consistem em: a) proteinas sensoras de simples fita de DNA e de modificacdes
em sua estrutura decorrentes de dano (ATM / ATR), b) proteinas ativadoras do
checkpoint (ChK1 / ChK2), e c) proteinas efetoras da resposta (Weel, p53, p21, p38
e outras), que compdem vias de sinalizagdo que interrompem a progressao no ciclo
celular. Em mamiferos, modificagbes na estrutura do DNA decorrentes de dano
geralmente desencadeiam a ativacdo da via de ATM-> ChK2, bloqueando a
progressao através de G1 e de G2. Por outro lado, a exposi¢cdo de DNA na forma de
simples fita, em pequena escala em decorréncia do processo normal de replicagédo
do DNA, ou em moderada / grande escala em decorréncia de stress replicativo e
empacamento de forquilhas de replicagédo, provoca a ativacdo da via de ATR -
ChK1 (Figura 2), que estabiliza forquilhas e regula o disparo de origens de
replicacdo., inibindo aquelas préximas as forquilhas ativas e ativando o disparo de
origens dormentes quando ha empacamento de forquilhas previamente disparadas.
A incapacidade de restaurar o processo normal de replicacdo do DNA, com

persisténcia do stress replicativo, causa quebra na dupla-fita de DNA, sinalizada
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pela fosforilagdo do residuo S139 da variante de histona H2AX (yH2AX) (Xu et al.,

2011; Tiwari et al., 2016).

Naturalmente, uma vez que a sinalizagdo de ATR é desencadeada pela
exposi¢cdo de DNA simples fita, ela acontece em niveis baixos mesmo em condi¢des
normais de replicagcdo do genoma. No entanto, nestas condi¢des a fosforilacdo das
proteinas efetoras do bloqueio no ciclo permanece indetectavel, refletindo a ativagcao
do checkpoint intra-S com auséncia de ativagdo da Resposta a Dano no DNA. Existe
um limiar de stress que ativa tal resposta, e este processo é essencial para o reparo

e possivel re-entrada no ciclo de divisao (Gelot, Magdalou and Lopez, 2015).

A Resposta a Dano no DNA consiste em diferentes vias, que blogqueiam as
células em G2 ou em G1. Os principais eixos desta resposta sao os formados pelas
vias de ATM - ChK2 - p53 e ATR = ChK1 - Weel / p53. A p53 também pode
ser ativada por ChK1 e ChK2, e participa da resposta ativando a expressao de p21,
que inibe as ciclinas e induz a degradagéo de ciclina B1, essencial para a entrada na
mitose (Figura 2). Como ressaltado inicialmente, ativagdo da DDR provoca a
degradacéo de ciclina B1 apenas quando um limiar de dano no DNA é atingido
(Krenning et al., 2014; Millers et al., 2014). A quinase Weel contribui para a
inatividade dos complexos ciclina B1-CDK1 ao fosforilar dois residuos de tirosina
(Y14 e Y15) localizados no sitio ativo da CDK1. Além disso, com a participagédo de
proteinas da familia 14-3-3, a p53 também estimula a exportacdo para o citoplasma
dos complexos ciclina B1-CDK1 e da CDC25C, responsavel pela remocgdo dos
fosfatos inibitérios da CDK1. Dessa forma, uma vez que o limiar de dano é
ultrapassado, diferentes eixos de sinalizacdo que comp&em a Resposta a Dano no

DNA cooperam para bloqueara progressao do ciclo celular.
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1.5. As proteinas Ras e a via de sinalizacdo de Ras-MAPK

As proteinas da subfamilia Ras sdo pequenas GTPases que atuam como
transdutoras dos sinais de ativagdo de variados receptores de membrana,
transmitindo-os para vias mdltiplas, entre as quais a principal via envolvida na
estimulacdo da proliferacdo ou da diferenciacédo celular, a via de MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase). Atualmente, sabemos que ras é a familia de oncogenes
mais frequentemente mutada em tumores humanos. Suas mutagbes ativadoras
resultam em elevados niveis de atividade de suas vias efetoras independentemente
de estimulacdo mitogénica. A incidéncia de mutagcbes em ras varia muito, a
depender do tipo do 6rgéo e tipo celular que originou o tumor. A maior incidéncia é
encontrada em tumores pancreaticos, mais de 80% dos quais portam mutacdo em
K-ras. Também ¢é alta a incidéncia, proxima de 50%, em carcinomas colorretais,
tireoidianos e pulmonares. De forma geral, 30% de todos os tumores em humanos
apresentam mutacdo em ras, entre os quais aproximadamente 85% portam a
mutacdo em K-ras (Bos, 1989b).

Trés genes transcrevem as quatro isoformas conhecidas da proteina (K-
Ras4a, K-Ras4b, H-ras e N-ras; Figura 8) , que tém 21 kDa e compartilham grande
homologia. Os primeiros 85 aminodcidos das proteinas séo idénticos e compdem a
regido de ligacdo ao GTP e GDP e também as regibes que interagem com as
moléculas reguladoras e efetoras de Ras. A regido C-terminal é varidvel e alvo de
modificagOes pés-traducionais, como farnesilagéo, palmitoilacdo e
geranilgeranilagdo, que ancoram Ras a face interna da membrana plasmatica ou

ainda a membranas de organelas intracelulares (Karnoub and Weinberg, 2008).
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Ras-GTPases paralogas

Figura 8: Estrutura primaria das isoformas paralogas das proteinas Ras-GTPases.

As proteinas Ras-GTPases possuem dois estados conformacionais distintos
— ligadas a GTP séo ativas e ligadas a GDP sé&o inativas. Tanto a atividade
GTPasica como a permutagdo dos nucleotideos de Guanina sdo dependentes de
ativacéo, tornando as Ras-GTPases interruptores moleculares sujeitos a regulacao
dependente das necessidades da rede de sinalizacdo na qual estéo inseridas. Duas
classes de proteinas sinalizadoras regulam a atividade de Ras, influenciando sua
transicdo entre o estado ativo e o inativo. Os Fatores Permutadores de Nucleotideos
de Guanina (GEFs) promovem a permuta dos nucleotideos pela estimulacdo da
dissociacdo do GDP e da ligagdo do GTP do citosol. As proteinas ativadoras da

GTPase (GAPs) aumentam a velocidade de hidrélise do GTP pela Ras, inativando-a
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(Figura 9). As mutagbes ativadoras em Ras tornam a proteina resistente a
estimulacdo da GTPase mediada por GAPs, de modo que ela permanece
constitutivamente na forma ativa, contribuindo para a transformacdo maligna. A
amplificacdo do gene selvagem tem efeito similar, uma vez a maior disponibilidade

de Ras total resulta em niveis constitutivamente elevados de Ras ativa.

Figura 9: Nucleo de ativagdo das Ras-GTPases. Modificado de (Sundaram, 2006).

O principal GEF envolvido na ativacdo de Ras por receptores com atividade
de tirosina-quinase € SOS (Son of Sevenless), mas membros de outras duas
familias de GEFs também podem ser expressos e desempenhar papéis importantes,
dependendo do contexto e tipo celulares: RasGRF 1 / 2 (Ras Guanine Releasing
Factor), que s&o expressos preferencialmente no sistema nervoso central
(Ferndndez-Medarde and Santos, 2011), e RasGRP 1-4 (Ras Guanine Releasing
Protein), que sdo ativados por diacilglicerol e participam do processo de maturacao,
resposta e regulacao de alguns tipos de células sanguineas (Ebinu et al., 2000).

Como mencionado anteriormente, uma das vias ativadas por Ras é MAPK,
uma cascata de fosforilacdo serina/treonina, altamente conservada desde leveduras
até humanos, e que constitui a principal via de estimulo da proliferagdo e

diferenciacédo celulares. Trés serinotreonino-quinases constituem o médulo central
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dessa cascata. A Ultima delas é chamada proteino-quinase ativada por mitégeno
(MAP-quinase ou MAPK), também denominada ERK (Extracellular signal-
Regulated Kinase). As ERKs sdo ativadas por uma MAP quinase-quinase,
conhecida como MEK em mamiferos (Mitogen-activated Protein Kinase), que por
sua vez é ativada pela Raf (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma). A Raf quinase é
ativada pela Ras ativa (Alberts et al., 2004; Figura 7).

ERK, quando ativada, além de agir no citoplasma, entra no nucleo e ativa a
transcricdo de um grupo de genes de resposta rapida (Figura 2). Alguns desses
genes regulam a expressdo de outros genes. Dessa forma, a via de sinaliza¢do da
Ras-MAPK transporta sinais desde a superficie celular até o nucleo, alterando de
forma significativa a expresséo génica. Entre os genes ativados dessa forma estéo
aqueles necessarios para a proliferacdo celular, como as ciclinas de G1 (Figura 2).
De modo geral, a via da MAPK ¢é ativada transitoriamente, e o periodo de tempo em
gue permanece ativa influencia profundamente a natureza da resposta (Alberts et

al., 2004).

1.6. Modelos de estudo: a linhagem celular Y1, suas sub-linhagens

resistentes ao efeito antiproliferativo de FGF2, e as linhagens humanas ESFT.

Ao longo de décadas, no Departamento de Bioquimica do IQUSP, o
Laboratério de Horménios, Fatores de Crescimento e Ciclo Celular, liderado por
Hugo Armelin e atualmente localizado no Laboratério Especial de Ciclo Celular do
Instituto Butantan, tem estudado os mecanismos de controle do ciclo celular em
resposta a estimulagdo de horménios e fatores de crescimento. Foi assim que entre

2004 e 2008 nosso grupo identificou as atividades antagonicas (mitogénica e anti-
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proliferativa) do FGF2 sobre a linhagem Y1 de células murinas adrenocorticais
tumorigénicas dependentes de amplificacdo do oncogene selvagem K-ras.
Posteriormente, este efeito foi confirmado em outras linhagens murinas com alta
expressdo de Ras. A linhagem Y1, isolada ha mais de 50 anos, é muito estavel tanto
funcional como geneticamente, inclusive frente a manipulacdes genéticas, o0 que a
tornou, por muitos anos, o modelo celular mais importante nos estudos dos
mecanismos bioquimicos das vias produtoras de horménios esteroides sob controle

do horménio hipofisario ACTH (Rainey, Saner and Schimmer, 2004).

Empregando a linhagem Y1 como modelo, mostramos que o FGF2 atua
como mitdgeno ao estimular a entrada no ciclo celular, mas também bloqueia
irreversivelmente o ciclo na fase G2 (Costa et al., 2008; Salotti et al., 2013). As
células que estdo em S sofrem atraso para completar a replicacdo do DNA, e
analises de citometria de fluxo mostraram que uma parte da populacdo em S, apesar
de ter iniciado a replicacdo, ndo apresenta sintese ativa de DNA, indicando e
causando atraso na progressao de células pela fase S.

A linhagem celular Y1 foi isolada a partir de um tumor funcional do coértex da
glandula adrenal de um camundongo macho nos anos 1960 (Yasumura, Buonassisi
and Sato, 1966). Cerca de 20 anos depois, seu caridtipo sub-diploide foi
rigorosamente descrito e seu fendtipo maligno foi atribuido a uma grande
amplificacdo do proto-oncogene K-ras, recentemente descoberto e cuja fungéo
bioquimica era ainda desconhecida (Schwab et al., 1983). A extensa amplificacao
génica de K-ras foi localizada em 2 cromossomos marcadores da linhagem Y1,
chamados M1 e M2 (George et al., 1982, 1984). Ambos 0s cromossomos, M1 e M2,
mostram uma grande regido homogeneamente corada (Homogeneously Stained

Region-1 ou HSR-1 e HSR-2, respectivamente) quando submetidos a técnica de
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bandeamento G, na época recentemente desenvolvida e utilizada como método de
fronteira para identificacdo de cromossomos em geral; as cépias amplificadas de K-
ras foram localizadas nas HSR-1 e HSR-2 de, respectivamente, M1 e M2 (George et
al., 1982). E oportuno mencionar que regides “HSR” comegaram a ser encontradas
em cromossomos corados por bandeamento G por volta de 1980, como estruturas
esporadicas e estranhas ou anormais, cuja origem e funcdo eram desconhecidas.
Logo, diversos citogeneticistas comegaram a notar que HSRs eram mais comuns em
cromossomos de células malignas, gerando a hip6tese de que se tratavam de
marcadores de anomalias estruturais genéticas subjacentes a transformacao
maligna. De fato, a descoberta de cépias amplificadas do oncogene K-ras nas HSRs
dos cromossomos M1 e M2 das células tumorais Y1 foi historicamente muito
importante por localizar pela primeira vez amplificagdo oncogénica em uma estrutura
cromossdmica HSR. Nos anos que se seguiram ficou bem estabelecido que regifes
cromossOmicas do tipo HSR em geral carregam grandes amplificacdes génicas,
comumente encontradas em tumores.

Os cromossomos M1 e M2 das células Y1 sdo facilmente distinguiveis entre
0S pequenos cromossomos acrocéntricos de Mus musculus por seu tamanho maior
e morfologia submetacéntrica. M2 apresenta, ainda, uma grande constricdo
secundéaria em seu braco maior, uma caracteristica indicativa da presenca de genes
ribossomais. O caridtipo normal de Mus musculus néo inclui nenhum cromossomo
com constricdo secundaria, e apresenta as regides que transcrevem genes
ribossomais (Regides Organizadoras de Nucléolo, ou RONSs) distribuidas em
diversos cromossomos, especialmente entre os menores (Suzuki et al., 1990).

Mesmo com a presenca adicional dos cromossomos M1 e M2, as células Y1

sdo sub-diploides, apresentando em média apenas 38 cromossomos, em contraste
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com os 40 cromossomos que compdem o cariétipo normal de Mus musculus
(Committee on Standardized Genetic Nomenclature for Mice, 1972). Nao existem na
literatura trabalhos que avaliaram quao homogéneas sao as células desta linhagem
com relacdo aos cromossomos que aparecem em monossomias.

Também foram empregadas neste trabalho sub-linhagens clonais resistentes
ao FGF2 derivadas de Y1, que foram selecionadas anteriormente em nosso
laboratério por tratamento sustentado com FGF2 (T.G.F. Matos, Tese de doutorado,
2007). Cada uma dessas sub-linhagens foi denominada Y1FR-X, um acrénimo para
Y1-FGF2 Resistente. Trabalhos prévios de nosso grupo mostraram que um dos
clones isolados (Y1FR-10.3) cresce melhor com a presenca de FGF2 no meio de
cultura do que sem ela. Além disso, Tatiana Matos demonstrou que todos os clones
isolados perderam a alta expressao constitutiva de K-Ras, caracteristica das células
Y1 parentais, com apenas uma excec¢do (Y1FR-I) dentre os mais de 10 clones
isolados (T.G.F. Matos, Tese de doutorado, 2007), dando crédito a hipétese prévia
de que a alta expressdo de Ras condiciona a susceptibilidade ao efeito

antiproliferativo do FGF2.

Finalmente, alguns experimentos foram realizados com linhagens tumorais
humanas cuja sensibilidade ao efeito toxico do FGF2 estd descrita na literatura.
Essas linhagens humanas pertencem ao grupo dos tumores familiares de sarcoma
de Ewing (Ewing’s Sarcoma Family Tumors, ou ESFTs), que sdo um grupo de
tumores pouco diferenciados que ocorrem principalmente na infancia e
adolescéncia, e derivam de tecidos 6sseos e moles (Biswas and Bakhshi 2016). Os
efeitos citostaticos e citotéxicos do FGF2 sobre células ESFT foram relatados por
alguns pesquisadores nas Ultimas décadas, com aspectos dos mecanismos

moleculares especificos desta toxicidade variando entre esses estudos
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(Schweigerer, Neufeld and Gospodarowicz, 1987; Williamson et al., 2004; Passiatore
et al., 2011). Efeitos proliferativos sobre células ESFT também foram atribuidos a
sinalizacdo de FGF2, frequentemente sob condigbes de crescimento com baixo teor
de soro (Grinewald et al., 2015; Cidre-Aranaz et al., 2017). As linhagens celulares
de sarcoma de Ewing empregadas nesta tese foram A673, RD-ES, SK-N-MC e TC-

32.

Assim como os tumores dirigidos por Ras, os tumores da familia de
sarcomas de Ewing apresentam um mau prognéstico no estagio metastatico (taxa
de cura de 20 - 40%) e falta de terapias direcionadas clinicamente efetivas (Gaspar
et al., 2015). A principal lesdo oncogénica das células ESFT € a translocagéo
cromossomica (11;22) (g24; q12), que codifica o fator de transcricdo fundido EWS-
FLI1. Este fator de transcrigdo esta presente em aproximadamente 85% de todos os
espécimes de sarcomas de Ewing (Toomey et al 2010), e dirige o fenétipo tumoral
destas células tanto por ativar quanto por reprimir a transcricdo de genes alvo. Um
dos genes reprimidos por EWS-FLI1 é SPRY1, que codifica a proteina Sproutyl,
uma supressora tumoral que atua por feedback negativo sobre a ativagdo de Ras
em resposta a ativacdo especifica de receptores de FGF2 (Cidre-Aranaz et al.,

2017). Isso explica porqué as células ESFT séo particularmente susceptiveis a hiper

ativacdo de Ras e de suas vias a jusante em resposta a ativacdo de FGFRs.
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2. MOTIVACAO

O efeito do FGF2 na progressdo do ciclo celular de células Y1 foi
previamente estudado em nosso laboratorio por citometria de fluxo (M.H.S Dias,
Tese de doutorado, 2012). Como as células Y1 ndo respondem bem a sincronizagéo
por carenciamento de soro, as andlises do efeito do FGF2 em fases especificas do
ciclo celular foram realizadas com a sub-linhagem Y1-D1G, um clone de Y1 que foi
engenheirado para superexpressar ciclina D1 e que apresenta controle estrito da
transicdo quiescéncia < proliferacdo. Essas analises evidenciaram que o FGF2
perturba a progressao ao longo do ciclo celular, atrasando tanto na entrada quanto a
progresséo pela fase S. 24 horas ap0s a estimulacdo da populacdo sincronizada em
GO0/G1, as células estimuladas apenas com soro completaram o ciclo de divisdo e
iniciaram uma nova fase G1, enquanto as células estimuladas na presenca de FGF2

ainda estavam restritas as fases G1 e S do primeiro ciclo.

Além disso, na presenca de FGF2, foi identificada uma populacéo de células
com conteido de DNA correspondente a fase S, mas que n&o incorporou BrdU
durante o pulso de 30 minutos que foi dado antes da coleta, indicando parada de
sintese de DNA em células que entraram em S, possivelmente devido a problemas
na replicacdo. O efeito do FGF2 na fase S também foi avaliado por ensaios de
tomada de timidina tritada, em que o FGF2 foi adicionado a células Y1 em
diferentes periodos apds sincronizagdo e reestimulacdo com soro. Essas analises
revelaram que o FGF2 é capaz de inibir a tomada de timidina apenas quando é

adicionado nas primeiras horas do ciclo celular, sugerindo que o mecanismo
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molecular de seu efeito antiproliferativo envolve as primeiras vias de sinalizacao

ativadas na reentrada do ciclo de divisao.

Embora muito atrasadas em S, as células tratadas com FGF2 que sairam de
G1 passaram a se acumular em G2. O tratamento com colchicina foi incapaz de
induzir acimulo de células em metafase nas amostras tratadas com FGF2,
mostrando que elas estavam impedidas de iniciar a mitose. Assim como observado
para o efeito sobre a fase S, o acumulo de células em G2 ocorreu de forma
pronunciada apenas quando o FGF2 foi adicionado entre O e 4 horas apés a

reentrada no ciclo (M. H. S. Dias, Tese de doutorado, 2012).

Considerando esse cenario previamente conhecido, o objetivo desta tese foi
desvendar o mecanismo molecular deste efeito citotoxico que o FGF2 exerce
seletivamente em células transformadas por Ras. Para isso, investigamos algumas
vias de sinalizagdo e alvos moleculares modificados pela atividade do FGF2 em
células Y1 e também exploramos clones resistentes ao tratamento sustentado de
FGF2, que foram previamente isolados em nosso laboratério (T.G.F. Matos, Tese de

doutorado, 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Desvendar o(s) mecanismo(s) molecular(es) do efeito citotdéxico que o FGF2

exerce em algumas células transformadas pela atividade de Ras.

3.2. Objetivos Especificos

1. Identificar as vias de sinalizacé@o responsaveis pelo bloqueio da entrada
na mitose induzido pelo FGF2 em células Y1.

2. ldentificar o mecanismo responsavel pela resisténcia ao FGF2 nas
sublinhagens Y1FRs.

3. Analisar se os mecanismos identificados como responsaveis pelo efeito
toxico do FGF2 em células Y1 também se aplicam a linhagens celulares humanas
derivadas de sarcomas de Ewing, cuja inibicdo do crescimento e inducdo de morte

por FGF2 estavam previamente caracterizadas na literatura.
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4.  MATERIAIS E METODOS

4.1. Linhagens celulares e cultura de células

A linhagem celular de carcinoma adrenocortical murino Y1 (Yasumura,
Buonassisi and Sato, 1966) foi obtida da ATCC e cultivada a 37°C em atmosfera
com 5% de CO,, em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM - Invitrogen)
suplementado com 10% v/v de soro fetal bovino (FCS) (CultiLab), 2 mM de

glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina.

Para sincronizacdo da populacdo celular em GO/G1, o meio de cultura foi
removido e substituido por DMEM fresco sem soro, apos lavagem da placa com PBS
(NaCl 140 mM; KCI 2,7 mM; Na2HPO4 10 mM ;KH2PO4 1,5 mM; pH 7,2). Apés 48
horas de privagdo sérica, as células foram estimuladas com soro (10% v/v) ou soro +
10 ng/mL FGF2, pelo periodo adotado em cada experimento. Para subcultivo ou
plagueamento, as células foram lavadas PBSA e, ap6s adi¢ao de tripsina (Sigma) e
total descolamento da superficie da garrafa, as células foram ressuspendidas em

DMEM + 10% soro (v/v).

As sublinhagens resistentes ao FGF2 (Y1FRs) foram previamente
selecionadas e isoladas em nosso laboratério (T.G.F. Matos, Tese de doutorado,
2007). Elas foram mantidas em cultura nas mesmas condi¢des que a linhagem

parental Y1, acrescidas de 10 ng/mL de FGF2.

4.2. Ensaios Clonogénicos, Curvas de Crescimento e Ensaios de

Proliferacdo ndo aderentes
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Para ensaios clonogénicos, foram plaqueadas 10* células por placa de 35
mm de diametro, de poliestireno (Corning). No dia seguinte, 0s tratamentos
indicados em cada experimento foram adicionados ao meio de cultura nas
concentracdes indicadas, e o meio de cultura com tratamentos foi renovado a cada
dois dias. Apos incubacgédo (16-22 dias), as col6nias foram fixadas em formaldeido a
4% em solugéo salina tamponada com fosfato (PBS), coradas com cristal violeta a

0,1% e contadas manualmente.

Para analisar a proliferacdo celular, 5.10% células foram plaqueadas em
placas de 35 mm (Corning). No dia seguinte, os tratamentos foram adicionados
conforme indicado em cada experimento. A cada 2 dias, as células das amostras a
serem coletadas foram lavadas com PBS, tratadas com tripsina e fixadas com
formaldeido 4% em PBS. As concentracbes das suspensdes celulares foram

medidas com o contador de paticulas Z Coulter (Beckman).

Para ensaios de proliferacdo ndo aderentes, 1x10* células de cada uma das
linhagens celulares empregadas foram plagueadas em placas de 96 pocgos de
fixagcdo ultra baixa em meios completos. A viabilidade / proliferagéo celular relativa
foi medida ap6s 1 dia, para estabelecer uma linha de base e apds 10 dias para
medir a proliferacdo usando CellTiter 96 AQueous (Promega). Pelo menos 10 pogos

por célula foram ensaiados em cada ponto de tempo.

4.3. Extracdo e Quantificacao de Proteinas Totais

Apés plaguamento e tratamento das células nas condi¢bes indicadas em

cada experimento, elas foram lavadas com PBS gelado, e coletadas em tampéao de
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lise RIPA (Sigma #R0278), com inibidores de proteases (1 mM de ortovanadato de
sédio, 1 mM de PMSF, 2 mg/mL de aprotinina, 2 mg/mL de pepstatina A, 2 mg/mL
de leupeptina, 1mM Fluoreto de sédio e 1mM Ditiotreitol). As placas foram deixadas
sobre gelo por 5 minutos e entdo raspadas para coleta dos lisados celulares com o
auxilio de um raspador de células. Apds completa homogeneizacdo, os lisados
foram transferidos para tubos eppendorf® e incubados no gelo por 10 minutos. As
amostras foram congeladas a -20°C por 24 horas. A seguir, foram centrifugadas a
12.000g durante 13 minutos a 4°C, e o sobrenadante de cada amostra, contendo as
proteinas solaveis, foi transferido para um novo tubo eppendorf® e quantificado por
espectrofotometria (Amersham Biosciences, Ultrospec 3100 pro) utilizando o

reagente de Bradford (BioAgency).

4.4. SDS-PAGE e Imunoblot

30-50 mg de proteinas foram resolvidas por electroforese em gel de
poliacrilamida de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE, 12% de acrilamida / bis-
acrilamida) e transferidas para membranas de Nylon (Hybond C +, Amersham
Biosciences). As membranas foram bloqueadas durante 1 hora em tampéao TBS-T
(cloreto de so6dio 150 mM, Tris 50 mM [pH 8] e Tween 20 a 0,1%) contendo 5% de
leite desnatado e depois incubadas com o anticorpo primario na concentracao
indicada pelo fabricante, por 12 horas a 4°C sob leve agitacdo. A membranas foram,
entdo, lavadas por 3 ciclos com TBS-T 5 minutos. Apos incubacgéo por 1 hora com
anticorpos secundarios conjugados com peroxidase (KPL), as membranas foram
expostas ao substrato quimioluminescente SuperSignal West Pico (Thermo Fisher

#34080) e o sinal foi imediatamente captado pelo transiluminador Alliance 4.7
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(Uvitec). A quantificacdo de bandas foi feita com o sofware Alliance mini4 (Uvitec), e
a normalizacdo baseou-se nos genes housekeeping Actina ou HPRT de cada

membrana.

Anticorpos Primarios:

e Anti pH2AX-S139 (ab11174 Abcam)

e Anti ATR (2790 Cell Signaling); Anti Fosfo-ATR S428 (2853 Cell
Signaling)

o Anti ChK1 (ab47574 Abcam); Anti Fosfo-ChK1 S345 (sc-17922 Santa
Cruz)

o Anti ChK2 (ab47433 Abcam); Anti Fosfo-ChK2 T383 (ab59408 Abcam)

o Anti Wee (ab2315 Abcam); Anti Fosfo-Wee S642 (4910 Cell Signaling)

o Anti CDK1 (ab18 Abcam); Anti Fosfo-CDK1 Y15 (sc-54 Santa Cruz)

o Anti p38 (9212 Cell Signaling); Anti Fosfo-p38 T180/Y182 (sc-15852-R
Santa Cruz)

o Anti p53 (sc-55476 Santa Cruz); Anti Fosfo-p53 S15 (9284 Cell
Signaling)

o Anti p21 (sc-397 Santa Cruz)

o Anti Actina (ab8227 Abcam)

o Anti Hprt (sc-20975 Santa Cruz)

o Anti K-Ras (sc-30 Santa Cruz)

e Anti ERK (4695 Cell Signaling); Fosfo-ERK T202/204 (4370 Cell
Signaling)

o Anti FGFR1 (sc-121 Santa Cruz)

o Anti FGFR2 (sc-122 Santa Cruz)
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o Anti FGFR3 (sc-123 Santa Cruz)
o Anti FGFR4 (sc-9006 Santa Cruz)

. Anti BrdU conjugado a Alexa Fluor® 488 (B35130 Invitrogen)

Anticorpos Secundarios:

o Goat anti-rabbit conjugado a peroxidase (474-1506 KPL)

o Goat anti-mouse conjugado a peroxidase (04-18-06 KPL)

4.5. Anélise do Ciclo Celular por Citometria de Fluxo

Apds sincronizacdo em G0/G1, as células foram tratadas com soro ou soro +
FGF2, adicionadas ou nao a inibidores quimicos por periodos especificos, conforme
descrito em cada experimento. As células foram, entdo, tripsinizadas, lavadas com
PBS gelado e fixadas em etanol a 75% em PBS gelado overnight a 4°C. ApGs
lavagem com PBS gelado, as células foram tratadas com 10 mg/mL de RNase A e
coradas com iodeto de propidio a 50 mg/mL em PBS durante 20 minutos antes da
analise em um citbmetro de fluxo (Attune NXxT, Life Technologies). Para medida da
populacao celular positiva para yH2AX, antes do tratamento com Rnase e iodeto de
propideo, as células foram incubadas com o anticorpo pH2AX-S139 conjugado a
Alexa-488 (Thermo Fisher) na concentragéo indicada pelo fabricante, por 1 hora a
temperatura ambiente e sob leve agitacdo; e a seguir, lavadas 2 vezes com PBS
gelado antes da adicdo de Rnase e iodeto de propideo. Os dados foram analisados
com o software FlowJo V.10 (Treestar, INC.), e a fluorescéncia basal de amostras
controle ndo incubadas com as substancias fluorescentes foi descontada de todas

as amostras.
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4.6. Quantificacdo da exposicdo de Simples-fita de DNA

Para a deteccao de fragmentos longos de DNA fita simples (ssDNA),
caracteristicos de estresse replicativo (Syljudsen et al.,, 2005), células em
crescimento exponencial foram cultivadas em laminulas de vidro, e 50 mM de 5-
bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) foi adicionado ao meio de cultura durante 48 horas,
para permitir a sua incorporacdo ao DNA. O meio de cultura foi, entdo, removido, e
as células lavadas com PBS. Meio DMEM fresco foi adicionado com ou sem 10
ng/mL de FGF2 durante 24 horas. Para garantir que todas as células incorporaram
BrdU, 1 laminula adicional para cada condicdo analisada foi preparada para ser
submetida a desnaturagdo de DNA usando HCI 2 M. Em seguida, as células foram
fixadas usando 4% de paraformaldeido em PBS durante 15 minutos em temperatura
ambiente. As células foram entdo lavadas novamente com PBS e permeabilizadas
com 0,2% de Triton-X 100 em PBS durante 10 minutos em temperatura ambiente.
Em seguida, todas as amostras foram lavadas e incubadas com anticorpo de rato
anti-BrdU (Abcam) diluido 1: 250 em solucdo bloqueadora de albumina de soro
bovino a 4% (p / v) durante 3 horas em temperatura ambiente. Seguiu-se incubacéo
por mais 3 horas com anticorpo secundario de cabra anti-rato conjugado a Alexa
Fluor 555 (Thermo Scientific). Depois disso, as laminulas foram lavadas com PBS e
depositadas em laminas. O meio de montagem VECTASHIELD® com DAPI (Vector
Labs) foi usado para marcar o DNA e conservar a fluorescéncia. As laminas foram,
entdo, seladas com esmalte de unha incolor. As imagens foram capturadas usando
0 microscopio de fluorescéncia Olympus BX51 acoplado a uma camera digital
(XM10, Olympus) e foram analisados usando Software Olympus - Cell F (versao

5.1.2640).
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4.7. Extracdo de RNA total e Transcricao reversa

O RNA total das células foi extraido com kit Illustra RNAspin Mini RNA
Isolation (GE Healthcare #25-0500-72) seguindo as indicacdes do fabricante. As
amostras foram tratadas com DNAse |. Imediatamente apds a extracdo, as fracdes
de RNA foram quantificadas espectrofotometricamente (Nanodrop, ThermoFisher
Scientific) em comprimentos de onda de 280 nm e 260 nm e armazenadas a -80°C
até o momento de uso. A seguir, 0o DNA complementar (cCDNA) ao conjunto de RNAs
mensageiros das células foi sintetizado por transcricdo reversa com o kit
SuperScriptTM 1ll Reverse Transcriptase (ThermoFisher Scientific), e utilizado como

como molde para a reagdo de PCR em tempo real.

4.8. Real-Time gPCR

A fim de quantificar de forma absoluta e especifica as varias isoformas
existentes de receptores de FGF, foram desenhamos primers especificos
(Invitrogen) para cada isoforma (Illb ou llic) de cada receptor de FGF (FGFR1-4). O
receptor 5 nao foi incluido na andlise por ndo apresentar um dominio
transmembranar. Além disso, trechos especificos da sequéncia de cDNA de cada
isoforma de receptor foram sintetizados e utilizados como sondas para serem
reconhecidas pelos mesmos pares de primers desenhados para cada isoforma.
Essas sondas foram utilizadas na construcdo de uma curva padréo para cada
isoforma de receptor, o que nos permitiu calcular o nimero absoluto de moléculas
de transcritos de cada isoforma presente em 40 ng do RNA celular total. Assim como
para as amostras experimentais, cada ponto da curva padrdo foi preparado em

triplicata e na mesma placa de cada respectivo gene, de forma que a amplificagédo
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da curva e das amostras experimentais ocorreu na mesma corrida. Com excegéo
das isoformas de FGFR, todas as demais analises de transcricdo aqui apresentadas
foram quantificadas de forma relativa, tomando como comparacdo a condi¢do nao
tratada. HPRT foi utilizado como controle endégeno normalizador para os dados de
expressao de RNAm.

Os primers foram desenhados utilizando a ferramenta Primer-BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov), de acordo com sequéncias consenso de cDNA depositadas
no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Primeiramente, foi realizada uma PCR in silico
para verificar a especificidade dos primers a sequéncia de interesse. Para esse fim,
foi utilizada a ferramenta desenvolvida por Jim Kent e disponivel on-line no portal da
University of California Santa Cruz (https://genome.ucsc.edu).

A reacdo de PCR foi preparada da mesma forma independentemente do
método de quantificacdo (absoluto ou relativo). Para cada reacao, foi adicionado o
mix do kit SYBR® GREEN PCR Master Mix (10 pL, (ThermoFisher Scientific
#4309155), aliquotas das reacbes de transcricdo reversa (40 ng de RNA da RT),
solucdes de oligonucleotideos primers foward e reverse (2,5 uL de cada, 300 nM).
As amplificagdes foram realizadas em ciclos de reacdes de desnaturacdo (95 °C, 15
seg), de anelamento e de polimerizagdo (60 °C, 60 seg) em um termociclador
(StepOne Plus, Applied Biosystems) e os dados foram coletados pelo programa
StepOne (Applied Biosystems). Para cada reacgéo foi determinada a eficiéncia dos
primers (software LinRegPCR v. 12.17), que foi usada para a quantificacdo relativa

dos dados obtidos pelo método de Pfaffl (Pfaffl, 2001).
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Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizados nas reagfes de PCR

Alvo Forward Primer Reverse Primer

FGFR1-1llb | TGGAGGTGCTTCATCTACGG TAGAGTTACCCGCCAAGCAC
FGFR1-lllc | TCCTGCATGTTGGGCTCTG CTGGCTATGGAAGTCGCTCT
FGFR2-1llb | GTGACGGAGATGGATGCTGG GGCAGACTGGTTGGCCTG
FGFR2-lllc | CGGACAAAGAGATTGAGGTTCTC | CCAAGCACGTATATTCCCCAG
FGFR3-1llb | CCAATGTGTCGGAGCGGG CCTTCTCAGCCACGCCTATG
FGFR3-lllc | CCGACAAGGAGCTAGAGGTTC CCAGGCAGGTGTACTCCCC
FGFR4-lllc | TTTCCTACCAGTCAGCGTGG CCTCAGGGGTTGCTGTTGTC
K-ras TGGATGAGTACGACCCTACGAT CTTGACCTGCTGTGTCGAGAAT
HPRT GTTGGATATGCCCTTGACTATAATGAG GGCTTTGTATTTGGCTTTTCCAG
SOS1 AGGTTCAGGGGCAAGTTCAC AACACGTTCCTCCACATCTGA
S0OS2 AGTCCATTGCTGACGGCTTT CTTCACTGCATGCCTTCAACTTT
GRF1 CGAGAAACAGCGTCATAGCA AGACTTCAAGGGTGGCTGTC
GRF2 ACCAGCAGCCAAAGGTCATA GCAGGGAGTCGAGGTTCAAT
GRP1 GTGTTCGAGTGCAAGAAGCG ATCCTTCTTCGGGTGCATGG
GRP2 AAAGGACTTGGGGGTCCGAA CAGAGTGCTCGTCATGGTCG
GRP3 GCCATCTTGAGGGGTTCAGG AGAATGCTCCGAATCCGC
GRP4 GAAAGCCCACGTTCTGTCAC CCACAGTCCCGACAGCGATA
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Tabela 2: Sequéncia das sondas de DNA utilizadas para construcdo da curva

padréo de cada isoforma de FGFR analisada.

Alvo Sequéncia da sonda utilizada para curva padrao

ATACCACCGACAAGGAAATGGAGGTGCTTCATCTACGGAATGT
FGFR1-lllb CTCCTTTGAGGATGCGGGGGAGTATACGTGCTTGGCGGGTAAC

TCTATCGGACTCTC

ACTGCACCGGGGCCTTCCTGATCTCCTGCATGTTGGGCTCTGT

FGFR1-lllc CATCATCTATAAGATGAAGAGCGGCACCAAGAAGAGCGACTTC

CATAGCCAGATGGC

GCTGGCTCTGTTCAATGTGACGGAGATGGATGCTGGGGAATAT
FGFR2-1llb ATATGTAAGGTCTCCAATTATATAGGGCAGGCCAACCAGTCTGC

CTGGCTCACTGTC

CGGTGTTAACACCACGGACAAAGAGATTGAGGTTCTCTATATTC

FGFR2-lllc GGAATGTAACTTTTGAGGATGCTGGGGAATATACGTGCTTGGC

GGGTAATTCTATC

CGCCTCCGCCTGGCCAATGTGTCGGAGCGGGACGGGGGCGA

FGFRS-1lIb GTACCTCTGTCGAGCCACCAATTTCATAGGCGTGGCTGAGAAG

GCCTTTTGGCTGCGTG

GCAGGCGCTAACACCACCGACAAGGAGCTAGAGGTTCTGTCC

FGFR3-lllc TTGCACAATGTCACCTTTGAGGACGCGGGGGAGTACACCTGCC

TGGCGGGCAATTCTA

GCAACTCCATCGGCCTTTCCTACCAGTCAGCGTGGCTCACGGT

FGFR4 GCTGCCAGAGGAAGACCTCACGTGGACAACAGCAACCCCTGA

GGCCAGATACACAGA

4.9. Imunoprecipitacdo
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Beads magnéticos ligados a proteina A (Protein A Dynabeads — Invitrogen)
foram ressuspendidos por rotacdo por cinco minutos. 50 pl foram transferidos para
um tubo eppendorf de 1,5 ml, o qual foi colocados em suporte magnético (DynaMag
— Invitrogen) para permitir a separacdo dos beads da solucdo. O pellet foi lavado
uma vez em PBS e foi adicionado 1-10 pg do anticorpo de interesse diluido em 200
pl de TBS-T. A mistura foi incubada a temperatura ambiente por 10 minutos, sob
leve agitag@o. A seguir, os tubos foram transferidos para o suporte magnético para
formacao do pellet, o sobrenadante foi removido e os beads foram ressuspendidos
em 200 pl de TBS-T. O pellet foi novamente formado com auxilio do suporte
magnético, o sobrenadante foi removido e entdo foi adicionado o lisado celular
contendo 500 pg de proteinas totais. A mistura foi novamente incubada sob leve
agitacdo por 10 minutos em temperatura ambiente. Os beads foram separados com
auxilio do suporte magnético e lavados trés vezes em PBS antes de serem
ressuspendidos em 100 pl de PBS. Eles foram, entdo, transferidos para novo tubo,
novamente separados da solugdo e ressuspendidos em 50 ul de tampédo de
amostra. A seguir, foram fervidos por 5 minutos e aplicados em gel de poliacrilamida.

A corrida foi seguida por Western blotting.

4.10. Producdo e purificacdo de GST-RBD (Glutationa-S-transferase -

Ras Binding Domain)

A producéo e purificagdo de GST-RBD foram realizadas conforme descrito
por Juliana D. Zeidler (Tese de doutorado, 2012): Bactérias BL-21 competentes
foram transformadas com o plasmideo pGEX-GST-RBD e plagueadas em LB-agar

suplementado com 100 pg/ml de ampicilina (LB/amp). Uma colbnia foi coletada e
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cultivada em 200 ml de LB com 100 pg/ml de ampicilina (LB/Amp) por 16h a 37°C
sob agitacdo. Esses 200 ml foram diluidos em 2L de LB/Amp, incubados a 37°C sob
agitacdo até atingir a densidade Optica de 0,84 (600 nm), o que levou cerca de 1 a
2h. Para indug&o da proteina de fuséo foi adicionado IPTG a 0,5 mM nos 2L de meio
com bactérias, sendo incubado por mais 2h a 37°C sob agitacdo. A suspensédo de
bactérias foi centrifugada a 8.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sedimento de
bactérias foi posto em gelo e ressuspendido com 20 ml de tampéo de lise (50 mM de
Tris pH 7.5, 1% de triton X-100, 150 mM de NaCl, 5 mM de MgClI2, 1 mM de PMSF,
10 pg/ml de leupeptina e aprotinina). As bactérias foram entéo lisadas com auxilio de
sonicador (10 sonica¢des de 1 minuto, com intervalo de 1 minuto, com o tubo imerso
em gelo). A suspensédo resultante foi centrifugada a 14.000 rpm por 30 minutos a
4°C, o sobrenadante coletado e congelado a -80°C com 10 % de glicerol ou
imediatamente usado para purificacdo da proteina de fusdo. Meio mililitro de beads
Glutationa-Sepharose 4B (Amersham Biosciences) previamente lavados por 3 x com
PBS gelado, foi incubado com 12 ml do extrato de bactérias, obtido no procedimento
anterior, por 1,5h a 4°C sob rotacdo. O tubo foi centrifugado por 3 minutos a 3.000
rpm e os beads foram transferidos para eppendorf de 1,5ml e resuspendido com 1ml
de tampéo de lavagem (50 mM de Tris ph 7.5, 0,5 % de Triton 65 X-100, 150 mM de
NaCl, 5mM de MgCI2, 1 mM de PMSF, 1 ug/ml de leupeptina e aprotinina), lavados
por 6x e ressuspendidos em 5ml do mesmo tampé&o na presenca de glicerol a 10%.
Cem microlitros dessa suspensdo contendo a proteina de fusdo e beads foram
aliquotados em tubos eppendorf e armazenados a -80°C até o momento do uso.
3.7.2 Precipitacdo de Ras-GTP Uma aliquota de preparacdo de GST-RBD com
beads de glutationa-sepharose foi centrifugada (2.000 rpm por 4 minutos) e lavada

seis vezes com tampao de lise RIPA mais inibidores (PSFM a 1 mM, 1 mg/ml de
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aprotinina, 1 ml/ml de pepstatina A, leupeptina a 10 mg/ml e DTT a 1 mM). A seguir,
essa preparacao foi incubada com 600 pg de lisado protéico de células por 1 hora a
4°C, centrifugada e lavada trés vezes com tampao RIPA mais inibidores, sendo os
beads ressuspendidos em tampéo de amostra de proteinas. Estas foram fracionadas

em gel de 10-15% de SDS-poliacrilamida e submetidas a Western blotting para Ras.

4.11. Andlises Citogenéticas

Em uma garrafa com células em confluéncia entre 50-60%, foram
adicionadas 16 ug / mL de colchicina por 1 hora e 40 minutos. A seguir 0 meio de
cultura foi retirado, a superficie aderente da garrafa foi lavada com PBS e as células
foram resuspendidas em 10 mL de meio de cultura fresco apos tratamento com
tripsina. Este volume foi dividido entre 2 tubos de 15 mL, que foram centrifugados a
aproximadamente 120 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células
em cada tubo foram resuspendidas em 5 mL de uma solucdo de KCL a 0,075M (pH
7.0 — 7.5) e incubadas em banho-maria a 37°C por 30 minutos. A seguir, 0s tubos
foram recentrifugados, o sobrenadante descartado e as células resuspendidas em 5
mL do fixador Carnoy (3 partes de metanol para cada parte de 4cido acético). Este
ciclo foi repetido 3 vezes. Com o auxilio de uma pipeta pasteur, gotas desta
suspensdo celular foram pingadas em laminas de vidro limpas a uma distancia
aproximada de 70 cm. As laminas secaram a temperatura ambiente por um dia
antes dos cromossomos serem corados. Para coloracdo convencional, sem
bandeamento, foi utilizado o corante Giemsa (Merck) diluido em agua a 2%. As

laminas ficaram imersas no corante por 2-3 minutos, lavadas com agua, e no dia
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seguinte analisadas ao microscopio para registro fotografico dos conjuntos

cromossomicos.

Para montagem de cariotipos, foi utilizada a técnica de bandeamento G: as
células foram preparadas como descrito acima e as laminas ficaram secando por 48
horas a temperatura ambiente. A seguir, foram imersas em uma solugéo de tripsina
(Sigma) diluida em PBS 1:1000 por 4-8 segundos, e entédo foram lavadas com PBS.
A coloracao foi feita com o corante Wright, diluido uma parte para cada trés partes
de PBS, por 2 minutos. Decorrido este tempo, as laminas foram lavadas com agua e
deixadas em temperatura ambiente para secagem até o dia seguinte, quando o

registro microfotogréfico foi realizado.

Para andlise das regides de heterocromatina constitutiva (nas linhagens
celulares aqui utilizadas, exclusivamente regides centroméricas), foi utlizada a
técnica de bandeamento C: a preparacgdo citogenética foi feita conforme detalhado
acima e as laminas foram deixadas em estufa (37°C) por 2 dias. A seguir, foram
imersas em uma solucdo de HCI 0,2N por 10 minutos, em temperatura ambiente. As
laminas foram, entdo, lavadas com agua e imersas em uma solucéo de hidréxido de
bario [Ba(OH),, 5% em agua] a 60°C, por aproximadamente 8 segundos, seguido de
lavagem com &gua e imerséo rapida (1 segundo) em HCI 1N a 60°C, e lavagem com
agua novamente. A seguir, as laminas ficaram imersas em uma solug¢éo de SSC 2x
a 60°C por 20 minutos, foram lavadas com agua e imersas na solu¢do do corante

(Giemsa, 2% em tampéo fosfato) por 5 minutos.

Para andlise das regides organizadoras de nucléolo ativas, foi utilizada a
técnica de bandeamento Ag-NOR: a preparacdo citogenética foi feita conforme ja

descrito e pingada sobre a lamina 2 ou 3 dias antes do tratamento para
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bandeamento. As laminas foram colocadas em uma camara Umida (placa de petri
com papel umedecido), e sobre elas foi feito um filme de uma solugéo coloidal [2%
de gelatina em po6 (Sigma #G9136), 1% de &cido férmico, em agua] com nitrato de
prata (50%). As laminas foram, entdo, cobertas com laminulas e levadas ao forno
(70°C) por aproximadamente 5 minutos. As laminulas foram removidas e as laminas

foram lavadas com agua e secas em temperatura ambiente até o dia seguinte.

4.12. CRISPR-CAS9

Quatro RNAs guias (gQRNAs) especificos contra K-ras foram desenhados
usando a ferramenta de design CRISPR (http://crispr.mit.edu/). Uma sequéncia de
codificacd@o aleatdria (SCR) também foi desenhada para controle. As sequiéncias sao

mostradas abaixo.

K-Ras (1) - AAGAGGAGTACAGTGCAATG

K-Ras (2) - CTGAATTAGCTGTATCGTCA

K-Ras (3) - AGATATTCACCATTATAGGT

K-Ras (4) - CAATGAGGGACCAGTACATG

SCB — GCACTACCAGAGCTAACTCA

Os oligonucleotideos foram clonados no plasmideo LentiCRISPR v2
(Addgene # 52961) de acordo com descrito em Sanjana et al., 2014. Para a
producdo de particulas lentivirais, as constru¢fes LentiCRISPR v2, psPAX2

(Addgene # 12260), pCMV-VSV-G (Addgene # 8454) foram transfectadas em
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células HEK293T usando o reagente lipofectamina 3000 (ThermoFisher #
L3000001), de acordo com o protocolo do fabricante. 48 horas ap0s a transfec¢éo, o
sobrenadante viral foi coletado, filtrado e adicionado ao meio de cultura de células
Y1, apés a adicdo de 8 ug / ml de polibreno. 48 horas apdés a transfecc¢éo de Y1, as
células foram selecionadas com 3 ug / ml de puromicina durante 7 dias antes de

testar a eficiéncia de eliminacdo de K-ras por Western blotting.

4.13. Substancias Quimicas

O FGF2 foi produzido no laboratério por tecnologia recombinante e usado
sempre na concentracdo de 10 ng/mL. Cafeina foi obtida da Sigma (#C0750),
KU55933 foi obtido da Tocris (#3544), e VE-821 foi obtido da Selleckchem (#S8007).

Essas trés substancias foram usadas na concentracdo de 2mM.

4.14. Andlises Estatisticas

Experimentos com dois grupos em comparacao foram analisados com teste t
de Student pareado, e experimentos com trés ou mais grupos em comparacao foram
analisados por one-way ANOVA seguido de pés-teste de comparacdo mdltipla. As
curvas de crescimento foram analisadas por two-way ANOVA seguido de pdés-teste
de comparacdo mdltipla. A correlacdo entre a ordem de expressdo dos FGFRs foi
analisada pela correlacdo da ordem de posto de Spearman. Todos os gréficos e
andlises estatisticas foram realizados utilizando os softwares R 3.2.5 e GraphPad

Prism 7.
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5. RESULTADOS

5.1. Investigacdo do mecanismo molecular responsavel pelo blogueio

no ciclo celular provocado por FGF2

5.1.1. O FGF2 exacerba o estresse replicativo basal de células Y1.

A presenca de células na fase S sem sintese ativa de DNA em amostras
tratadas com FGF2, observada previamente em nosso laboratério por Matheus Dias,
sugeriu empacamento de forquilhas e estresse replicativo como parte do mecanismo
de citotoxicidade do FGF2. Como estresse replicativo ndo resolvido gera quebra de
dupla fita no DNA (Yajima et al., 2010; Xu et al., 2011; Tiwari et al., 2016),
analisamos por Western blotting os niveis de histona H2AX fosforilada (y-H2AX)
(Rogakou et al., 1998; Podhorecka, Skladanowski and Bozko, 2011) em células Y1
estimuladas com soro (FCS) ou soro + FGF2 (FCS + FGF2). Os resultados
mostraram que as células Y1, mesmo quando estimuladas apenas com soro,
exibiram um nivel basal de dano no DNA, o que foi relatado para diversas amostras
de tumores humanos (Bartkova et al., 2005; Gorgoulis et al., 2005). Contudo, a
adicdo de FGF2 provocou grande aumento nesses niveis, que foram mantidos

mesmo apoés 36 horas de estimulagdo com soro + FGF2 (Figura 10, A e B).

Para confirmar que a fosforilagcdo de yH2AX era consequéncia de estresse
replicativo exacerbado, sincronizamos as células Y1 em GO/G1 por carenciamento
de soro e reestimulamo-as com soro ou soro + FGF2 por 12, 18 e 24 horas,
correspondentes, respectivamente, ao inicio da fase S, fim da fase S e um ciclo

celular completo. A seguir, analisamos a distribuicdo das células positivas para y-
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H2AX ao longo das fases do ciclo celular por citometria de fluxo. Corroborando os
resultados de Western blotting, as amostras estimuladas apenas com soro exibiram
marcagao basal de y-H2AX, sugerindo estresse replicativo constitutivo em parte da
populacdo de células Y1, mesmo em condigcbes normais de crescimento. Nas
amostras estimuladas por soro + FGF2, observamos que o FGF2 provocou grande
incremento a populacédo de células positivas para y-H2AX (figura 10, C e D). Em
todas as amostras, as células positivas para dano no DNA foram quase
exclusivamente encontradas nas fases S e G2 do ciclo (figura 10, C e D), indicando
gue tanto o basal de dano no DNA destas células quanto o aumento provocado pelo

FGF2 sao consequéncia de estresse replicativo.

Para obter uma evidéncia mais direta da intensificagdo do estresse
replicativo causado por FGF2 em células Y1, contamos o numero de foci de DNA
exposto na forma de fita simples (ssDNA), um forte indicio de estresse replicativo
(Syljudsen et al., 2005; Dobbelstein and Sarensen, 2015), em células tratadas ou
ndo com FGF2. Para este fim, incorporamos BrdU ao DNA de células Y1 em
crescimento exponencial durante 48 horas, tempo correspondente a dois ciclos de
divisdo. A seguir, adicionamos FGF2 ao meio de cultura por 24 horas e fixamos as
amostras. Tirando proveito do fato de que o anticorpo anti-BrdU pode acessa-lo
eficientemente apenas em condi¢cdes desnaturantes ou em regides de DNA em
simples fita, contamos o numero de foci de BrdU por célula em condi¢des néo
desnaturantes, de modo que os foci visualizados correspondiam a regifes de ssDNA
expostas em decorréncia do tratamento com FGF2, ou naturalmente ocorrentes nas
células Y1. Estas regides resultam do empacamento de forquilhas de replicacéo e
desacoplamento da DNA polimerase Ill e da helicase, que continua abrindo a dupla

fita de DNA, embora a DNA polimerase Ill n&o esteja incorporando novos
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nucleotideos. Esta abordagem mostrou que, sob condi¢cdes normais de crescimento,
as células Y1 apresentaram apenas alguns foci de ssDNA por célula, enquanto que
a estimulagdo com FGF2 aumentou muito a quantidade de foci de DNA exposto na

forma de simples fita por célula (Figura 10, E).

Este conjunto de resultados indica que as células Y1, mesmo em condi¢gbes
normais de crescimento, lidam com niveis basais significativos de estresse
replicativo, e que o FGF2 exacerba estes niveis como parte dos seus efeitos

citotoxicos nessas células, provocando elevados niveis de dano no DNA.
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Figura 10: O FGF2 exacerba o estresse replicativo basal de células Y1. A: Western blotting
para YH2AX em células Y1 sincronizadas e reestimuladas com soro ou soro + 10 ng/mL
FGF2 por 24 e 36 horas (Média + Desvio padréo de dois experimentos independentes). B:
Citometria de fluxo com dupla marcagao (iodeto de propideo + yH2AX) em células Y1
sincronizadas e reestimuladas por 12, 18 e 24 horas, com soro ou soro + 10 ng/mL FGF2. C:
Quantificacdo da populagéo positiva para yH2AX em cada uma das fases do ciclo celular.
D: Imunofluorescéncia com anticorpo anti-BrdU em células Y1 em crescimento exponencial
ou tratadas com 10 ng/mL FGF2 por 24 horas. O quadrado vermelho destaca a formagdo de
foci de DNA simples fita expostos nas células tratadas com FGF2 em condi¢cdes de DNA
nativo. A exposicdo de BrdU em condi¢des desnaturantes foi medida como controle positivo.
E: Quantificacdo de foci de DNA simples fita por célula dos experimentos apresentados em
D. As barras de erros indicam média + Desvio Padrdo. Ensaio realizado em triplicata com
medida de no minimo 65 células por replicata (n = 65/ensaio). Os asteriscos (***) indicam
diferencas estatisticas significantes (p < 0.001).

5.1.2. O FGF2 ativa a Resposta de Dano de DNA e o checkpoint

dependente de ATR em células Y1.

A observacdo de que o FGF2 aumenta o estresse replicativo basal e
provoca dano no DNA nas células Y1 (Figura 10) levou-nos a investigar o
engajamento da Resposta ao Dano do DNA (DDR) e possivel ativacdo de vias de
checkpoint, que poderiam ser as responsaveis pelo bloqueio do ciclo celular
provocado pelo FGF2. Inicialmente, avaliamos o estado de ativacdo de proteinas
efetoras classicas de DDR e checkpoint, como Chkl, Chk2, Weel, p53, p21 e p38
(Niculescu et al., 1998; Lee, Kumagai and Dunphy, 2001; Rothblum-Oviatt, Ryan and
Piwnica-Worms, 2001; Bulavin, Amundson and Fornace, 2002; Reinhardt and Yaffe,
2009; Toledo et al., 2013), por Western blotting. Os resultados mostraram que o
FGF2 néo alterou os niveis de Chk2 ativa, indicando que a via de ATM-ChK2
provavelmente ndo esta envolvida na resposta ao FGF2 (Figura 11, A e B).
Entretanto, encontramos niveis basais de Chk1, Weel e CDK1 fosforiladas, os quais
foram aumentados pelo tratamento com FGF2. Os eixos p53-p21 e p38-MK2-

CDC25B/C também foram fortemente ativados pelo FGF2 (Figura 11, A e B). Estes
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resultados indicaram que o FGF2 provoca a ativagdo da Resposta a Dano no DNA e
do checkpoint, envolvendo os eixos de sinalizagcdo de ChK1l: Chkl->Weel/
CDC25B/C, ChK1->p38/ p53->p21 e ChK1->p38->CDC25B/C (Figuras 2 e 11, C).
ChK1, por sua vez, é diretamente ativada pela proteina sensora ATR, classicamente
envolvida na resposta a estresse durante a replicacdo do DNA (Tibbetts et al., 1999;
Bulavin, Amundson and Fornace, 2002; Nghiem et al., 2002; Do, Doroshow and

Kummar, 2013).

Tendo em vista os niveis constitutivos de estresse replicativo e dano no DNA
encontrados em células Y1, a presenca de niveis basais de ativagdo de proteinas
efetoras de checkpoint ndo surpreende. No entanto, estes resultados nos levaram a
especular se os niveis constitutivamente altos de RAS-GTP, caracteristicos das
células Y1, estariam provocando algum nivel de estresse mitogénico, e se seria essa
a causa da ativacdo constitutiva de vias de checkpoint nestas células. Para testar
esta hipétese, inibimos a atividade da via de MAPK com inibidor quimico de MEK,
U0126. Em células Y1 néo tratadas com FGF2, a inibicdo de MEK por 24 horas
suprimiu a ativagdo basal do checkpoint, como mostrou a reducdo dos niveis de
fosforilacdo de ChK1l e CDK1. A adicdo de FGF2, contudo, recuperou os niveis
elevados de ativagédo do checkpoint, mesmo na presenca do inibidor de MEK (Figura
11, C e D). Este resultado sugere que a estimulacdo constitutiva de MAPK em
células Y1, provavelmente condicionada por seus niveis de Ras-GTP
constitutivamente elevados, condiciona a ativacdo basal do checkpoint, e a
estimulacdo proliferativa adicional de FGF2 sobre a via de MAPK aumenta o
estresse oncogénico das células Y1, induzindo a hiperativacdo da Resposta a Dano
no DNA e do checkpoint dependente de ATR, constatados nos experimentos de

Western bloting.
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Figura 11: O FGF2 ativa a Resposta de Dano de DNA e o checkpoint dependente de ATR
em células Y1. A: Western blotting para proteinas marcadoras da Resposta a dano no DNA
e para proteinas efetoras de checkpoint, em células Y1 sincronizadas e reestimuladas com
soro ou soro + 10 ng/mL FGF2 por 24, 36 e 48 horas. Quantificagdo de dois experimentos
realizados com amostras independentes. B: Western blotting para proteinas efetoras de
checkpoint, em células Y1 tratadas ou ndo com 10 ng/mL FGF2 + U0126 (inibidor especifico
da atividade de MEK) por 24 horas.
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5.1.3. A inibicdo quimica de ATR é letal para as células Y1, e o FGF2

tem efeito multiplicativo sobre a letalidade da inibicdo de ATR.

Para confirmar que o bloqueio no ciclo celular que observamos em células
tratadas com FGF2 é provocado pela ativacdo de vias de checkpoint, inibimos a
funcdo de ATM/ATR com 2 mM de cafeina 30 minutos antes da adi¢do de FGF2. Os
perfis de ciclo celular em citometria de fluxo 48 horas apds a adicdo de FGF2
indicaram que a cafeina aliviou o acimulo de células em G2 que o FGF2 provoca
(Figura 12, A). Curiosamente, na presenca de cafeina, o FGF2 significativamente
induziu morte celular. Nenhuma alteracdo no perfil do ciclo celular foi encontrada nas
amostras controle tratadas apenas com cafeina (Figura 12, B). Corroborando estas
observacdes, ensaios clonogénicos mostraram que o FGF2 diminuiu a viabilidade
em longo prazo das células Y1, tal como anteriormente demonstrado por nosso
grupo (Costa et al., 2008), e que a associacdo com a cafeina potencializou os efeitos

toxicos de FGF2 nestas células (Figura 12, C e D).

A ativacdo de ChK1, mas ndo de ChK2 (Figura 11, A) sugeriu que a ativacao
do checkpoint induzida por FGF2 é mediada essencialmente por ATR, e ndo por
ATM. Como a cafeina inibe ambas as quinases sensoras (Sarkaria et al., 1999),
utilizamos inibidores quimicos especificos para ATR (VE-821) (Reaper et al. 2011;
Prevo et al. 2012), e ATM (KU55933) (Hickson et al., 2004), para avaliar o efeito
toxico sinérgico entre o tratamento com FGF2 e a inibicdo do checkpoint. Os
inibidores foram adicionados a cultura 30 minutos antes da adicdo do FGF2, na
concentracdo de 2 uM. Essa concentracdo é inferior a comumente usada na
literatura, 10 uM (Gole et al., 2015; Mateos-Gomez et al., 2015), e foi a mais eficaz

entre as testadas em prevenir a fosforilacéo, induzida pelo FGF2, de proteinas alvo

70



de ATM (H2AX-S139 e ChK2-T383) e ATR (ChK1-S345) (Figura 23 - apéndice).
Apds 48 horas de tratamento com os inibidores na presenca ou auséncia de FGF2, a
intensidade de morte celular em cada amostra foi avaliada por citometria de fluxo,
através da marcacgdo de anexina-Pl; e, apds 96 horas, medindo-se a porcentagem
de células com conteddo de DNA inferior ao de Gl1. O FGF2 aumentou
modestamente a morte celular em comparacdo com as amostras controle
estimuladas apenas por soro. A inibicdo de ATM néo teve efeito significativo sobre a
morte celular com ou sem FGF2. A inibicdo de ATR aumentou moderadamente a
morte celular, enquanto a associacado de VE-821 e FGF2 induziu mais de 40% da
morte celular. A comparacdo da quantidade de células mortas nas amostras tratadas
com FGF2, VE-821 ou FGF2 + VE-821 mostrou que a combinac¢ao dos dois agentes,
FGF2 + VE-821, teve efeito sinérgico na inducao de morte celular (Figura 13, A, B e
C). Novamente, os resultados de citometria de fluxo foram corroborados por ensaios
clonogénicos, que indicaram que a inibicdo de ATM é inécua para a viabilidade
celular de Y1 em longo prazo, enquanto a inibicdo de ATR inibe fortemente a
formacdo de coldnias, independentemente da estimulacdo de FGF2 (Figura 13, D).
Estes resultados indicam que as células Y1 sdo viciadas na sinalizacdo de ATR,
provavelmente devido ao seu estresse replicativo constitutivo. Conforme os dados
de citometria de fluxo mostraram, o estimulo proliferativo adicional de FGF2
antecipou o efeito altamente letal da inibicdo de ATR evidenciado no ensaio

clonogénico (Figura 13, A-D).

Em conjunto, esses resultados mostraram que as células Y1, como
anteriormente relatado por outros em amostras de tumores e lesdes pré-malignas
(Bartkova et al., 2005; Gorgoulis et al., 2005), exibem niveis basais significativos de

estresse replicativo e ativagéo constitutiva de vias de checkpoint. Na medida em que
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o FGF2 aumenta o estresse replicativo, ele agrava a dependéncia de ATR,

antecipando a letalidade que a inibicdo de ATR tem sobre células Y1.
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Figura 12: Efeito da inibicdo do checkpoint de ATM/ATR com cafeina em células Y1
tratadas ou ndo com FGF2. A: Quantificagdo de células acumuladas em G2/M por citometria
de fluxo, 48 horas ap6s adi¢cdo ou ndo de 10 ng/mL de FGF2. 2mM de cafeina foi adicionada
30 minutos antes da adicdo de FGF2. Experimento realizado em triplicata. p <0.01. B:
Quantificacao de células com conteddo de DNA inferior ao de G1, por citometria de fluxo, 48
horas apds adicao ou ndo de 10 ng / mL de FGF2. 2mM de cafeina foi adicionada ou ndo 30
minutos antes da adicdo de FGF2. Experimento realizado em triplicata. p <0.01. C: Ensaio
clonogénico de células Y1 tratadas com ndo com 10 ng / mL de FGF2 + 2mM cafeina. D:
Quantificacdo do ensaio clonogénico apresentado em C. Asteriscos indicam diferenca
estatistica entre todos os tratamentos, com p <0,05.
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Figura 13: Efeito da inibicdo especifica de ATR ou ATM em células Y1 tratadas ou ndo com
FGF2. A: Grafico representativo de 3 experimentos independentes de citometria de fluxo
com células Y1 em crescimento exponencial + 10 ng/ml FGF2 por 48h + 2uM do inibidor de
ATM, KU-55933 (KU), ou do de ATR, VE-821 (VE). A marcacao dupla de Anexina V e lodeto
de propidium (PI) foi usada como indicativo de morte celular. B: Quantificacdo dos
experimentos descritos em A. As barras de erro indicam média £ Desvio padréo de células
vivas (n=3, experimentos independentes). (***) indica p < 0,001. (**) refere-se a diferencas
significativas em relagdo & amostra controle tratada com FGF2. C: Quantificacdo de células
com contetdo de DNA inferior ao de G1, por citometria de fluxo, 96h ap6s adi¢cdo ou ndo de
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10 ng/mL FGF2 + 2uM VE-821 ou KU55933. Duplicatas técnicas. D: Ensaio clonogénico de
células Y1 + 10 ng/mL FGF2 + 2uM de VE-821 ou KU55933.

5.1.4. Eliminac&o das coOpias amplificadas de K-Ras torna as células Y1

imunes atoxidez de FGF2 e, também, a dependéncia de ATR.

A amplificagdo do oncogene K-ras selvagem e a superexpressao da
respectiva oncoproteina K-Ras foram descritas pela primeira vez nas células Y1 por
Schwab et al. (1983), implicando esta leséo genética na origem do fenotipo maligno
destas células. Pouco tempo depois, nosso grupo encontrou e descreveu
sublinhagens de Y1 que eliminaram a amplificagdo de K-ras através da perda
espontanea dos cromossomos M1 e M2, portadores das cépias de K-ras (Kimura
and Armelin, 1988). Estas sublinhagens de Y1 revelaram-se incapazes de gerar
tumores quando implantadas em camundongos Nude, nos quais a linhagem parental
Y1 originou tumores agressivos em poucos dias (Kimura & Armelin, resultados néo
publicados de 1988-91); o conjunto destas observagOes experimentais sugeriram
gue o fendtipo maligno das células Y1 é dependente da amplificacdo de K-ras. Duas
décadas depois, colegas de nosso grupo, dos quais nao fui contemporanea,
utilizaram uma construcdo induzivel do mutante dominante-negativo Ras-N17,
conhecido h& décadas por bloquear a atividade de todas as formas de Ras (Feig and
Cooper, 1988), para demonstrar experimentalmente que a toxicidade de FGF2 em
células Y1 dependia de altos niveis de K-Ras-GTP (Costa et al., 2008). A razao
deste resumo € lembrar que a linhagem Y1 de células malignas foi por um breve
momento histérico um modelo celular de notério valor heuristico na biologia do
cancer, no laboratério pioneiro de Bishop e Varmus (Schwab et al., 1983). Mas, nos
25 anos seguintes, permaneceu sendo explorada apenas em nosso grupo, no qual

74



sucessivas levas de doutorandos e pds-doutorandos fizeram progressos suficientes
para embasar 0s avan¢cos moleculares mecanisticos agora alcancados neste

trabalho.

Assim, nessa sequéncia de abordagens, editamos o genoma de Y1 para
remover as copias amplificadas de K-Ras, usando a técnica de edicdo gendmica
mediada por Cas9 (CRISPR, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats). ApOs a sele¢cdo com puromicina, a sublinhagem policlonal resultante (Y1-
4K) apresentou morfologia semelhante a das células parentais e a das células
controle transduzidas com uma sequéncia randémica (Y1-SCB) (figura 14, A).
Apesar desta grande semelhanca morfolégica, a edicdo do genoma mediada por
Cas9 reduziu eficientemente os altos niveis constitutivos da proteina K-Ras
encontrados nas células controle Y1-SCB e nas células Y1 parentais (Figura 14, B).
Portanto, é razoavel concluir que a acdo de Cas9 levou, nas células Y1-4K a
eliminagdo das mdultiplas copias do proto-oncogene selvagem K-ras, sabidamente

amplificado nas parentais Y1.

Em seguida, investigamos se a expressao sumariamente reduzida de K-Ras
afetou a viabilidade ou a proliferacédo das células Y1, bem como seu potencial efeito
protetor contra a toxicidade do FGF2. Ensaios clonogénicos mostraram que a
viabilidade das células Y1-SCB e Y1-4K foi a mesma das células parentais Y1. Além
disso, a deplecdo de K-Ras impediu os efeitos toxicos de FGF2 na viabilidade de
Y1-4K (Figura 14, C). Quanto a proliferacéo celular, curvas de crescimento indicaram
gue as células Y1-4K proliferam significativamente mais rapido do que as células Y1
e Y1-SCB, e o FGF2 nao afetou a proliferagdo celular nesta sublinhagem sem

expressdo de K-Ras (Figura 14, D). Em contraste com estas observacdes em
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substrato sélido, a deplecdo de K-Ras restringiu a proliferacédo de células Y1-4K sob
condi¢cdes de crescimento ndo aderentes (Figura 14, E). Este conjunto de resultados
mostra que a deplecéo de K-Ras favorece a viabilidade e proliferacdo celulares em
substrato sélido, mas compromete o potencial maligno neste modelo celular indicado

pela incapacidade desta sublinhagem de crescer em suspenséao (Figura 14, E).

Em seguida, investigamos se a deplecdo de K-Ras teria sido suficiente para
prevenir a morte celular induzida pela combinacdo de FGF2 com a inibigcdo de ATR
nessas células. Para este fim, tratamos células Y1-SCB e Y1-4K com FGF2 e VE-
821 por 72 horas e medimos a morte celular por citometria de fluxo. Os resultados
das células Y1-SCB, conforme esperado, foram semelhantes aos mostrados para
células parentais Y1, com a combinagdo de FGF2 e VE-821 induzindo mais de 30%
de morte celular. Por outro lado, em células Y1-4K, a deplecdo de K-Ras teve
grande efeito protetor sobre a morte celular induzida pela combinacdo de FGF2 e
VE-821 (Figura 14, F). Os ensaios clonogénicos corroboraram esses resultados,
mostrando que a deplecao de K-Ras protege as células Y1-4K do efeito toxico da
combinagéo de FGF2 + inibicdo de ATR (Figura 14, G). Em conjunto, esses dados
indicam que a elevada expressédo constitutiva de K-Ras condiciona as células Y1 &

toxicidade de FGF2 e a sensibilizagdo a inibicdo do checkpoint de ATR.
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Figura 14: A deplecao de K-Ras previne a toxicidade do FGF2 sobre células Y1, bem como
sua sensibilidade & inibicdo do checkpoint dependente de ATR. A: Morfologia das células
Y1-scr e da sublinhagem policlonal Y1-4K em cultura, apds selecdo com puromicina,
tratadas ou ndo com FGF2. B: Western blotting evidenciando a eliminacdo da expressao de
K-Ras na sublinhagem Y14K. C: Ensaio clonogénico indicando que a deplecdo de K-Ras
nas células Y1-4K as protege do efeito citotéxico do FGF2. D: Curvas de crescimento
representativas comparando a proliferacdo de Y1 parental, Y1-scb como controle e células
Y1-4K, depletadas de K-Ras, tratadas ou ndo com FGF2. As barras de erro indicam média +
Desvio padrdo de triplicatas técnicas. Os asteriscos indicam diferengas significativas em
relacdo a condicao controle de Y1. (**) indica p <0,01 e (***) indica p < 0,001. E: Ensaio de
proliferagdo em condi¢Bes ndo aderentes comparando células Y1-scb e Y1-4K, (***) indica p
< 0,001. F: Citometria de fluxo para andlise da intensidade de morte celular induzida por
FGF2, VE-821, ou a combinacdo de ambos, sobre células Y1-scr e Y1-4K. As barras de erro
indicam média + Desvio padrao de células vivas (n = 3, experimentos independentes). (****)
indica p < 0,001. (#) refere-se a diferengas significativas em relagdo a amostra controle
tratada com FGF2. G: Ensaios clonogénicos representativos comparando a viabilidade a
longo prazo das células Y1-scb e Y1-4K tratadas com FGF2, VE-821 ou a combinaacao de
ambos. As células foram tratadas por 48 horas e, ap0s este periodo, os tratamentos foram
lavados e as placas foram cultivadas em meio completo durante 10 dias adicionais e depois
fixadas e coradas.

5.2. Investigacdao do mecanismo de resisténcia ao FGF2

Buscando entender o mecanismo de citotoxicidade do FGF2, adotamos
como estratégia complementar neste trabalho a investigacdo dos fendtipos e
gendtipos de sub-linhagens clonais resistentes ao FGF2, a partir de informacdes
previamente descobertas em nosso grupo e detalhadas adiante. A emergéncia de
resisténcia por selecdo clonal representa o0 que talvez seja o maior desafio
enfrentado clinicamente para as terapias disponiveis contra tumores. NoOS
perguntamos quais seriam 0s processos envolvidos na emergéncia de resisténcia ao
FGF2 em uma populagéo celular frente a resposta de estresse provocada por ele e
descrita nos resultados até agora apresentados. Para esta investigacdo, elegemos
como modelos 2 sublinhagens que eliminaram a alta expressao de K-Ras (Y1FR-C e

Y1FR-F), bem como a Unica que manteve a alta expressado desse oncogene (Y1FR-
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). Primeiramente, verificamos se estes padrdes de expressdo de K-Ras nessas

sublinhagens estavam conservados (Figura 15, A).

5.2.1. As sublinhagens resistentes ao FGF2 apresentam morfologia
mais saudavel na presenca de FGF2, e dependem deste fator para proliferar em

cultura.

Para manter a pressao seletiva, as sublinhages Y1FR sempre foram
cultivadas com 10 ng / mL de FGF2 no meio de cultura. A exclusédo do FGF2
mostrou que elas ndo apresentam morfologia saudavel em meio suplementado
apenas com soro. Quando crescem com FGF2, as sublinhagens resistentes
apresentam morfologias semelhantes a das células parentais Y1, exceto por
apresentarem muitas projecdes citoplasmaticas curtas e finas. Sem FGF2, as
culturas apresentaram sinais de fragmentos celulares, indicativo de morte, e as
células sobreviventes apresentaram uma quantidade notavel de granulos

citoplasmaticos (Figura 15, B).

As curvas de crescimento das sublinhagens Y1FR-C, Y1FR-F e Y1FR-I
mostraram que elas ndo sé séo resistentes ao efeito antiproliferativo do FGF2, como
também dependem de sua sinalizacdo para proliferar. O crescimento da populagéo,
contudo, se da em velocidade 4 vezes menor, no caso da Y1FR-C e Y1FR-Il, ou 2
vezes menor, no caso da Y1FR-F, em relacdo a velocidade de proliferacdo das

células parentais Y1 (Figura 15, C).

Também avaliamos se as sublinhagens resistentes ao FGF2 mantiveram o

fendtipo diferenciado das células parentais. As células Y1 derivam do coértex da
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glandula adrenal e mantém conservadas as caracteristicas funcionais de seu tecido
de origem, ou seja, sdo responsivas ao hormonio adrenocorticotropico (ACTH),
produzindo horménios esteroides (Yasumura, Buonassisi and Sato, 1966; Rainey,
Saner and Schimmer, 2004). SF1 (steroidogenic fator-1) € um fator de transcricdo
cujos alvos incluem genes de enzimas esteroidogénicas e o receptor de ACTH
(Bertherat, 1998), sendo determinante, portanto, para a identidade funcional das
células. A expressdo de SF1 é restrita a glandula adrenal, gbnadas, pituitaria e
nacleo ventromedial do hipotalamo (Ingraham et al., 1994; Bertherat, 1998). Por
isso, para avaliar se as sublinhagens Y1FR mantiveram o fenétipo especializado das
células parentais, comparamos o nivel de expressdo de SF1 entre as células Y1 e
os clones Y1FR, com e sem suplementagdo de FGF2. Verificamos que, apesar das
intensas mudancas cariotipicas que ocorreram durante o processo de selecdo com
FGF2, as quais serdo descritas adiante, os clones Y1FR continuam expressando
SF1, sugerindo a manutencdo do fendtipo especializado nessas sublinhagens

(Figura 15, D).
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Figura 15: Caracterizacdo das sublinhagens de Y1 Resistentes ao FGF2 (Y1FRs). A:
Expressdo de K-Ras total em Y1 e sublinhagens Y1FR-, carenciadas (C), estimuladas com
soro (S), com FGF2 apenas (F), ou com soro+FGF2 (SF). B: Morfologia de Y1 e Y1FRs em
cultura, com e sem FGF2. C: Curvas de crescimento das linhagens indicadas, tratadas ou
ndo com 10 ng / mL de FGF2, experimento realizado em triplicatas. D: Western bloting para
o Steroidogenic factor 1, marcador da funcé@o do cortex adrenal.

5.2.2. As sublinhagens resistentes ao FGF2 apresentam o0 mesmo
padrdao de expressdo de isoformas de receptores de FGFs das células

parentais Y1.

Dados anteriores do laboratorio sugeriam que o FGF2 exercia o seu efeito
citotéxico em células murinas transformadas com Ras através do receptor 1 de FGF
(FGFR1) (Salotti et al., 2013). Dado que o FGF2 apresenta afinidades especificas as
diferentes isoformas traduzidas a partir de cada gene FGFR (Holzmann et al., 2012),
tornou-se importante conhecer o conjunto de isoformas de FGFR expressas pelas
sublinhagens resistentes, de modo a obter evidéncias sobre a possivel alteracdo do
padrdo de receptores expressos durante a emergéncia do fendétipo resistente. Além
disso, a mudanca do conjunto de isoformas de FGFR expressas poderia explicar o
fendtipo resistente do clone Y1FR-I, apesar da manutencédo dos altos niveis de K-

Ras.

Primeiramente, quantificamos de forma absoluta os transcritos das isoformas
lll-b e lll-c de FGFR1, FGFR2 e FGFR3, e também de FGFR4, que ndo sofre
splicing alternativo entre os exons 8 e 9, existindo apenas com o exon 9 (isoforma
lll-c) (Eswarakumar, Lax and Schlessinger, 2005). Essa quantificacéo foi feita nas
células Y1 e nos clones Y1FR por RT-gPCR. Adotamos uma abordagem que nos
permitiu distinguir as isoformas Ill-b e lll-c de cada FGFR porque desenhamos

primers complementares as regides do exon 8 (isoformas lll-b) ou 9 (isoformas lllI-c).
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O gréfico do item A da figura 16 apresenta o padrdo de expressédo das
isoformas de FGFR na linhagem parental Y1 e em 6 de seus clones resistentes ao
FGF2, incluindo o clone Y1FR-l, que manteve a alta expressdo de K-Ras.
Coerentemente com a sua origem mesenquimal (Zhang et al., 2006), as células Y1
expressaram principalmente as isoformas lll-c dos FGFRs-1, 2 e 3. FGFR1 foi o
receptor mais expresso, e FGFR4 foi 0 menos expresso. Esse padréo de expressao
de isoformas de FGFR foi mantido em todas as sublinhagens Y1FR analisadas
(Figura 16, A). O Item B da figura 16 apresenta o ranqueamento da ordem de
expressdo das isoformas dos receptores e analise da correlacdo entre a ordem de
expressao das isoformas na linhagem parental Y1 e em cada sublinhagem resistente
ao FGF2. Essa analise deixou claro que todas as sublinhagens resistentes
apresentam a mesma ordem de expressdo das isoformas de receptores de FGF,
com apenas uma ou outra inversao entre as isoformas menos expressas (Figura 16,
B), constituindo uma evidéncia consistente de que ndo houve mudanca do padrdo

de expressao de isoformas de receptores de FGF durante a selegdo com FGF2.

A andlise ao nivel protéico por imunoprecipitacdo seguida por Western
blotting ndo pdde distinguir entre as isoformas llI-b e lll-c de cada FGFR, devido a
inexisténcia de anticorpos especificos para as isoformas. A analise de expressao
dos FGFRs-1 a 4 sugere que as sublinhagens resistentes expressam quantidades
totais menores dos receptores testados (Figura 16, C). O aparecimento de multiplas
bandas no blotting € normal, uma vez que existem diversas isoformas de cada
receptor, que podem variar em tamanho por diversos motivos, como glicosilacéo e
existéncia de isoformas truncadas (Ueno et al., 1992; Duchesne et al., 2006). Como
controle negativo, aplicamos o protocolo da imunoprecipitacdo sem adicdo das

proteinas celulares.
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Figura 16: Andlise do padrdo de expressdo de isoformas do receptor de FGF2 em células
Y1 e Y1- Resistentes ao FGF2 (Y1FRs). A: Quantificacdo absoluta dos transcritos das
isoformas lll-b e lll-c de cada FGFR por RT-gPCR. Experimento realizado em triplicata com
amostras independentes, sendo que cada uma delas foi realizada com triplicatas técnicas.
B: Analise do grau de correlacdo entre a ordem de expressao das isoformas de FGFR, entre
as células parentais e cada um dos clones Y1FR- analisados. rs indica o coeficiente de
correlacdo de Spearman. C: Imunoprecipitacdo + Western blotting de cada receptor de FGF
na linhagem Y1 e cinco sublinhagens resistentes ao FGF2, inclusive a Y1FR-I, com altos
niveis de K-Ras. CN: controle negativo.

5.2.3. As sublinhagens Y1FR perderam a expressao elevada de K-Ras
por eliminagcdo completa do cromossomo M1, e mantém estritamente o

cromossomo M2, cujas cOpias de K-ras estdo silenciadas.

85



A eliminacdo da alta expresséo de K-Ras nas sublinhagens Y1FR levou-nos
a investigar os niveis de transcricdo do gene K-ras nessas células. Ensaios de RT-
gPCR mostraram que as sublinhagens Y1FR transcreveram o gene K-ras a uma
taxa de 10% a 10 vezes menor do que a das células parentais Y1 (Figura 17, A e B),
sugerindo que a pressao seletiva de FGF2 favoreceu células que eliminaram a
expressdo das copias amplificadas do oncogene. O clone Y1FR-l, que manteve
elevada a expressdo protéica de K-Ras, apresentou uma taxa de transcricdo do
gene equivalente a aproximadamente o dobro de Y1FR-F, e a 10 vezes maior que a
das células Y1FR-C, embora ainda assim sua taxa de transcricdo de K-ras tenha
sido aproximadamente 10 vezes menor que a das células parentais Y1 (Figura 17,
A e B), sugerindo que a expressao elevada da proteina K-Ras nestas células pode

dever-se a mecanismos pdés-transcricionais.

A observacdo de que as sublinhagens resistentes ao FGF2 eliminaram a alta
expressdo de K-ras levantou a hipétese de eliminacdo dos cromossomos
marcadores das células Y1 (M1 e M2), que carregam a amplificacdo de K-ras. Por
isso, analisamos citogeneticamente as células Y1, Y1FR-A, Y1FR-C, Y1FR-F e
Y1FR-l. Também analisamos um clone de Y1 que foi engenheirado em nosso
laboratério para atender a outros propoésitos e que superexpressam ciclina D1
(Y1D1-G), e duas sublinhagens resistentes ao FGF2 que foram isoladas a partir

dele, Y1ID1G-FR5.3 e Y1D1G-FR10.4.

Nas células parentais, M1 foi encontrado em 97% das placas metafasicas
analisadas, e M2, em 100 % (n=135), indicando que os cromossomos marcadores
estdo conservados na populacdo. Em todas as sublinhagens resistentes, no entanto,

0 cromossomo M1 n&o foi encontrado em nenhuma do total de 153 placas
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metafasicas analisadas (Tabela 3; Figura 17, C), indicando que a sele¢cdo com FGF2

favoreceu as células que eliminaram o cromossomo M1.

Apesar da eliminacdo estrita do cromossomo M1, 0 outro cromossomo que
carrega aproximadamente metade das copias amplificadas de K-ras, M2, foi
consistentemente mantido nas sublinhagens resistentes, estando presente em 94%
das 153 placas metafasicas amostradas (Tabela 3; Figura 17, C). Os niveis muito
baixos da proteina K-Ras observados nas sublinhagens Y1FR (Figura 12, A), no
entanto, sugerem que as copias do gene K-ras carregadas por M2 estéo silenciadas
nas sublinhagens resistentes. Esses resultados ndo permitem avaliar se o
silenciamento das copias de K-ras do cromossomo M2 ocorreu durante a selegéo
com FGF2, ou se as cOpias ja estavam silenciadas nas células parentais. Entretanto,
elas permanecem ativaveis pelo menos na sublinhagem Y1FR-I, que manteve os
altos niveis de expressdo de K-Ras, apesar de ter eliminado o cromossomo M1,

restando apenas o M2 como fonte de copias do oncogene.

Tabela 3: Frequéncia dos cromossomos M1 e M2 nas células parentais Y1 e suas

sublinhagens resistentes ao FGF2.

Perguntamo-nos o que poderia explicar a altissima prevaléncia de M2 frente

a pressao seletiva do FGF2 para eliminacdo das coOpias de K-ras, como sugeriu a
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eliminacado completa de M1. A marcacao dos genes ribossomais transcricionalmente
ativos com a técnica de bandeamento Ag-NOR (Nucleolar Organizing Regions)
(Goodpasture and Bloom, 1975) revelou que todas as regibes organizadoras de
nucléolo descritas para Mus musculus (Henderson, Eicher and Harbor, 1974,
Henderson et al., 1976; Dev et al., 1977) estdo desligadas nas células Y1 e Y1FR. O
Gnico cromossomo que transcreve RNA ribossémico € o M2, tornando-o essencial
para a sobrevivéncia celular (Tabela 3, Figura 17, C e D). Esses resultados indicam
que a eliminacdo das coépias amplificadas de K-ras é um pré-requisito para a

emergéncia do fendtipo resistente ao FGF2.

Os itens E e F da figura 17 apresentam cariétipos representativos das
linhagens Y1 e Y1FR, respectivamente, nos quais pode-se observar a presenca de
ambos cromossomos marcadores nas células parentais, e apenas de M2 nas células
resistentes. Todos os cariétipos construidos durante o estudo citogenético dessas

linhagens celulares estdo apresentados como apéndices a esta tese.
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Figura 17: As sublinhagens Y1FR estritamente eliminaram o cromossomo M1 e
conservaram o M2. A: Quantificacéo relativa dos transcritos de K-Ras nas células Y1 e 3
clones Y1FR-, inclusive Y1FR-l, que manteve a alta expressdo da proteina K-Ras. B:
Mesmo experimento apresentado em A, em outra escala, de modo a permitir a visualizacdo
das diferencas de expressdo entre as sublinhagens Y1FR-. C: Frequencia dos
cromossomos M1 e M2 nas células Y1 versus Y1FRs. p < 0,002. D: Placas metafasicas de
células parentais (a,b) e de sublinhagens resistentes ao FGF2 (c, d), coradas pela técnica
Ag-NOR, evidenciando as Unicas regides organizadoras de nucléolo ativas nessas células
localizadas no cromossomo M2. E: Cari6tipo representativo das células Y1, corado pela
técnica de banda-G. F: Cari6tipo representativo das células Y1FR (Y1D1G-FR10.4 é
mostrado como modelo), corado pela técnica de banda-G, evidenciando a auséncia do

cromossomo M1.
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5.2.4. As sublinhagens resistentes ao FGF2 mostraram baixissimos
niveis basais de K-RAS-GTP e eliminaram a expressédo da principal RasGEF

gue as células parentais expressam.

Nossos resultados anteriormente publicados (Costa et al., 2008) mostraram
gue as células parentais Y1 mantém altos niveis basais da forma ativada de K-Ras,
isto é, K-Ras-GTP. Estes altos niveis de K-Ras-GTP correlacionaram-se com 0S
seguintes tracos fenotipicos das células parentais Y1: a) potencial tumorigénico em
camundongos Nude; b) caracteristicas de célula transformada em cultura; c)
sensibilidade a acgéo citotdxica de FGF2. Obviamente, as sublinhagens Y1FRs com
reduzidissima expressao de K-Ras total ndo poderiam expressar niveis basais altos
de K-Ras-GTP, fato que explicaria sua resisténcia a FGF2. Por outro lado, nao
sabiamos quais os niveis de K-Ras-GTP nas Y1FR-I, que também ¢€ resistente a
FGF2, mas exibe elevados niveis de expressado de K-Ras total. Para resolver estas
davidas, medimos quantitativamente os niveis de K-Ras-GTP nas trés sublinhagens
de Y1 que elegemos como modelo, através do conhecido ensaio de pull down, que
utiliza a associacdo de K-Ras-GTP ao dominio de ligacdo a RAS da proteina RAF,

que € substrato especifico natural de RAS-GTP.

Analisamos as sublinhagens resistentes em trés condi¢cdes de crescimento:
sem soro e sem FGF2 por 24 horas (carenciadas); estimuladas com 10% de soro,
mas sem FGF2 por 24 horas; e em crescimento exponencial (10% de soro + FGF2).
No caso das células parentais Y1, analisamos a condicdo carenciada, que
corresponde a auséncia de soro por 48 horas; crescimento exponencial (10% de
soro), e crescimento exponencial com adi¢cdo de FGF2 por 24 horas (10% de soro +

FGF2). Como esperado, as sublinhagens Y1FR-C e Y1FR-F, com baixissimos nivéis
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de K-Ras total, ndo mostraram valores detectaveis de K-Ras-GTP. Porém, as Y1FR-
I, que expressam altos niveis K-Ras total, também n&o mostraram niveis
significantes de K-RAS-GTP (Figura 18, A). Portanto, a sensibilidade das células Y1
a acdo citotoxica de FGF2 depende de outros fatores além dos altos niveis de

expressao de K-Ras total.

Recentemente, nosso grupo de biologia computacional (Marcelo Reis e
outros, 2014 e 2016) desenvolveu um modelo dindmico matemético-computacional
do ciclo K-Ras-GDP < K-Ras-GTP em células Y1. Simulagdes computacionais com
esse modelo permitiram prever que altos niveis basais de K-Ras-GTP em células Y1
s6 sdo possiveis de existir se as células expressarem um segundo Ras-GEF
(Guanine-Exchange Factor) independente de estimulacao por FGF2, além de SOS-1

/ 2, que dependem de estimulagdo por FGF2.

Para testar experimentalmente esta previsdo computacional, investigamos
os niveis de expressdo dos membros das familias de Ras-GEFs conhecidas (SOS,
GRP e GRF), por RT-gPCR, nas mesmas condi¢cdes em que medimos os niveis de
K-Ras-GTP. Em células Y1 carenciadas, o item B da figura 18 mostra os niveis de
expressdo de cada GEF relativos ao nivel de SOS1; GRP4 foi a GEF predominante
nas células parentais, sendo transcrita 8 e 10 vezes mais que, respectivamente,
GRF2 e SOS1. A figura 18, C mostra os niveis de cada GEF em todas as linhagens
e condi¢Oes de crescimento avaliadas, sempre relativos ao nivel do respectivo Ras-
GEF em células Y1 carenciadas. O destaque nestes resultados de expressao génica
€ que GRP4, GEF predominante nas células Y1, estd ausente em todas as
sublinhagens resistentes ao FGF2, inclusive naquela com altos niveis de K-Ras

total, isto é, Y1FR-I. Portanto, provavelmente, os altos niveis basais de K-Ras-GTP
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encontrados nas células parentais Y1 dependem concomitantemente de alta

expressao de K-Ras total e de altos niveis de atividade de GRPA4.
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Figura 18: Analise d os niveis de K-Ras-GTP e de expressao dos mRNAs dos RasGEFs
nas células parentais Y1 e nas trés sublinhagens Y1FR-C, -F e -I. A: Pull down assays de K-
Ras-GTP nas células Y1 e nas sublinhagens Y1FRs. Car: carenciada, Exp: crescimento
exponencial (com FGF2), EXP -F:. Estimulada com soro mas sem FGF2. B: Niveis de
expressdo de mRNA dos RasGEFs em Y1 carenciadas em relacdo a SOS1. C: Niveis de
MRNA dos RasGEFs para todas as linhagens celulares, tendo sempre como referéncia os

niveis do respectivo RasGEF em Y1 carenciada.
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5.2.5. As sublinhagens Y1FR s&o estaveis cariotipicamente, embora
apresentem aneuploidia mais severa do que as células parentais e apresentem

mais cromossomos fusionados.

A analise citogenética das células parentais e clones Y1FR revelou outras
peculiaridades dessas células que nos chamaram a atengcdo. A contagem de
cromossomos revelou que as sub-linhagens Y1FR s&o mais severamente
aneuploides do que as células parentais Y1, cada clone tendo eliminado
aproximadamente 5 cromossomos em média a partir do conjunto de 38
cromossomos das células parentais (Y1D1G-FR10.4 perdeu ndo 5, mas 3
cromossomos) (Tabela 4; Figura 19, A). Apesar de tamanha perda de material
genético, o nimero de cromossomos por célula em cada sublinhagem é bem
definido, ou seja, apresenta um desvio bastante estreito, indicando que os cariétipos
das sublinhagens Y1FR sao estaveis (Tabela 4). Curiosamente, a sublinhagem que
manteve a alta expressdo de K-Ras foi excecdo: ela apresentou muito mais
cromossomos do que as células parentais, e com um desvio muito grande (2n variou
de 31 a 79), indicando que essa sublinhagem é citogeneticamente instavel (Tabela

4; Figura 19, A).
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Tabela 4: Contagem do numero de cromossomos das células Y1 e de cada
sublinhagem Y1FR.

Numero de

Linhagem N° amostral CTOMOSSOMOS

(Média £ DesvPad)
Y1 74 37.5+3.5
Y1-DIG 71 38,2 + 1.4
Y1FR-A 15 33,337
Y1FR-C 50 32.6 £+ 4.4
Y1FR-F 17 32.4+4.2
YIDIG-FR5.3 60 33.6 £ 3.8
Y1D1G-FR10.4 16 35.1+2.7
YIFR- (Alta 18 53,6 +15.6
expressdo de K-Ras

Além da aneuploidia agravada nos clones resistentes ao FGF2, sua andlise
citogenética também revelou que eles possuem maior numero de fusdes
cromossOmicas do que as células parentais. Ndo existem na literatura trabalhos que
avaliaram a frequéncia de fusdes cromossdmicas no cariotipo das células Y1. Nés
encontramos uma fuséo frequente, em 52,8% das células parentais Y1 analisadas,
cujo padrdo de bandas G dos cromossomos envolvidos era conservado (Figura 19,
B). Pelo padrdo de bandas, identificamos que os cromossomos envolvidos na fuséao
podem ser o 5 e 18, porém esta hipétese ndo foi confirmada por outro método. A
mesma fusdo cromossdmica foi encontrada nas sublinhagens resistentes ao FGF2,
em frequéncias variaveis, mas sempre altas (Tabela 5). Ndo pudemos avaliar as
implicagbes que essa fusdo possa ter tido, ou ndo, para o fenotipo e expressao
génica das células Y1 e Y1FR. Mas, para além desta, percebemos que outras

fusbes cromossOmicas, com padrdes de bandas varidveis, eram mais frequentes nas
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placas metafasicas de sublinhagens resistentes ao FGF2 do que nas de Y1. Por
isso, contamos o numero de cromossomos fusionados nas células parentais e em
cada sublinhagem resistente. Constatamos que algumas delas de fato apresentam
mais cromossomos fundidos do que as células parentais, especialmente a
sublinhagem que manteve os altos niveis de expressdo de K-Ras total e cujo

cariotipo € instavel (Y1FR-I) (Figura 19, C).

Tabela 5: Frequéncia da fusdo entre os cromossomos, possivelmente, 5 e 18 nas

células Y1 e em cada sublinhagem Y1FR.

Y1l |Y1FR-A|YIFR-C|Y1FR-F Y1FR-1|YID1G-FR5.3|Y1D1G-FR10.4

S —
eqUencia @al o, con | 50.0% | 87.0% | 92.3% |100.0%|  96.7% 100.0%
fusao 5-18

N° amostral | 53 6 46 13 14 60 16

A fusdo de cromossomos ndo homoélogos resulta do reparo de DNA por
juncdo de pontas ndo homoélogas (Non-Homologous End Joining) em resposta a
dano no DNA do tipo quebra de dupla fita (Lieber, 2011). Esse tipo de dano provoca
a fosforilacdo do residuo de serina 139 da histona H2AX (yH2AX), cujas evidéncias
constatamos nas células Y1 em resposta ao tratamento com FGF2 (Figura 10, A e
B). Acreditamos que seja possivel que a maior frequéncia de cromossomos
fusionados nas sublinhagens resistentes apds a selecdo com FGF2 resulte do dano
no DNA que este fator provocou nas células Y1, durante o processo de selecéo,
como resultado da exacerbacdo do estresse replicativo basal dessas células (Figura

10).

97



>
oo

80 — _!*_ 14 *-
| 1
' 12 — .
70 — L 8 i
0 2 !
E 510 — |
g 60 — = i
7] = * *
7] = ]
9 * v 8 — o o L
= =]
S 50 — . = *
: " * " % 6 — o - o L
= -— --— * * z : :
2 — - =
7 40 ’;‘ ! | Il | T _:,_ - g 4 @ I I @ _:_ 1
1
-+ I w —| !
30 —| H o I—v—l T E - ;O 2 - i
I 1 D 1 7 | ]
- [ - | | =~ 1 1
- - I P - 1 1
. 0 — o A — o —
20 T T : T a T T : T : : T : T
Parental Y1D1G- Y1D1G- Y1FR- Y1FR- Y1FR Y1FR Parental Y1D1G- Y1D1G- Y1FR- Y1FR- Y1FR Y1FR
FR10.4 FR5.3 A C -F -l FR10.4 FR5.3 A C -F -l

Figura 19: Contagem do numero de cromossomos total e fusionados nas células Y1 e
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5.2.6. Os clones resistentes ao FGF2 também sdo propensos a
hiperativagcdo da Resposta a Dano no DNA e a dependéncia da sinalizacéo de

ATR para proliferar e sobreviver.

Como demonstramos anteriormente, as sublinhagens selecionadas para
resisténcia ao FGF2 dependem deste fator para proliferar (Figura 15, C).
Investigamos se a eliminacédo da alta atividade de K-Ras nas células Y1FR (Figura
15, A) condicionou a eliminagcdo da ativagdo constitutiva da Resposta a Dano no
DNA e a dependéncia da sinalizacéo de ATR, exibidas pelas células Y1 e agravadas
na presenca de FGF2 (Figuras 11 e 12). As sublinhagens resistentes também
exibiram niveis basais de yH2AX, em condi¢cbes de crescimento exponencial (soro +
FGF2) ou mesmo apds 24 horas sem FGF2. Nas sublinhagens Y1FR-C e Y1FR-G,
os niveis de yH2AX foram praticamente os mesmos, com ou sem FGF2. A Y1FR-D,
apresentou maior nivel de yH2AX na auséncia de FGF2, enquanto a Y1FR-F e
Y1FR-I apresentaram maiores niveis na presenc¢a de FGF2 (Figura 20). Os niveis de
YyH2AX nas sublinhagens resistentes, portanto, ndo parecem ter relacdo com a
presenca do FGF2. E possivel que eles sejam resultado da nova configuragio
genbmica dessas células, que apresentaram significativa perda de material genético

(Figura 20; Tabela 4).

Também verificamos que, como nas células parentais Y1, os niveis basais
de dano no DNA das células Y1FR provocou a ativagdo das vias ChK1-Wee-CDK1,
p53-p21 e p38-MK2-CDC25B, dependentes de ATR (Tibbetts et al., 1999; Bulavin,
Amundson and Fornace, 2002; Nghiem et al., 2002; Do, Doroshow and Kummar,
2013). Contudo, a ativacdo destes trés eixos de sinalizagdo de checkpoint nas

sublinhagens resistentes ocorreu somente, ou principalmente, no caso de p38, na
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presenca do FGF2 (Figura 20). Além disso, os clones Y1FR também expressaram

constitutivamente niveis totais de p53 bastante elevados em relacdo as células

parentais, os quais sédo fortemente ativados na presenca do FGF2 (Figura 20). Como

a proliferacdo das sublinhagens Y1FR é estritamente dependente do FGF2, esses

resultados sugerem que essas células, assim como as parentais, sdo dependentes

da sinalizacéo de ATR.
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Figura 20: Andlise de expresséo de proteinas marcadoras de DDR e checkpoint em células
Y1 e Y1FRs. Western bloting para yH2AX e marcadores de DDR e checkpoint nas linhagens
indicadas. Em Y1: crescimento exponencial ou tratada com 10 ng/mL de FGF2 por 24 horas.
Condi¢des em Y1FRs: crescimento exponencial (soro+FGF2) ou sem FGF2 por 24 horas.
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A seguir, analisamos por citometria de fluxo a porcentagem da populacdo de
Y1FR-C com conteiddo de DNA menor que o de G1, como indicativo de morte
celular, em resposta a inibicdo quimica das vias de checkpoint ativadas por ATR
(VE-821) e ATM (KU55933). A auséncia de FGF2 aumentou a populacdo sub-G1
neste clone (Figura 21, A e B), sugerindo que as sublinhagens Y1FR dependem do
FGF2 primeiramente para sobreviver. Como as células parentais Y1, as células
Y1FR-C ficaram viciadas na sinalizagdo de ATR, como mostraram os altos niveis de
morte celular induzidos por VE-821. A inibicao quimica de ATM, por outro lado, ndo
teve efeito significativo sobre a indugdo de morte celular (Figura 21, A e B). Esse
resultado foi observado também em ensaio clonogénico, realizado com a mesma
sublinhagem em condi¢6es normais de crescimento (soro + FGF2), acrescidas ou
nao dos inibidores de ATR e ATM. O inibidor de ATR impediu completamente a
formacdo de coldnias, enquanto o de ATM néo teve efeito aparente (Figura 21, C).
Esses resultados sugerem que a emergéncia de clones resistentes ao FGF2 a partir
da linhagem Y1 envolve a fixacdo da Resposta a dano no DNA ativa e da

sinalizacdo de checkpoint dependente de ATR para lidar com o estresse replicativo

induzido pelo FGF2.
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Figura 21: Efeito da inibicdo especifica de ATR ou ATM em células Y1 e Y1FR-C. A:
Quantificacao de células com conteldo de DNA inferior ao de G1, por citometria de fluxo, 96
horas apds retirada ou ndo do FGF2 do meio de cultura e adi¢cdo ou ndo de 2 uM do inibidor
de ATR (VE-821) ou de ATM (KU55933). Experimento realizado em duplicata. B:
Histogramas do ensaio apresentado em A. C: Ensaio clonogénico de células Y1FR-C nas
condi¢bes indicadas. FGF2 aplicado a 10 ng / mL e inibidores, a 2uM. Tratamento
sustentado.

5.3. FGF2 ativa de forma sustentada a via de MAPK-ERK1/2 e

sensibiliza células de Sarcoma de Ewing a inibidores do checkpoint de ATR.

Os dados até aqui apresentados, focados na linhagem Y1 de células
murinas transformadas por K-Ras, mostraram que ativacdo mitogénica combinada
com inibicdo da via de resposta a estresse replicativo perturbou a homeostase
destas células tumorais, resultando em morte celular. Questionamos se esta
resposta seria valida para células tumorais humanas, e para o teste desta hipotese,
usamos um conjunto de linhagens celulares da familia de sarcomas de Ewing
(ESFT): A673, RD-ES, SK-N-MC e TC-32. Elas foram testadas para a toxicidade da
combinagcdo de FGF2 e de inibidores de checkpoint celulares em condi¢des ideais
de cultura. N6s avaliamos o potencial dessa combinacdo de tratamentos em
desencadear morte celular. Assim, para cada linhagem celular, plaqgueamos um
namero adequado de células (indicados na legenda da figura 22) e, ap0s os
tratamentos, medimos morte celular por marcagdo com anexina V e/ou iodeto de
propidio através de citometria de fluxo. O regime de inibicdo do checkpoint foi de 72
horas com FGF2 combinado com o inibidor de ATM (KU-55933), ATR (VE-821) ou
ambos inibidores, uma vez que as funcdes destas quinases podem se sobrepor,

mas nao sao completamente redundantes (Cimprich and Cortez, 2008). A
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combinagédo de FGF2 com cada um dos inibidores reduziu o numero de células vivas
em maior extensdo do que 0s respectivos tratamentos como agentes Unicos em 3
dos 4 modelos de células ESFT. Em todas as células ESFT, a associacdo de FGF2
e VE-821 reduziu o nimero de células vivas para cerca de metade dos medidos
usando este inibidor de ATR como agente unico (figura 22, A), de acordo com o
papel da ATR como a principal quinase envolvida na resposta ao estresse replicativo
(Saldivar et al., 2017). A associacdo de FGF2 e KU-55933, por outro lado, resultou

em aumento significativo de toxicidade apenas nas células A673 (figura 22, A).

Em seguida, abordamos os efeitos da inibicdo de ATR na viabilidade celular
em longo prazo com ou sem FGF2. As células A673, SK-N-MC e TC-32 foram
tratadas com FGF2 e VE-821 como agentes Unicos ou combinados, por 72 horas. A
seguir, 0 meio de cultura foi removido, a placa foi lavada com PBS para remogéo
completa dos agentes adicionados, e as células foram cultivadas em meio de cultura
fresco, renovado a cada 2 dias, por 10 dias adicionais. Os resultados mostraram que
FGF2 e VE-821, como agentes Unicos, tém efeitos variaveis sobre a viabilidade em
longo prazo das linhagens celulares testadas. Por outro lado, a associagéo de FGF2
com o inibidor de ATR foi ainda mais téxica do que o esperado pelos dados de
citometria de fluxo, resultando em uma reduc¢@o macica na viabilidade celular apés
10 dias (Figura 22, B). Esses dados demonstram que a ativagdo da sinalizacdo de
FGF2 também sensibiliza letalmente células tumorais humanas a tratamentos com

inibidores de checkpoints do ciclo celular.

Finalmente, como tanto Ras quanto EWS-FLI1, assim como muitos outros
oncogenes, causam ativacdo aberrante da via de MAPK-ERK para promover

tumorigénese (Silvany et al., 2000; Dhillon et al., 2007), e motivados por nossa
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observacdo anterior de que a ativagdo basal do checkpoint de G2 era diminuida
qguando a via de MAPK era inibida (Figura 11), avaliamos se a hiperativacdo desta
mesma via faria parte do mecanismo molecular subjacente a toxicidez do FGF2.
Nossos resultados mostraram que a atividade de FGF2 mantém niveis elevados de
p-ERK1/2 em todas as linhagens celulares, exceto SK-N-MC, mesmo 24h apés a
estimulacdo (Figura 22, C). A deplecdo de K-Ras, que conforme mostrado
anteriormente protege as células Y1 contra a toxicidade do FGF2 e a sensibilizacdo
a inibicdo de ATR, preveniu a ativagao sustentada de MAPK em células Y1-4K. Além
disso, usando o0 mesmo regime de tratamento de 72 horas, a inibi¢cdo farmacologica
de MEK 1/ 2, mesmo 8 horas ap0s a estimulagdo com FGF2, impediu a toxicidade
em longo prazo desencadeada pela combinagdo de FGF2 e do inibidor de ATR em
células A673 e TC-32 (Figura 22, D). O conjunto desses resultados mostra que, ao
sustentar a hiperativacdo de MAPK-ERK1 / 2, o FGF2 reforca a dependéncia das
vias de resposta ao estresse replicativo, aumentando a toxicidade da inibicdo de

ATR em células tumorais murinas e humanas.
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Figura 22: FGF2 ativa de forma sustentada a via de MAPK-ERK1/2 e sensibiliza letalmente
células humanas ESFT para a inibicdo do checkpoint dependente de ATR. A: Citometria de
fluxo de células ESFT crescendo em meio completa na presenca ou auséncia de FGF2 por
72h, com concomitante adicdo de KU55933 (+KU), VE-821 (+VE), ou ambos (+KU +VE) nas
Ultimas 48h. Cada linhagem celular foi tratada e plaqueada nas seguintes concentracoes:
A673 - FGF2 20 ng / ml, KU 5 uM e VE 5 uM; 1x105 células foram plaqueadas. Células RD-
ES - FGF2 20ng / ml, KU 5 uM e VE 5 uM; Foram plaqueadas 2,5x10°. Células SK-N-MC -
FGF2 1 ng / ml, KU 5 uyM e VE 2 pM; foram plaqueadas 2,5x10° células. Células TC-32
FGF2 5ng / ml, KU 5 uM e VE 2 uM; 1,5x10° células foram plaqueadas. A marcacdo dupla
de anexina V / iodeto de propidio (PI) foi utilizada como indicativa de morte celular. Os
resultados sdo expressos em numeros absolutos de células por placa 72h apés a
estimulacdo. As barras de erro indicam média + Desvio padrdo de células vivas (n = 3,
experimentos independentes). (*) indica p <0,05, (**) p <0,01 e (***) p < 0,001. (#) refere-se
a diferengas significativas da amostra tratada com FGF2. B: Ensaios representativos
comparando a viabilidade a longo prazo das células A673, TC-32 e SK-N-MC tratadas com
as combinacdes de FGF2 e VE-821. As células foram plaqueadas e tratadas como descrito
em A. Apds os tratamentos, os estimulos foram lavados, as placas foram cultivadas em
meio completo durante 10 dias adicionais e depois fixadas e coradas. C: Western blots
comparando os niveis de fosfo-ERK 1/ 2 (p-ERK1 / 2) entre células Y1-scb, Y1-4K e ESFT
em presencga ou auséncia de FGF2. FGF2 (+) (10 ng / ml para Y1-scb e Y1-4K; 20ng / ml
para A673 e RD-ES; 1ng / ml para SK-N-MC e 5 ng / ml para células TC-32) foi adicionado
as células crescendo em meio de cultura completo e as placas foram coletadas 24 hora
depois. ERK total e a actina foram utilizados como controles de loading. D: Ensaios
representativos que comparam a viabilidade a longo prazo das células A673 e TC-32
tratadas com as combinagfes de FGF2 e VE-821, com ou sem a adi¢cdo do selumetinib,
inibidor de MEK. As células foram plaqueadas e tratadas como descrito em A. 8h apds a
adicdo de FGF2, foram adicionados 5 uM de selumetinib (MEKi +) as placas indicadas. 72h
apos a adicdo de FGF2, os estimulos foram lavados, as placas foram cultivadas em meio
completo durante 10 dias adicionais, e entdo foram fixadas e coradas.
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6. DISCUSSAO

6.1. Os mecanismos moleculares do efeito citotéxico do FGF2 em

células murinas Y1 e humanas ESFT, dirigidas pela sinalizacdo de Ras.

Os mecanismos moleculares do efeito citotoxico do FGF2 sobre células
transformadas por Ras foram foco de alguns projetos de doutorado desenvolvidos
em nosso laboratorio desde 2008, quando o efeito foi descrito e inicialmente
caracterizado na linhagem murina Y1 (Costa et al., 2008). Ao longo desta década,
identificamos que o FGF2 exerce um efeito antagbnico sobre esta linhagem: ativa
vias mitogénicas, estimulando a transicdo GO -> G1, mas também perturba a
progressdo por S e causa um bloqueio irreversivel em G2. Mais recentemente,
identificamos que uma porcentagem alta da populacdo celular, aproximadamente
40%, fica atrasada na fase G1, devido a mecanismos moleculares nao esclarecidos,
mas que provavelmente envolvem mudltiplos efeitos; por exemplo, desequilibrio nas
vias metabodlicas envolvidas na intensa atividade biossintética necessaria ao
crescimento celular acelerado, induzida pela hiperativacdo mitogénica. Também
descrevemos que o efeito citotoxico do FGF2 depende da atividade de Ras, Src, e
Rho-A e é processado na linhagem Y1 pelo receptor FGFR1 (Costa et al., 2008;
Salotti et al.,, 2013). Estes trabalhos fundamentaram a proposi¢cdo do projeto de
doutorado que resultou nesta tese. Nossa hipotese inicial era que o FGF2 impedia a
entrada na mitose, provocando um bloqueio do ciclo celular predominantemente em
G2. Por isso, trabalhamos com o primeiro objetivo de elucidar como o FGF2

interferiria na rede de sinalizagcdo molecular que controla a transicdo G2 -> M.
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Usando a linhagem celular Y1 como modelo, identificamos uma ativacdo basal da
via de ATR-ChK1 mesmo em células estimuladas apenas por soro, enquanto a
adicdo de FGF2 provocou uma hiperativagdo desta via (Figura 11). ATR e seus
efetores a jusante respondem a estresse replicativo, estabilizando e ajudando a
reiniciar forquilhas de replicacdo empacadas (Zeman and Cimprich, 2015). Por isso,
essa descoberta nos remeteu a dados anteriores de nosso grupo que indicavam que
o FGF2 provocava grande atraso em S e interrupgao da incorporagéao de Brd-U em
células que ja haviam iniciado a replicacdo do DNA (bioRxiv, Preprint, Dec 3,2017;
doi: http://dx.doi.org/10.1101/227496). Para confirmar a exacerbacdo de estresse
replicativo como parte do mecanismo de citotoxicidade do FGF2, investigamos o0s
niveis de dano no DNA em células tratadas ou ndo, procurando discriminar a fase do
ciclo celular em que o aumento dos niveis de histona yH2AX era desencadeado.
Novamente, identificamos um nivel basal de dano no DNA destas células, mesmo
em condi¢cdes normais de crescimento, enquanto o FGF2 provocou grande aumento
apenas quando esteve presente durante ou apdés a replicagdo do DNA (Figura 10). A
hipotese de exacerbagéo do estresse replicativo foi ainda corroborada pelo aumento
da exposicdo de trechos de DNA em simples fita quando as células foram tratadas
com FGF2, o que é um indicativo de parada ou colapso de forquilhas de replicagédo
(Nam and Cortez, 2011; Marechal and Zou, 2013). E importante ressaltar que esta
resposta foi dependente da hiperativagdo, sustentada no tempo, da principal via de
sinalizacdo mitogénica, a via de MAPK, como demonstrou o tratamento com a
inibicdo quimica de MEK, que apagou a fosforilagdo basal de ChK1l e CDK1 nas
células Y1 sem FGF2, diminuiu os niveis de fosforilagdo destas mesmas proteinas
induzidos pelo tratamento com este fator de crescimento, e protegeu as células

ESFT da letalidade induzida pela combinacdo de FGF2 e inibicdo de ATR (Figuras
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11 e 22). A observagdo de que o efeito toxico do FGF2 é decorrente da
hiperativacdo de MAPK nos mostrou que na verdade o FGF2 ndo exerce um efeito
pontual em G2, desregulando a sinalizacdo que controla a entrada na mitose. Ao
contrario, o bloqueio do ciclo celular observado em G2 é consequéncia de estresse
mitogénico disparado em G1, que se propaga para S, causando problemas na
replicacdo do DNA. O consequente aumento dos niveis basais de ativagdo do
checkpoint de ATR bloqueia a entrada em uma mitose que seria catastrofica, dados
os altos niveis de dano no DNA resultantes do estresse replicativo (Figura 10).
Portanto, a ativagdo do checkpoint de ATR nas células tratadas por FGF2 é uma

resposta essencialmente protetora.

O que denominamos aqui como estresse mitogénico € a hiperativagéao,
sustentada no tempo, da via de MAPK, que normalmente ja opera em niveis
constitutivamente elevados em decorréncia da amplificacdo de Ras, no caso de Y1,
e da atividade suprimida de Sprouty, no caso das linhagens ESFT. Existem alguns
mecanismos descritos na literatura que explicam como o estresse mitogénico pode
perturbar a replicacdo do DNA. Notadamente, a ativacdo de oncogenes perturba a
regulacdo do uso de origens de replicacdo: ao manter a atividade de CDK
constitutivamente alta, inibe o licenciamento de origens. O licienciamento deficiente
diminui o nimero de origens passiveis de serem ativadas, aumentando o trecho a
ser coberto por cada forquilha e o risco de empacamento de forquilhas. Além disso,
fica diminuida a disponibilidade de origens “back-up”, aquelas que séo ativadas por
ChK1 para resgatar a replicagdo do DNA prejudicada pelo empacamento ou colapso
de forquilhas previamente disparadas. Também existem evidéncias de que o
aumento da atividade de CDK faz com que as origens tardias, normalmente

disparadas no final de S, sejam disparadas mais cedo. A superexpressao de
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diversos oncogenes, incluindo ras, reduz a distancia entre origens em células
humanas, indicando que mais origens estdo sendo disparadas. O aumento no
disparo de origens pode exaurir substratos necessarios para a replicacdo, como
dNTPs e RPA, o que diminui a velocidade de progressao das forquilhas e pode
aumentar as chances de empacamento e colapso (Hills and Diffley, 2014). Outros
mecanismos descritos incluem: 1) o reuso de origens e hiper-replicagdo do DNA,
que acontecem quando ciclina E € superexpressa ou Ras € hiperativada, sendo
essa a causa da resposta de senescéncia induzida por oncogenes (Bartkova et al.,
2005; Micco et al.,, 2006); e 2) a colisdo entre as maquinarias de transcricdo e
replicagdo, que também € uma causa reconhecida de estresse replicativo (Zeman
and Cimprich, 2015), e pode ser parte do efeito provocado pelo FGF2 nas células
Y1, uma vez que observamos aumento de sintese protéica e estresse proteotoxico
nas células tratadas com FGF2 (bioRxiv, Preprint, Dec 3,2017;
doi: http://dx.doi.org/10.1101/227496), sugerindo maior taxa de transcricdo sob o
tratamento. No caso das células Y1, o efeito do FGF2 sobre a replicagdo do DNA foi
medido em nosso laboratério, quando foi identificado o atraso induzido em S. A
velocidade de elongacédo da replicacdo foi estimada pelo perfil de sedimentacdo de
DNA apos ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose alcalino, antecedido de um
pulso de incorporacéo de timidina radioativa. Ndo houve diferenca na elongagéo de
células tratadas ou ndo com FGF2, e seu efeito em S foi atribuido ao bloqueio do
disparo de origens ou a interrup¢do prematura de replicons (E.T. Costa, Tese de

doutorado, 2005).

Uma vez estabelecida a participacdo da via de ATR na resposta ao FGF2,
buscamos validar seu papel central no bloqueio do ciclo celular inibindo-a

quimicamente. Como citado anteriormente, a ativagdo de ATR, assim como de
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gualquer checkpoint celular, € uma resposta protetora, que da chance para a célula
reparar as condicdes intracelulares danosas antes de prosseguir no ciclo celular. A
inibicdo quimica de ATR nas células Y1 com VE-821, mesmo sem tratamento com
FGF2, aumentou significativamente a morte celular, embora n&o drasticamente, pelo
menos nos periodos de tratamento avaliados neste trabalho. Da mesma forma,
embora cause um bloqueio pronunciado na progressédo do ciclo celular, ndo foi
identificada a inducdo de morte celular pelo FGF2, seu efeito foi essencialmente
citostatico. A combinacdo de ambos os tratamentos, no entanto, induziu macica
morte na populacdo de células Y1, revelando letalidade sintética entre as vias
ativadas por FGF2 e a inibicdo de ATR em um contexto celular com hiperativagéo de
Ras (Figuras 13 e 22). Além disso, mostramos que a deplecdo de K-Ras por
CRISPR anula a dependéncia de ATR para a sobrevivéncia, para a toxicidade de
FGF2 e para a toxicidade da combinacdo FGF2 + VE-821 (Figura 14). Os ensaios
com CRISPR também reforcaram nossas conclusdes de que os altos niveis de Ras
em Y1, apesar de dirigir o fenétipo maligno, impdem um custo para a robustez
celular, resultante dos estresses ja descritos (mitogénico, replicativo, proteotdxico), e
possivelmente, outros. A remocao das copias de K-Ras, apesar de anular em Y1
capacidades de células transformadas, como crescimento independente de
ancoragem (Figura 14) e formagdo de tumor in vivo (dados n&o publicados),
proporcionou maior taxa proliferativa em substrato solido e, como dito, anulou a
dependéncia de ATR para sobrevivéncia, indicando melhora dos estresses celulares

basais e induzidos pelo FGF2 nessa linhagem.

Os mecanismos moleculares especificos de toxicidade do FGF2 e
sensibilizagcdo a inibidores de resposta a estresses possivelmente variam entre

células Y1 e ESFT, além da linhagem humana UM-UC-3, derivada de um carcinoma
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de bexiga com mutacdo ativadora em K-Ras, sobre a qual também identificamos
toxicidade do FGF2 (dados néo publicados). No entanto, a hiperativacdo sustentada
do eixo Ras-MAPKs-ERK1 / 2 pelo FGF2 parece ser a interseccdo das
vulnerabilidades que descrevemos aqui. A deplecdo de K-Ras em células Y1-4K
aliviou a superativacdo MAPK-ERK1 / 2 induzida por FGF2. Como j& mencionado,
essas células mostraram taxas de proliferacdo aumentadas em substrato solido e
insensilibilidade a toxicidade do FGF2 ou a combinacéo de FGF2 e VE-821, mas a
deplecédo de K-Ras também suprimiu tracos malignos dessas células (Figura 14).
Esses dados indicam que o equilibrio da ativacdo do eixo K-Ras-MAPK, que rege a
proliferagdo e malignidade nessas células, também é o alvo molecular da toxicidade
do FGF2. Nas células ESFT, a proteina de fusdo EWS / FLI-1 suprime a expressao
de Sprouty 1, um regulador de feedback negativo de SOS que, a jusante dos
FGFRs, inibe ativagcdo de Ras-MAPKs. Este defeito na autorregulacdo do eixo
FGF2/FGFR é a proposta causal da hiperativacdo mitogénica de FGF2 nestas
células (Cidre-Aranaz et al., 2017). De fato, a ativacdo constitutiva de MAPK foi
encontrada em varias células ESFT e a expressdo de um dominante negativo de
Ras ou a inibicdo farmacolégica de MAPK restringem a atividade de transformacao
de EWS / FLI-1 em fibroblastos imortalizados (Silvany et al., 2000). Ao mesmo
tempo, a hiperativacdo da via de MAPK, especificamente de p38, também foi
descrita como causa para a morte celular induzida por FGF2 exdgeno nestes
modelos (Williamson et al., 2004). Curiosamente, o proprio FGF2 induz a expressao
de EWS / FLI-1 em células ESFT (Girnita et al., 2000). Tomados em conjunto, esses
dados sugerem que o FGF2 exdgeno induz uma hiperativacao sustentada de MAPK-
ERK1 / 2, causando devastadora toxicidade nas células ESFT. Este cenario é

suportado por nossos dados mostrando, primeiro, que FGF2 induziu niveis elevados
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e sustentados de ERK1 / 2 ativo e, segundo, que a inibicio de MAPK, mesmo 8
horas apoés a adicdo de FGF2, resgatou as células ESFT da toxicidade sinérgica da

combinagéo de estimulacéo por FGF2 e inibicdo de ATR (Figura 22).

Os resultados apresentados nesta tese estdo alinhados com o consenso
existente na literatura de que o estresse replicativo e a ativagéo cronica da resposta
ao dano do DNA (DDR) compf&em mecanismos acoplados decorrentes de um
fendtipo agressivo (Dereli-Oz, Versini, and Halazonetis 2011; Gorgoulis et al. 2005;
Jones et al. 2013). Foi demonstrado, especificamente para células transformadas
por Ras, que o nivel basal de estresse replicativo as torna dependentes de vias de

checkpoint e de reparo de dano no DNA (Gilad et al., 2010; Dietlein et al., 2015).

O estresse replicativo, envolvendo ativagdo da DDR, é provavelmente o
estresse resultante da transformacdo maligna melhor caracterizado e explorado na
pesquisa e na clinica. Agentes genotoxicos, como radiacao ionizante (IR), cisplatina
e gemcitabina, sdo amplamente utilizados na terapia contra diversos tipos de
tumores, como ferramentas para aumentar o estresse replicativo e os niveis de dano
no DNA das células tumorais acima de um limiar letal (Swift and Golsteyn, 2014). Em
uma abordagem complementar, demonstrou-se mais recentemente que a inibicdo do
checkpoint de ATR sensibilizou um painel de células de tumores pancreéticos — 80%
dos quais apresentam mutacéo ativadora em K-Ras (Bos, 1989) - para gemcitabina
e radiagcdo ionizante, induzindo morte celular (Prevo et al., 2012). Essa estratégia
terapéutica esta em fase avancada de pesquisa, com inibidores de ATR e Chkl
sendo amplamente testados em ensaios clinicos, em combinacdo ou ndo com

agentes genotoéxicos (Qiu, Oleinick and Zhang, 2017; Rundle et al., 2017).
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O conjunto dessas observacdes aponta que a exacerbagdo do estresse
replicativo, especialmente em combinacdo com a inibicdo da respectiva via de
sensibilizacdo e resposta protetora, pode atingir vulnerabilidades especificas de
células tranformadas. Neste sentido, nossos resultados sugerem que a
administracdo exdgena de FGF2 pode ser uma alternativa viavel para sobrecarregar
as vias de resposta a estresse replicativo em células transformadas por Ras. A
esséncia desta abordagem € que a hiperestimulacdo proliferativa impde a célula
uma condicdo de estresse generalizada; por isso, varias vias de resposta a
estresses celulares frequentemente sdo mobilizadas em células malignas para lidar
com as altas taxas proliferativas caracteristicas do fenétipo transformado, obrigando
a célula a viver em um equilibrio arriscado entre vias de sinalizacdo moleculares
antagobnicas: de um lado, a hiper estimulagdo mitogénica, e de outro, a ativacdo de
vias de resposta a estresses que bloqueiam a progressdo do ciclo celular. A
perturbacdo deste equilibrio, através de estimulagdo mitogénica adicional e/ou de
inibicdo de vias de resposta a estresses, pode empurrar as células tumorais para
além de um limiar letal irreversivel, enquanto poupa as células normais. Este é o
mesmo racional por trds do exemplo de sucesso da inibicdo de PARP para bloquear
o reparo das quebras de ssDNA, que podem entdo ser transformadas em quebras
de dupla fita durante a fase S. Embora esta inibicdo tenha efeitos minimos em
células normais, em células tumorais que perderam BRCAl1 / 2 e,
consequentemente, a capacidade de reparar quebras de dupla fita, essas lesbes

tornam-se letais (Jackson and Bartek, 2010).

No inicio da tumorigénese, foi observado que a ativacdo de estresse
replicativo, como consequéncia da atividade oncogénica, provoca o aumento do

disparo de origens de replicagdo de DNA, perturbando o controle da progresséo pela
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fase S (Hills & Diffley, 2014). Nesse cenario, a ativacdo da DDR e de proteinas de
checkpoint € uma barreira anticancerigena que deve ser superada no processo de
transformacg&o maligna (Bartkova et al., 2005; Gorgoulis et al., 2005). As células Y1,
como outras ceélulas transformadas, apresentaram niveis ténicos de ativacdo da
DDR que sdo compativeis com altas taxas de proliferacdo. A estimulacdo com
FGF2, no entanto, induziu a hiper ativagdo do checkpoint dependente de ATR,
reativando esta barreira anticancerigena "antiga“, e restringindo a proliferacdo
celular nos modelos celulares dirigidos por K-Ras empregados nesta tese. Além
disso, um trabalho complementar de nosso grupo mostrou que o FGF2 também
desencadeia estresse proteotoxico em células Y1, e que sua administragdo em
conjunto com a inibicdo do proteassoma é letal para células Y1 e ESFT (bioRxiv,
Preprint, Dec 3,2017; doi: http://dx.doi.org/10.1101/227496). O FGF2, portanto, pode
perturbar o equilibrio homeostatico de células tumorais de diferentes origens e

fendtipos, aumentando a toxicidade dos inibidores de checkpoint e de proteassoma.

Muitos mecanismos diferentes pelos quais as vias de sinalizacao dos fatores
de crescimento contribuem para a progressdo maligna foram retratados na literatura
sobre cancer e as mutagdes de ganho de funcdo ao longo dessas mesmas vias séo
as lesdes oncogénicas que dirigem a maioria dos canceres humanos. No entanto,
nossos dados somam-se as evidéncias j4 citadas e a outras que estdo se
acumulando na literatura e que mostram que mais sinalizagdo mitogénica ndo é
necessariamente melhor para o sucesso proliferativo da célula transformada. Por
exemplo, os genes EGFR e KRAS sao freqientemente mutados em
adenocarcinomas pulmonares, mas sem sobreposi¢cdo em tumores individuais. Unni
e colaboradores mostraram recentemente que letalidade sintética, em vez de

redundéncia, explica essa exclusividade muatua (Unni et al., 2015). Além disso, as
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mutacdes oncogénicas NRAS e BRAF mostram exclusividade mutua semelhante em
melanoma metastatico, e a coexpressao forcada dessas mutagbes desencadeia
senescéncia celular (Petti et al., 2006). Um subconjunto destes melanomas dirigidos
por BRAF V600E torna-se resistente ao inibidor de BRAF vemurafenib através da
superexpressédo de BRAF V600E. Neste contexto, a retirada do inibidor resultou em
regressao tumoral causada por uma via de MAPK agora ativada em niveis elevados
e letais (Thakur et al., 2013). Essas observac¢des sugerem que ndo sé a inibigéao,
mas também a hiperativacdo de vias canonicamente mitogénicas pode prejudicar a
aptidao de células tumorais. Nossos resultados contribuem para a compreensao de
como a sinalizacdo mitogénica pode ser manipulada para exacerbar os estresses
inerentes do fendtipo maligno, prejudicando a homeostase das células

transformadas e sensibilizando-as a inibicdo das respectivas vias de resposta a

estresses.

Apesar da contribuicdo do FGF2 para a progressdao maligna em certos
contextos estar indiscutivelmente bem evidenciada na literatura (Revisado por Grose
& Dickson, 2005), um numero crescente de evidéncias demonstram que o FGF2
também pode ter um efeito antagbnico ou inécuo em outros contextos. Por exemplo,
camundongos transgénicos superexpressando FGF2 em todos os principais 6rgéos
desenvolveram-se normalmente até idade avancada, ndo apresentando aumento da
tumorigénese (Coffin et al., 1995). Além disso, a administracdo exogena de FGF2
induziu efeitos citostaticos ou citotéxicos em tumores de mama (Wang et al., 1998),
tumores da familia de sarcomas de Ewing (Williamson et al., 2004), em modelos
celulares de meduloblastomas (Fogarty et al., 2007), entre outros. Mesmo in vivo,

injegdes subcuténeas regulares de FGF2 também diminuiram ou impediram o
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crescimento de tumores em camundongos injetados com células tumorais, sem

toxicidade visivel (Sturla et al., 2000; Costa et al., 2008).

Uma de nossas conclusdes € que a hiperativacdo da via de MAPK é parte
fundamental do mecanismo molecular causador da citotoxicidade do FGF2. Seria de
se esperar, portanto, que outros fatores de crescimento tivessem efeito semelhante,
desde que também possam hiperativar esta via de modo sustentado. De fato, isso
foi demonstrado para EGF, quando a ativagcdo de EGFR em células de
adenocarcinomas de pulm&o com mutacdo em K-Ras desencadeou uma resposta

letal dependente da ativacao sustentada de ERK (Unni et al., 2015).

Paralelamente ao desenvolvimento dos experimentos que embasaram as
conclusdes até aqui apresentadas, o grupo de modelagem computacional do ciclo
celular de nosso laboratorio desenvolveu um modelo dindmico do ciclo de KRas-
GTPase de células Y1, contendo apenas SOS como GEF ativador da troca de GDP
por GTP. Mas, simulagdes computacionais com este modelo n&o foram capazes de
gerar resultados semelhantes aos experimentais. Estes resultados negativos
obrigaram o grupo a uma revisdo do modelo, gerando uma nova versdo com dois
GEFs, SOS que é reconhecidamente ativada por FGF2/FGFR e um segundo GEF
independente de FGF2. Simulagbes com esta nova versdo do modelo com dois
GEFs reproduziram muito bem resultados experimentais obtidos regularmente com
células Y1, sugerindo a previsdo de que essas células expressam no minimo dois
GEFs, sendo um deles SOS1/2. O teste experimental desta hipétese mostrou que
Y1 expressa 0 Ras-GEF GRP4 em um nivel 10 vezes superior a expressao de
S0S1/2 (Figura 18), comprovando a previsdo computacional (M. Reis, M.H. Dias, C.

Fonseca e H. Armelin, resultados n&o publicados). Diante desta previsao
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computacional experimentalmente validada, nos perguntamos como seria a
expressao de GRP4 nas sub-linhagens resistentes ao FGF2, com a expectativa de
ndo encontrar grandes diferencas em relacdo a linhagem parental Y1, tendo em
vista que as sublinhagens Y1-FRs tinham eliminado cerca de 50% das cOpias
amplificadas de K-ras e as copias que permaneceram estavam transcricionalmente
inativas. No entanto, surpreendentemente, todas as sublinhagens testadas
eliminaram a expressdao de GRP4, inclusive a Y1FR-l, que excepcionalmente
manteve alta expressao de KRas, implicando GRP4 na manutencdo do fenoétipo
susceptivel a citotoxicidade de FGF2 em células Y1 (Figura 18). Mas, ainda ndo esta
rigorosamente provado que a expressao de GRP4 e a amplificagdo de K-ras sdo
obrigatérias para a emergéncia do fendtipo resistente a citotoxicidade de FGF2 em
células Y1. E interessante, contudo, notar que de acordo com a literatura atual, as
GRPs formam a unica familia de RasGEFs ativaveis por diacilglicerol, cuja estrutura
€ mimetizada por PMA (Phorbol-12-miristato-13-acetato). A ativacdo de GRPs por
diacilglicerol ou PMA promove a ativagdo do eixo RAS-MAPK (Ebinu et al., 2000), e
PMA também foi descrito como um agente antiproliferativo em células murinas e
humanas transformadas por Ras (J.D. Zeidler, Tese de doutorado, 2012; J.G. Silva,
Tese de doutorado, 2014). A participagdo da atividade de GRP4 parece, portanto,
ser uma intersecgao entre os mecanismos moleculares dos efeitos antiproliferativos

do FGF2 e do PMA em células transformadas por Ras.

6.2. O fen6tipo resistente ao efeito citotéxico FGF2, selecionado a partir

de células Y1
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A compreensdo dos mecanismos que conferem resisténcia as células
tumorais contra drogas ou qualquer agente inibitério € de interesse geral na
pesquisa em cancer, e um dos principais desafios para as estratégias terapéuticas
atualmente aplicaveis na clinica e em fase de desenvolvimento. Em nosso
laborat6rio, como estratégia para desvendar o mecanismo molecular do efeito
citotoxico que o FGF2 exerce sobre alguns tipos de células transformadas por Ras,
isolamos, a partir de Y1, clones resistentes a este efeito que sobreviveram a selecao
com tratamento sustentado de FGF2. Estes clones foram expandidos em cultura,
dando origem as sublinhagens Y1FRs. Esse trabalho confirmou que o efeito toxico
do FGF2 é seletivo para células com alta atividade de Ras, conforme descrevemos
inicialmente (Costa et al., 2008), uma vez que todas as sublinhagens resistentes,
com apenas uma excecao, eliminaram a alta expressao desta oncoproteina (T.G.F.
Matos, Tese de doutorado, 2007). Nesta tese, mostramos que a reducéo extrema da
expressdao de Ras total nessas sublinhagens € consequéncia da completa
eliminacdo de M1, um dos cromossomos que portam as copias amplificadas de K-
ras na linhagem parental Y1. Curiosamente, 0 segundo cromossomo que porta
copias de K-ras, M2, foi estritamente mantido em todas as sublinhagens resistentes
analisadas (Tabela 3; Figura 17), embora ensaios de RT-gPCR tenham indicado que
suas copias de K-ras estéo transcricionalmente silenciosas (Figura 17). Identificamos
gue a manutencdo estrita de M2 nas sublinhagens resistentes deve-se,
provavelmente, a exclusividade deste cromossomo como fonte de genes
ribossomais transcricionalmente ativos na linhagem parental (Figura 17). N&ao

sabemos, contudo, se o silenciamento das RONs candnicas de Mus musculus teve

algum papel no processo de transformacao maligna que deu origem as células Y1.
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A dependéncia de FGF2 exibida pelas células Y1FR para sobreviver e
proliferar (Figuras 15 e 21) pode ser consequéncia do baixissimo nivel de expressao
de K-Ras (Figura 15), que demandaria a estimulacdo de FGF2 para ativar o eixo
mitogénico K-Ras/MAPK a niveis suficientes para garantir sobrevivéncia e
proliferagdo das Y1FRs. Curiosamente, as sublinhagens Y1FR, apesar de
dependerem do FGF2 para proliferarem, exibem niveis ténicos de dano no DNA e
ativacdo da DDR (Figura 20). Estes niveis cronicos de dano no DNA podem decorrer
da agravada aneuploidia observada nestas sublinhagens Y1FR (Tabela 4; Figura

19).

Aneuploidia e rearranjos cromossdmicos sao caracteristicas proeminentes
de células transformadas. Frequentemente, elas também apresentam instabilidade
cromossdmica e numero variavel de cromossomos de célula para célula. As
linhagens Y1 e Y1FRs sdo excecdes a este padrdo, com nimero de cromossomos
subdipldide e muito estavel entre a populagdo celular. A Unica exce¢do a este
padrao € a sublinhagem Y1FR-lI, que manteve a alta expressdo de Ras total. O
cariotipo desta sublinhagem é composto por um ndmero meédio muito elevado e
variavel (grande desvio padrao entre células), em relacdo a linhagem parental
(Tabela 4; Figura 19). N&o esta claro se a manutengédo da alta expressdo de Ras
total nesta sublinhagem estd relacionada com sua variedade e instabilidade

cariotipica.

O ndmero ainda mais reduzido de cromossomos que compdem os cariétipos
das demais sublinhagens Y1FR pode resultar de defeitos mitéticos decorrentes do
estresse replicativo provocado pelo FGF2 nas células Y1 durante o processo de

selecdo dos clones resistentes. Burrell e colaboradores demonstraram, usando
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linhagens celulares derivadas de tumores colorretais, que alteracdes cromossémicas
estruturais e numéricas sdo causadas principalmente por mecanismos pré-mitéticos,
especificamente estresse replicativo e dano no DNA nao resolvidos (Burrell et al.,
2013). Além disso, outro trabalho demonstrou, para um painel de linhagens celulares
tumorais pancreaticas, que a inibicdo de ChK1 sensibiliza as células a agentes
causadores de dano no DNA, provocando sua morte por catastrofe mitética. Nessa
situacao, as células iniciam a mitose com centrdbmeros fragmentados, contribuindo
para a eliminagcdo dos cromossomos afetados (Beeharry et al., 2013). Aqui,
demonstramos que o FGF2 aumenta os niveis de dano no DNA das células Y1,
provocando niveis moderados de morte na populacéo, e que possivelmente vao se
acumulando nas células sobreviventes. Os niveis excessivos de dano no DNA,
acima da suficiéncia da sinalizacdo de ATR-ChK1, poderiam ter efeito similar a
inibicdo desta via nos testes de Beeharry e colaboradores (2013), de modo a
contribuir com a eliminagdo de cromossomos ocorrida nas sublinhagens Y1FR,

devido a fragmentagcbes centroméricas.

Finalmente, além da eliminacdo de alguns cromossomos nas sublinhagens
resistentes, outra evidéncia de instabilidade gendmica provocada pelo FGF2 vem da
maior frequéncia de cromossomos fusionados pela extremidade centromérica nas
preparacdes metafasicas das sublinhagens selecionadas do que nas preparacdes
das células parentais Y1. Vérias proteinas envolvidas na DDR, incluindo ATR, sao
essenciais para a manutencdo de sitios frageis no genoma. Em condi¢cdes de
estresse replicativo, quebras de dupla fita ocorrem nessas regiées, sendo reparadas
por jungdo de pontas ndo-homélogas (Gelot, Magdalou and Lopez, 2015), podendo
originar as fus@es entre cromossomos de pares ndo homdlogos observadas nas

sublinhagens resistentes ao FGF2.
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7. CONCLUSOES

7.1. Conclusao geral

As células eucaritticas possuem sub-sistemas de sinaliza¢cdes moleculares
gue controlam sua resposta aos variados estimulos microambientais. Os moédulos de
retro-alimentacéo negativa compostos por Sprouty-GRB2 e DUSPs-ERK-SOS, que
regulam os niveis de ativacdo do eixo Ras-MAPK, sdo exemplos destes sub-
sistemas que, nestes casos, controlam os niveis de ativacdo da resposta mitogénica
mesmo diante de niveis altos de fatores peptidicos de crescimento. O processo de
transformacg&o maligna passa pelo desarranjo destes sistemas, de modo que células
com lesdo na regulacdo de Ras passam a ativar vias intracelulares mitogénicas em
niveis mais elevados e sustentados, ndo encontrados em células normais. Essa
tolerdncia a hiper ativacdo mitogénica torna as células tumorais vulneraveis aos
diversos estresses celulares que decorrem da estimulacdo mitogénica exagerada,
que no caso das Y1 e das EFSTs é agravado pelo FGF2. Emerge-se, entdo, a
letalidade sintética descrita nesta tese, que difere daquela originalmente descrita por
Dobzhanky em Drosophila (Dobzhansky, 1946), pela qual dois genes mutantes séao
in6cuos quando expressos separadamente, mas sdo letais quando expressos
conjuntamente. Aqui, a interacdo letal ndo é entre genes, mas entre vias
moleculares regulatorias, ou seja, hiper-estimulacdo mitogénica de K-Ras/MAPK e
inibicdo de vias controladoras de estresses. Nesta tese, a identificacdo e descrigao

deste fendbmeno de letalidade sintética entre vias regulatérias sugere uma alternativa

terapéutica para o cancer que é “paradigma shifting”, conforme proposto por M. Dias

123



e

Colaboradores (bioRxiv, Preprint, Dec 3,2017,

doi: http://dx.doi.org/10.1101/227496).

7.2. Conclusdes especificas

o O efeito inibitério do FGF2 sobre o ciclo celular de células Y1
ndo ocorre de forma pontual e direcionada para a perturbagéo da transicédo
G2 2> M, como inicialmente acreditavamos; ao contrario, ele é disparado por
uma hiper ativagdo mitogénica no inicio da fase G1 que perturba a
progressao celular através de G1 e S e bloqueia irreversivelmente a transicao
G2 > M.

o O estresse mitogénico resultante da hiperativacao sustentada da
via de MAPK se propaga para a fase S do ciclo celular na forma de estresse
replicativo, induzindo empacamento e / ou colapso de forquilhas de replicacédo
e dano no DNA. As células Y1, como outras células transformadas por Ras,
apresentam niveis basais de estresse replicativo, dano no DNA e
dependéncia da atividade de ATR. Todas essas condi¢cdes sdo agravadas
pela estimulacdo mitogénica adicional do FGF2.

o O tratamento isolado com FGF2 ou com o inibidor de ATR é
pouco efetivo em induzir morte na populacdo de células Y1, no entanto, a
combinagdo de ambos os tratamentos € altamente letal.

o O fendtipo de sublinhagens clonais resistentes ao FGF2,
derivadas de células Y1, emergiu através da eliminacdo de um dos
cromossomos marcadores desta linhagem, que portam as copias amplificadas
de ras. O segundo cromossomo marcador foi mantido, apesar da presséo
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seletiva do FGF2, por ser a uUnica fonte de genes ribossomais ativos nas
linhagens parental e resistentes. Suas coépias de ras, no entanto, estédo
transcricionalmente silenciadas. Além disso, a sublinhagem Y1FR-I, que
manteve a alta express@o de Ras total, apresenta reduzidos niveis basais de
Ras ativa.

o O principal RasGEF das células Y1, responsavel pelos altos
niveis constitutivos de Ras-GTP nesta linhagem parental ndo é SOS 1/ 2,
mas sim GRP4. Todas as sublinhagens resistentes ao FGF2, inclusive a
Y1FR-I, eliminaram completamente a expresséo deste RasGEF. O padréo de
expressao de isoformas de receptores de FGF, por outro lado, ndo deve ter
desempenhado papel nenhum na emergéncia do fenétipo resistente, pois
todas as sublinhagens resistentes expressam a mesma ordem ranqueada de
isoformas de FGFRs encontrada nas células parentais Y1.

o As sublinhagens Y1FRs dependem de FGF2 para sobreviver e
proliferar, mas ndo mostram hiper ativacdo mitogénica; apesar disso, mantém
altos niveis de dano no DNA e dependéncia da atividade de ATR. As
sublinhagens Y1FRs sofreram perda de cromossomos e fusdo entre
cromossomos ndo homologos ao longo do processo seletivo com FGF2, o
gue acreditamos resultar do estresse replicativo continuo imposto as células
parentais Y1 durante a selecdo com o FGF2.

o As bases dos mecanismos moleculares descritos para
sensibilidade das células Y1 ao FGF2 (hiperativacdo da via de MAPK e
dependéncia de ATR) sdo as mesmas encontradas nas células humanas

ESFT, derivadas de tumores da familia de sarcomas de Ewing.
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Figura 23: Teste da concentracdo dos inibidores ATM e ATR. A: Western blotings para
substratos de ATM (yH2AX e pChK2) e ATR (pChK1) em células Y1 tratadas ou ndo com
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