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RESUMO 
 
Matos, TGF. Mecanismos anti-proliferativos disparados por FGF2 e éster de forbol 
em células de camundongos transformadas por Ras. 2007. 155p. Tese de 
Doutorado – Programa de Pós-Graduação em Bioquímica. Instituto de Química, 
Universidade de São Paulo, São Paulo.  
 
Mutações com ganho de função do proto-oncogene Ras se encontram entre umas das 
mais freqüentes modificações em cânceres humanos, além disso, tumores com essas 
características possuem, em geral, mau prognóstico. O objetivo inicial desta tese foi 
estudar novos mecanismos anti-proliferativos disparados por dois agentes mitogênicos, 
FGF2 (“Fibroblast Growth Factor 2”) e PMA (“Phorbol-12-Myristate-13-Acetate”, um 
diéster de forbol), sobre células de camundongos transformadas por Ras e refratárias a 
apoptose. Para isso utilizamos duas linhagens celulares: uma linhagem naturalmente 
transformada por uma amplificação do gene K-Ras, que é derivada de um tumor de 
córtex adreno-cortical de camundongo e é denominada Y1, e uma sublinhagem, 
derivada de Balb/c 3T3, transformada em laboratório com o oncogene H-RasV12 
humano. A fim de se elucidar o mecanismo de ação de FGF2, foram selecionadas, 
isoladas e caracterizadas múltiplas sublinhagens clonais resistentes a FGF2, derivadas 
das linhagens parentais Y1 e B61. Mostramos assim, que o FGF2 exerce um forte efeito 
seletivo negativo, de forma que os clones resistentes ao mesmo tendem a perder os 
altos níveis de expressão da proteína Ras. Mostramos ainda que essas células passam 
a ser dependentes de FGF2 para crescer em cultura, perdem a capacidade de 
crescimento em suspensão e são menos tumorigênicas quando comparadas às células 
parentais. Em uma segunda etapa, caracterizamos o efeito citotóxico de PMA sobre 
células transformadas por Ras, e vimos que esse efeito é mais acentuado para células 
transformadas por K-Ras, mas é nulo sobre células imortalizadas não tumorigênicas. 
Mostramos ainda que esse efeito passa pala ativação da via de PKC. A inibição da 
proliferação por PMA se deve, ao menos parcialmente, à indução de senescência 
nessas células. De forma semelhante ao que foi adotado para o estudo com FGF2, 
foram selecionados clones resistentes a PMA, derivados de Y1. Os clones obtidos se 
mostraram muito instáveis, pouco resistentes a PMA e dependentes de FGF2 para 
crescer. Todos os clones testados se mostram tumorigêncos, entretanto, apresentaram 
maior tempo de latência, estatisticamente diferente da célula parental, Y1. Assim, neste 
trabalho, mostramos que duas substâncias, com caráter mitogênico e potencialmente 
oncogênico, são capazes de inibir seletivamente a proliferação de células 
transformadas por Ras, uma vez que elas não têm efeito sobre células não 
transformadas. Desvendar os mecanismos que causam a citotoxidade dessas 
substâncias deve trazer informações relevantes com possibilidades de impacto em 
terapia de tumores dependentes dos oncogenes ras.     
 
Palavras-chave: FGF2, PMA, Ras, transformação celular, tumorigênese    



 
 
 

ABSTRACT 
 

Matos, TGF. Anti-proliferative mechanisms induced by FGF2 and phorbol ester in 
murine cell lines transformed by Ras. 2007. 155p.PhD Thesis – Graduate Program in 
Biochemistry. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo 
 

Amplification and gain of function mutations in ras proto-oncogenes are frequent genetic 
lesions in human cancers of bad prognostic. This thesis aimed to investigate novel anti-
proliferative mechanisms induced by two mitogens, FGF2 (“Fibroblast Growth Factor 2”) 
and PMA (“Phorbol-12-Myristate-13-Acetate”, a phorbol diester), in murine cell lines 
transformed by ras and highly resistant to apoptosis. To this end, we took two different 
mouse malignant cell lines: Y1, a cell line derived from an adrenal tumor, naturally 
transformed by K-ras amplification and another one, 3T3-B61, obtained by 
transformation of Balb-3T3 fibroblasts with the H-rasV12 oncogene. To elucidate FGF2 
mechanisms of action, we selected, isolated and characterized clonal sublines resistant 
to FGF2 from both Y1 and 3T3-B61 parental lines. FGF2-resistant clones are rare 
normal-like revertant sublines that no longer display Ras over expression, are 
dependent on FGF2 for growth, do not grow in suspension cultures and exhibit low 
tumorigenicity in Nude mice. These results show that FGF2 exerts a strong selective 
pressure against ras-transformed cells, inducing senescence and irreversibly blocking 
proliferation. Differently from FGF2, PMA citotoxic effect is completely dependent on 
PKC activity. In addition, PMA is highly toxic to K-Ras transformed Y1 cells, poorly toxic 
to H-Ras-transformed 3T3-B61 cells and not toxic to immortalized non tumorigenic cell 
lines. Attempts to select PMA-resistant cells from the Y1 parental line have yielded very 
rare, highly unstable clonal sublines, dependent on FGF2 for proliferation. In conclusion, 
two mitogens, FGF2 and PMA, can selectively inhibit Ras-driven proliferation, a 
phenomenon of great interest for biology and therapy of tumors dependent on ras 
oncogenes. 
 
Key-words: FGF2, PMA, Ras, cell transformation, tumorigenesis    
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1.1. Observações Preliminares 

Ciclo celular, apoptose, senescência e diferenciação terminal são processos 

celulares fundamentais controlados por uma complexa rede sinalizadora, cuja estrutura 

é ainda desconhecida, embora muitas vias de sinalização celular tenham sido descritas 

nos últimos anos. Uma parte importante da fronteira da pesquisa em biologia celular e 

molecular está atualmente voltada para o estudo da rede (ou sub-redes) de sinalização 

celular através de múltiplas abordagens experimentais (Gilman et al., 2002; Sambrano 

et al., 2002a & 2002b). 

Este trabalho irá contemplar a proliferação e morte ou inibição da proliferação 

celular de células de camundongos transformadas por Ras. O que torna esse trabalho 

surpreendente e, por isso mesmo, muito importante, é a aparente contradição 

observada nos resultados obtidos, uma vez que essa inibição da proliferação ou morte 

celular das linhagens estudadas é disparada pelo tratamento com substâncias que 

geram uma sinalização considerada primordialmente mitogênicas, quais sejam, um fator 

de crescimento bem conhecido, o FGF2 e, um ester de forbol, o PMA, 

reconhecidamente co-carcinogênico. No entanto, conforme será demonstrado, o 

resultado obtido é oposto ao que seria esperado. Observamos que o tratamento com 

FGF2 ou PMA resulta na inibição da proliferação de células transformadas por Ras, 

mas não de outras células apenas imortalizadas, porém não tumorigênicas. Assim, para 

que este estudo seja bem compreendido, serão levantadas nas próximas seções 

algumas informações a respeito das vias de sinalização relevantes para o entendimento 

deste trabalho. 
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1.2. Definições importantes 

Este trabalho se baseia, principalmente, em experimentos realizados in vitro, 

com cultura de células. Assim, torna-se importante salientar o significado de alguns 

termos comumente utilizados nesse tipo de experimentação e que serão 

freqüentemente empregados durante a descrição desse trabalho, retirados de Cooper, 

2000 e Alberts et al., 2002. 

Cultura de células primárias: cultura preparada diretamente a partir de tecidos 

animais, sem que tenha ocorrido proliferação in vitro. A maioria das culturas primárias 

tem uma capacidade de proliferação e um tempo de vida finito e não muito 

prolongado. 

Imortalização: diz-se que uma célula é imortalizada quando apresenta 

capacidade de proliferação infinita, gerando uma linhagem celular. Células de 

roedores podem espontaneamente sofrer modificações genéticas que inativam 

mecanismo de bloqueio de ciclo celular, gerando linhagens imortalizadas. 

Transformação celular: a transformação celular pode ser inferida a partir de 

algumas características observadas nas células, dentre elas destacam-se modificações 

morfológicas e perda de inibição de contato, o que faz com que essas células atinjam 

uma densidade de saturação muito maior quando comparada a uma célula 

imortalizada não transformada. Além disso, elas comumente apresentam capacidade de 

crescimento sem estarem aderidas a nenhum substrato (crescimento em suspensão) 

e capacidade de formar tumor quando injetadas em animais suscetíveis. É importante 

lembrar que toda linhagem de célula transformada é também imortalizada.   
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1.3. Ciclo Celular. Transição G0/G1→S 

 A primeira fase do ciclo celular é a fase G1, que é disparada pela ativação de 

vias sinalizadoras por fatores mitogênicos. Esses fatores disparam uma sinalização 

mitogênica que resultará na ativação de fatores de transcrição, tais como c-Fos e c-Jun, 

que juntos formam o complexo AP-1, assim como c-Myc. Esses fatores darão início à 

transcrição de diversas proteínas necessárias para a síntese de DNA (fase S), 

crescimento celular (fase G2) e divisão celular (fase M). Dentre tais proteínas podemos 

destacar os complexos Ciclina/CDK (quinase dependente de ciclina), que 

desempenham papel fundamental durante as diferentes fases do ciclo celular. As CDKs 

são constitutivamente expressas nas células e são reguladas por diferentes Ciclinas 

que tem sua expressão e degradação reguladas de acordo com a fase do ciclo celular 

em que células se encontra, daí o nome ciclina. Diferentes complexos Ciclina/CDK são 

ativados durante as diferentes fases do ciclo celular. 

A primeira metade da fase G1 culmina com a ativação do complexo 

CiclinaD/CDK4/6, que é ativado em diferentes níveis, incluindo transcrição gênica, 

estabilização de ciclina D, formação e estabilização do complexo CiclinaD/CDK4/6 e 

migração para o núcleo. Assim, as ciclinas D funcionam como sensores de fatores de 

crescimento e fazem a conexão entre mitógenos e a maquinaria autônoma do ciclo 

celular (Sherr et al, 1992; Sherr e Roberts, 1999).   

Até recentemente, o único alvo de fosforilação de CiclinaD/CDK4/6 conhecido 

eram as proteínas da família pRb (pRb, p107, p130). Essas proteínas são da classe de 

genes anti-tumor, e reprimem o fator de transcrição E2F quando hipofosforiladas. O 

fator E2F controla a atividade de vários genes necessários para o metabolismo do DNA 
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e sua replicação (Trimarchi e Lees, 2002). O mecanismo proposto é que Ciclina/CDK4/6 

inicia a fosforilação de pRb na metade de G1, tornando ativo o complexo 

CiclinaE/CDK2, que completa o processo de fosforilação de pRb, gerando um “feed-

back” positivo. A posterior ativação das CDKs dependentes de ciclina A e B permite a 

manutenção de Rb na forma hiperfosforilada, ou seja, inativa, até que a célula termine o 

processo de mitose (Sherr e Roberts, 1999). 

Estudos mais recentes mostraram que o complexo CiclinaD/CDK4 também é 

capaz de fosforilar Smad3, um agente que é intermediário na inibição do ciclo celular 

por TGFβ. Assim, a fosforilação de Smad 3 por CiclinaD/CDK4 torna esse agente 

inativo, permitindo a progressão do ciclo celular (Matsuura et al, 2004). Alguns outros 

substratos têm sido descritos com sendo alvo de ciclina D/CDK, são eles: UBF 

(“nucloeolar transcription factor usptream binding factor) (Voit et al., 1999), Cdt1 

(“replication licensing factor”) (Liu et al., 2004), Runx2 (“bone-specific trasncrition 

factor”) (Shen et al., 2006).   

O complexo CiclinaD/CDK também exerce uma segunda função, não catalítica, 

que é o seqüestro de proteínas da família Cip/Kip, incluindo p21 e p27, inibidores de 

CDK2, que serão mostrados posteriormente. A ligação de Cip/Kip ao complexo 

CiclinaD/CDK  também estabiliza o complexo e facilita a importação nuclear, sem inibir 

o mesmo (Sherr e Roberts, 2004). É importante lembrar que esses inibidores não tem 

qualquer efeito sobre a atividade quinásica de CDK 4 e 6. De fato, a interação com tais 

inibidores até mesmo facilita a montagem do complexo CiclinaD/CDK4/6 (LaBaer et al., 

1997; Cheg et al., 1999). O seqüestro dos inibidores p21 e p27 por CiclinaD/CDK4/6, 
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permite a ativação de CiclinaE/CDK2, que é alvo desses inibidores. Assim, a ativação 

de CiclinaD/CDK4/6 é importante par a ativação de CiclinaE/CDK2.  

O complexo CiclinaD/CDK4/6 ativo vai sendo acumulado progressivamente 

durante a fase G1. Após o início da replicação do DNA, esse complexo não é mais 

necessário e Ciclina D é degradada, e assim permanece até que a célula termine seu 

processo de divisão e entre novamente na fase G1.   

A atividade de CilinaE/CDK2 atinge o seu pico máximo na transição G1-S. As 

ciclina E1 e E2 têm sua expressão e atividade reguladas, ao menos parcialmente, por 

mitógenos e alguns de seus alvos moleculares são também alvos de CiclinaD/CDK4/6, 

especialmente pRb e p27. Os sítios de fosforilação de pRb reconhecido por 

CiclinaE/CDK, no entanto, diferem daqueles reconhecidos por CicnalD/CDK4/6. É 

possível, dessa forma, que a atividade de pRb seja regulada diferentemente por esses 

dois complexos (Harbour e Dean, 2000). Da mesma forma, a regulação de p27 por 

CiclinaE/CDK2, é diferente da que ocorre com CiclinaD/CDK4/6. Enquanto o primeiro 

complexo fosforila p27, o que vai resultar em sua degradação (Sheaff et al, 1997; Vlach 

et al., 1997), o segundo complexo seqüestra essa proteína, permitindo a atividade do 

primeiro. Esses dados sugerem que as atividades de CiclinaD/CDK4/6 e CiclinaE/CDK2 

em relação a esses substratos devem ser complementares em não apenas 

redundantes (Sherr e Roberts, 2004). Além disso, o complexo CiclnaE/CDK2 também 

fosforila uma segunda categoria de substratos, que estão envolvidos com a duplicação 

do DNA tais como histonas, genes envolvidos com montagem da origem de replicação 

e início da replicação e também duplicação dos centrômeros (Yu e Sicinski, 2006). 

Assim, após a ativação de CiclinaE/CDK2, a célula se torna comprometida com a 
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entrada na fase S, um processo que agora se tornou irreversível. A atividade de 

CiclinaE/CDK2 cai abruptamente após o início da fase S, devido à degradação de 

ciclina E (Clurman et al., 1996; Welkcer et al., 2003). A degradação de Ciclina E após o 

término da fase S juntamente com a degradação de ciclina A durante G2 levam a célula 

de volta ao estado basal.  

A atividade das CDKs é regulada pelos inibidores de CDK, ou CDKIs. Os CDKIs 

se dividem em duas famílias baseadas na estrutura dessas proteínas e nas CDKs sobre 

as quais essas proteínas atuam. Assim, a primeira classe compreende as proteínas 

INK4 (inibidores de CDK4), que inibem especificamente a porção catalítica de CDK 4 e 

6.  Pertencem à essa família: p16 (INK4A), p15 (INK4B), p18 (INK4C) e p19 (INK4D) e 

as mesmas são compostas por múltiplas repetições de anquirina e se ligam apenas à 

CDK4 e 6, e não às demais CDKs. A segunda classe de inibidores pertence à família 

Cip/Kip e inclui p21 (WAF1/Cip1), p27 (kip1) e p57 (kip2). Essas proteínas têm papel 

mais abrangente e modulam a atividade de diferentes complexos ciclina/CDK, como 

aqueles dependentes de ciclina A, D e E (Sherr e Roberts, 1999).  

Estudos mais recentes têm colocado em jogo a necessidade das diferentes 

Ciclinas para a proliferação e progressão do ciclo celular.  

Animais em que apenas 1 tipo de Ciclina D é inviabilizado (Ciclina 1, 2 ou 3), são 

viáveis e mostram pequenos defeitos, geralmente em tecidos em que apenas o tipo de 

ciclina deletado é expresso (Fantl et al., 1995; Sicinski et al, 1995 e 1996; Huard et al., 

1999; Sicinska et al., 2003 e 2006). Por outro lado, o nocaute das três Cilinas D ao 

mesmo tempo, resulta em morte embrionária, no dia 16,5 pós-fertilização. Esses 

animais sofrem de uma anemia severa, provavelmente a causa da sua morte 
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prematura. Esses dados mostram que, embora as Ciclinas D sejam necessárias para o 

correto desenvolvimento embrionário, elas não são necessárias para a progressão do 

ciclo celular (Kozar et al., 2004). Os animais nocautes para CDK 4 ou CDK6, 

apresentam defeitos muito semelhantes para aqueles encontrados para as diferentes 

Ciclinas D (Rane et al., 1999; Tsutsui et al, 1999; Malumbres et al., 2004), enquanto 

que o nocaute para as duas CDKs, ao mesmo tempo, apresenta fenótipo semelhante, 

embora um pouco mais brando, do que é observado para as três Ciclinas D (Malumbres 

et al., 2004). Esse fenótipo mais brando parece ser devido a uma compensação por 

CDK2.  

Animais nocaute para uma das duas Ciclina E (1 ou 2) se desenvolvem 

normalmente, embora alguns animais deficientes em Ciclina E2 sejam estéreis (Geng et 

al., 2003; Parisi et al, 2003). A deleção de ambos os genes resulta em morte 

embrionária por volta do dia 11,5 pós-fertilização devido a problemas na endoreplicação 

de trofoblastos da placenta. Assim, conclui-se que as Ciclinas E desempenham papel 

fundamental em ciclos endoreplicativos, mas não em ciclos mitóticos (Geng et al., 2003; 

Parisi et al, 2003). De forma semelhante, animais nocaute para CDK2 também se 

desenvolvem normalmente e podem viver por até 2 anos, sendo o único defeito 

encontrado a infertilidade, causada por defeitos na meiose (Berthet et al., 2003; Ortega 

et al., 2003). 

Deve-se salientar, no entanto, que embora os resultados sejam positivos em 

geral, ou seja, a maior parte das deleções não acarretam em grandes problemas de 

desenvolvimento, isso não quer dizer que essas proteínas não desempenhem papéis 

importantes durante o ciclo celular. Um resultado positivo se deve, em geral, a 
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redundâncias e/ou compensações que podem correr na ausência de determinados 

componentes. Assim, os dados acima apenas nos informam que o papel 

desempenhado pelos complexos Ciclina D/CDK4/6 e Ciclina E/CDK2, quando estes 

estão ausentes, pode ser desempenhado por outros complexos, provavelmente da 

mesma família, sejam eles conhecidos ou não. 

 

1.4. Motivações iniciais deste projeto 

1.4.1. Modelos Celulares de Estudo 

Nosso laboratório está trabalhando na definição dos mecanismos moleculares 

que controlam o ciclo celular de células de mamíferos, especialmente aquelas 

transformadas por Ras.  

Utilizaremos nesse trabalho linhagens celulares de camundongos que servem 

como ótimo modelo de estudo para mecanismos de tumorigênse de células de 

mamíferos em geral e de humanos, em particular. O trabalho de Maser e colaboradores 

(2007) mostra que a instabilidade cromossômica observada em células tumorais de 

camundongos gera uma série de situações que são muito similares às encontradas nos 

cânceres humanos. Os autores utilizam como modelo uma célula de um linfoma de 

células-T, com defeitos no sistema de “checkpoint” e manutenção dos telômeros. 

Assim, eles mostram que  essas células apresentam instabilidade cromossômica e que 

defeitos decorrentes desse processo, tais como deleções, translocação e amplificações 

gênicas são muito semelhantes àqueles observado em células provenientes de tumores 

humanos.   
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A linhagem de células adrenocorticais Y1 é derivada de um tumor de 

camundongo e apresenta uma amplificação do gene c-K-Ras (Schwab et al, 1983), o 

que faz com que essas células apresentem uma grande quantidade da proteína K-Ras 

ativada, na forma Ras-GTP. A alta expressão e atividade de Ras é provavelmente a 

causa ou uma das causas da transformação maligna dessa célula. Entretanto, apesar 

das características de transformação apresentadas por essa célula, ou seja, 

capacidade de evitar apoptose, potencial de replicação ilimitado e capacidade de 

formação de tumor, ela mantém as principais características do córtex da adrenal, 

sendo utilizada como modelo para o mecanismo de ação do ACTH. Além disso, ela 

mantém um controle importante da transição G0/G1→S, o que torna essa linhagem um 

modelo válido para o estudo do controle do ciclo celular, tanto para células adrenais 

como para as células de mamíferos em geral.  

As células da linhagem Y1 são bastante estáveis em cultura e podem ser 

estudadas em diferentes fases do ciclo celular de acordo com as condições em que são 

cultivadas. Células em crescimento exponencial são obtidas quando as mesmas são 

cultivadas com meio contendo 10% soro fetal bovino (SFB). Por outro lado, o 

carenciamento para soro por 48 h faz com que as células permaneçam na fase G0. 

Nessa fase, as células estão quiescentes e não ocorre replicação ou síntese de DNA. 

Entretanto, é importante ressaltar que uma porcentagem das células escapa ao 

carenciamento e continua a se dividir, o que deve ser levado em consideração na hora 

de avaliar os dados obtidos. Para que uma célula que se encontra na fase G0 possa 

progredir para as fases G1 e S é necessário um estímulo exógeno, tal como adição de 

soro ou fatores de crescimento. 
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Neste trabalho também estudamos a linhagem celular imortalizada e não 

tumorigênica de fibroblastos Balb/c 3T3 (clone A31), proveniente de embrião de 

camundongo Balb/c. Também utilizamos a sublinhagem 3T3-B61, derivada de Balb/c 

3T3 por transformação com o oncogene humano EJ-ras, forma mutada do gene c-H-

Ras 1 humano. O clone 3T3-B61 possui elevado número de cópias do oncogene EJ-

Ras, mostra relaxamento no controle do ciclo celular e é altamente tumorigênico 

quando injetado em camundongos Balb/c (Kovary et al., 1989). 

 

1.4.2. Efeito do FGF 2 na Célula Y1 

 Em células Y1 sincronizadas na interface G0/G1, o estímulo com FGF 2 é capaz 

de gerar uma série de respostas claramente mitogênicas. FGF 2 estimula a cascata das 

MAPKs, levando a uma rápida fosforilação das proteínas ERK 1 e 2, o que se observa 

entre 2 e 10 min após o estímulo. Além disso, entre 30 min e 2 h após o estímulo, 

observa-se a expressão dos fatores de transcrição, c-jun, c-fos e c-myc, os quais estão 

intimamente relacionados com a indução da síntese de DNA e, conseqüentemente, 

com a progressão do ciclo celular (Lofti et al., 1997; Lepique et al.2000). Observa-se 

também a expressão de ciclina D1, 5 h após o estímulo (Schwindt et al., 2003),  

culminando com início da síntese de DNA cerca de 8 h após o estímulo com FGF 2 

(Lofti et al., 1997; Armelin e Lofti, 1999). 

 Apesar do FGF2 disparar sinais claramente mitogênicos nas primeiras horas do 

ciclo celular de Y1, após a entrada na fase S, as células sofrem um bloqueio no ciclo 

celular e a proliferação é inibida (Costa, 2005). Em sua tese de doutorado, Costa 

(2005), mostra que esse efeito é mais acentuado para FGF2 e pouco acentuado para 
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FGF1, mas é nulo para outros FGFs testado (4 e 5). Ele mostra ainda que esse 

resultado é dependente dos níveis de K-Ras-GTP .e que esse efeito inibitório também é 

observado in vivo, ou seja, o tratamento com FGF2 diminui o ritmo de crescimento de 

tumores derivados de Y1, inclusive prevenindo o surgimento de tumores em alguns 

animais. Por outro lado, ele mostra que células Balb/c 3T3, imortalizadas, mas não 

tumorigênicas, não são inibidas por FGF2. Esse efeito inibitório foi observado em duas 

linhagens independentes transformadas por Ras, seja pela expressão elevada de K-

Ras, o que garante níveis elevados de K-Ras-GTP, no caso de Y1 e também em 

linhagens derivadas de fibroblastos normais Balb 3T3 transformadas pelo oncogene EJ-

Ras humano (H-RasV12), as sublinhagens EJA e B61. 

Dessa forma, o trabalho desenvolvido em nosso laboratório nos últimos anos tem 

demonstrado que o FGF2 está agindo de forma antagônica ao que é esperado, ou seja, 

ele tem agido de fato, como uma molécula antitumor quando adicionado exógenamente 

a células imortalizadas transformadas com o oncogene ras.  

Há evidência de que a célula entra em senescência (marcação β-galactosidase), 

embora seja uma senescência atípica, uma vez que a célula fica bloqueada em S e não 

em G1 (Costa, 2005; Forti et al., dados não publicados).  

O mecanismo de ação do FGF2 ainda não é conhecido, mas sabe-se que há a 

participação da proteína RhoA uma vez que a expressão do dominante negativo RhoA 

N19 torna a célula Y1 resistente ao efeito citótoxico de FGF2 (Forti et al., dados não 

publicados). Sabe-se que, dentre outras funções, a proteína RhoA induz o 

aparecimento de fibras tencionais composta de feixes de actina e miosina, auxilia nos 

contatos focais (locais onde a célula de fixa ao substrato) e é necessária na 
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organização do anel contrátil durante a divisão celular. Assim, RhoA é responsável por 

regular actina, miosina e microtubulo que compõe o citoesqueleto da célula regulando a 

morfogênese e envolvendo assim a estabilidade da polaridade da célula, fator 

importante para interações entre células, movimentos e migrações. (Jaffe e Hall, 2005). 

Dessa forma, este trabalho foi proposto inicialmente com o objetivo de esclarecer 

os mecanismos ativados por FGF2 que levam a inibição de linhagens celulares 

transformadas por Ras. Para responder a tal pergunta, nos propomos a selecionar e 

caracterizar células resistentes a FGF2 derivadas de Y1 e B61. Além disso, estudamos 

outras substâncias que inibem a proliferação de Y1, tais como Aginina-Vasopressina 

(AVP), cujos resultados não foram incluídos neste trabalho, e o éster de forbol, PMA. O 

trabalho com PMA surgiu da idéia de tentar correlacionar efeitos dessa droga com os 

de FGF2. Eles se mostraram independentes, porém, não menos importantes e bastante 

promissores.  

 

1.5. FGFs 

1.5.1. Sinalização por FGFs  

 O primeiro FGF a ser descoberto foi o bFGF (FGF básico) também conhecido 

como FGF2, que foi identificado como um fator de crescimento para fibroblastos (3T3) 

por Armelin em 1973. Desde então a família vem crescendo e, atualmente, já existem 

22 membros dessa família identificados. Os membros dessa família desempenham 

diferentes papéis, tanto em organismos em desenvolvimento quanto no organismo 

adulto. Assim, durante o desenvolvimento, eles têm papel importante no controle da 

proliferação, migração e diferenciação celular. Por outro lado, no organismo adulto, os 
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FGFs desempenham papéis importantes no sistema nervoso, no processo de 

cicatrização e reparo tecidual e na angiogênese (Ornitz e Itoh, 2001),  

 A sinalização por FGF se dá através de uma família de receptores, composta por 

5 membros, os FGFRs 1-5 (Eswarakumar et al., 2005; Kim et al., 2001; Sleeman et al., 

2001). Os FGFRs 1 a 4 são proteínas transmembranares contendo 2 ou 3 domínios 

extracelulares (onde se liga o FGF), um domínio transmembranar e um duplo domínio 

intracelular de tirosina quinase, responsável pela transdução de sinal (Schlessinger, 

2000). Portanto, os FGFRs pertencem à superfamília de receptores do tipo tirosina 

quinase, ou RTKs (Lee et al., 1989; Givol et al., 1992; Jaye et al., 1992). 

 O FGF também é capaz de se ligar a heparina ou proteoglicanas heparan 

sulfato, que agem como receptores de baixa afinidade que não transmitem sinal 

biológico, mas funcionam como moléculas acessórias que regulam a ligação a FGF e a 

ativação dos receptores (Yayon et al, 1991; Rapraeger et al., 1991; Ornitz et al., 1992).  

 Quando os FGFRs são ativados pelo ligante juntamente com o co-receptor tipo 

heparina ou heparan sulfato, o receptor sofre uma dimerização e se autofosforila de 

forma cruzada. Assim, tem início uma cascata de sinalização no ambiente intracelular.  

A sinalização é mediada pelas proteínas FRS α e β, as quais também são fosforiladas 

pelo receptor, tornando-se ativas.  Essas proteínas recrutam complexos Grb2/Sos, que 

podem ser recrutados diretamente e indiretamente, via Shp2, resultando na ativação da 

via de Ras e MAPK (Kouhara et al., 1997).  

A fosforilação de FRSα também leva a fosforilação de Gab1, a qual se liga ao 

domínio SH2 C-terminal de Grb2. A fosforilação de Gab1 recruta proteínas que contém 
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domínios SH2, incluindo PI3K (fosfoinositol-trifosfato quinase), que acaba resultando na 

ativação da via anti-apoptótica de Akt (Schlessinger, 2000). 

 A autofosforilação do receptor cria também sítios para ligação do domínio SH2 

da fosfolipase C γ (PLCγ), a qual se torna ativa após sua fosforilação pelo receptor, 

resultando na hidrólise do PIP2 (fosfatidilinositol bifosfato) e geração dos segundo 

mensageiros DAG (diacilglicerol) e IP3 (fosfatidilinisitol trifosfato). DAG ativa a via de 

PKC (proteína quinase C) e IP3 ativa a liberação de Ca+2 (Schlessinger, 2000). 

 

1.5.2. Papel Biológico dos FGFs e seus receptores 

 O papel biológico dos FGFs e seus receptores pode ser mais bem compreendido 

através do estudo de camundongos nocautes para essas proteínas. Um exemplo é o 

nocaute de FGF2, que produz animais viáveis, porém com problemas neuronais, 

esqueléticos e de pele. (Dono et al., 1998). Alguns nocautes, entretanto, 

aparentemente, não apresentam nenhum fenótipo definido, como é o caso do FGF1. 

Isso se deve, possivelmente, a uma compensação por parte de outros membros da 

família (Miller at al., 2000). Outros membros, por exemplo 4, 9 e 10, por sua vez, 

desempenham papéis tão relevantes e importantes, que os mesmos não podem ser 

compensados, uma vez que os animais nocautes para esses membros não são viáveis 

(Feldman et al., 1995; Colvin et al., 2001; Min et al., 1998; Sekine et al., 1999) .  

 Os nocautes dos receptores de FGF, por sua vez, apresentam diferentes 

fenótipos de acordo com o gene mutado ou, ainda, de acordo com a isoforma afetada. 

O nocaute de FGFR1 produz embriões inviáveis, que morrem no dia embrionário 9,5. 

Esses embriões apresentam um defeito de migração das células através da linha 
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primitiva (Deng et al, 1994; Yamagushi et al., 1994).  Esse mesmo fenótipo é observado 

quando se realiza o nocaute apenas da isoforma 1c, mas quando o alvo é apenas 1b, 

não se observa nenhum fenótipo (Partanen et al., 1998).   

 O nocaute de FGFR2 leva à morte embrionária no dia 10,5 devido a defeitos na 

placenta (Xu et al., 1998). O nocaute da isoforma 2b causa defeitos severos nos 

pulmões e membros (De Moerlooze et al., 2000), enquanto o da isoforma 2c causa 

defeitos na formação de ossos e esqueleto, mas os embriões são viáveis (Eswarakumar 

et al., 2002). Por outro lado, o nocaute de FGFR3 gera um crescimento exagerado dos 

ossos (Deng et al., 1996; Colvin et al., 1996), enquanto o de FGFR4 não apresenta 

fenótipo evidente (Weinstein et al., 1998). 

 Na seção seguinte chamaremos atenção para uma das vias mitogênicas que 

pode ser ativada por FGF e seus receptores. Trata-se da via de PKC, cujo 

conhecimento é de grande relevância para o entendimento deste trabalho. 

 

1.5.3. Via de PKC 

As proteínas quinases C (PKC) são proteínas do tipo serina/treonina quinase e 

compreendem uma família de 12 membros. Elas podem ser divididas em 3 grupos: a) 

PKCs convencionais (α, βI, βII e γ), as quais são ativadas por DAG, Ca+2 e 

fosfatidilserina; b)novas PKCs (δ, ε, θ, η e μ), são independentes de Ca+2 e são ativadas 

por DAG, fosfatidilserina e ácidos graxos insaturados; c) PKCs atípicas (ζ, λ e ι), as 

quais não se ligam a ésteres de forbol ou briostatina e são ativadas por fosfatidilserina, 

fosfatidilinositídeos e ácidos graxos insaturados (Liu e Heckman, 1998). PKC α, βI, βII, 
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δ, ζ e ε tem expressão ubíqua e são encontradas em todos os tecidos (Schaap e Parker, 

1991; Wetsel et al., 1992;), as demais isoenzimas têm expressão tecido-específica.   

As PKCs consistem de uma porção regulatória e um domínio catalítico. Elas são 

constituídas de 4 domínios conservados denominados C1 a C4, entremeados por alças 

variáveis, de função ainda desconhecida, denominadas V1 a V5 (Coussens et al., 

1986).  

O domínio regulatório pode ser dividido em dois domínios ricos em cisteína (C1 e 

C2). Esses dois sítios podem se ligar a diferentes ativadores (Ono et al., 1989).  O 

domínio C1 possui uma região inicial que é semelhante ao substrato de PKC que, 

provavelmente, atua como um pseudo-substrato de caráter regulatório (Soderling, 

1990). Além disso, nessa região estão domínios semelhantes a “zinc-fingers” que são 

especialmente importantes para a ligação a DAG e PMA (Pan e Coleman, 1990; Bell e 

Burns, 1991; Nishizuka, 1995). Os sítios de ligação ao Ca+2 ficam na região C2. A 

fosfatidilserina, por sua vez, pode se ligar a vários pontos das PKCs (Bell e Burns, 

1991; Lee e Bell, 1991). As novas PKCs assim como as PKCs atípicas não possuem 

sitos para ligação a Ca+2 e, assim, não dependem do mesmo para se tornarem ativas 

(Ohno et al., 1988; McGlynn et al., 1992; Hug e Sarre, 1993).   

O domínio catalítico fica na posição C-terminal e é composto pelas regiões C3 e 

C4 e V3 a V5. Na região C4 fica o sítio de ligação ao substrato assim como o sítio de 

transferência de fosfato (Nishizuka, 1992; Hug e Sarre, 1993). Em PKCα há também 

nessa região uma seqüência para translocação para o núcleo.  

A ativação de PKC depende não só da ligação de DAG e Ca+2, mas também da 

fosforilação da mesma e da sua ligação à membrana plasmática. O ligante de C1 assim 
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como a fosfatidilserina parecem ser os responsáveis pela manutenção dessa ligação 

promovendo, assim, a atividade enzimática máxima (Newton, 1995; Pear et al., 1992; 

Dietrich et al., 1989; Bazzi e Nelsestuen, 1988; Bazzi e Nelsestuen, 1993).  

PKC só é ativada quando tanto o domínio C1 quanto C2 são ativados. Quando 

apenas um dos sítios está ocupado, o sítio C2 fica bloqueado pelo pseudosubstrato e a 

enzima fica inativa. O DAG, que ativa PKC intracelularmente pode ser produzido de 

duas maneiras. A primeira dela se dá através da ativação de PLC, que hidrolisa PIP2 

para formar DAG e IP3. No entanto, o DAG produzido dessa maneira é rapidamente 

metabolizado, resultando em uma sinalização muito rápida (Nishizuka, 1992). Uma 

segunda onda de DAG é iniciada com a ativação de PLD (fosfolipase D), que promove 

a degradação de fosfatidilcolina, produzindo ácido fosfatídico e colina. O ácido 

fosfatídico é então convertido a DAG pela ação de uma monoesterase. A segunda onda 

de DAG é mais persistente, podendo estender os efeitos de um fator de crescimento 

por algumas horas (Nishizuka, 1992, Liscovitch, 1992). A fosfatidilcolina também pode 

ser convertida diretamente a DAG através de uma PLC específica (Zeisel, 1993).  

A atividade de PKC pode ser estimulada por diferentes agonistas. A seguir, será 

descrito o mecanismos de ação de dois desses agonistas, os quais serão utilizados 

neste trabalho. 

 

1.5.4. Briostatina e Esteres de forbol 

 Briostatina, ésteres de forbol e DAG competem pelo mesmo sítio de ligação à 

PKC. No entanto, embora ésteres de forbol e briostatina aparentemente se liguem ao 

mesmo sítio, os primeiros têm ação co-carcinogênica ou de promotores de tumor, 
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enquanto a briostatina tem ação anti-neoplásica. Parece, no entanto, que C1 e C2 se 

ligam aos dois ligantes com afinidades diferentes e que PKCδ é uma enzima chave, que 

responde de forma diferente aos dois ligantes.  

A briostatina 1 apresenta uma variedade de funções biológicas que incluem 

estímulo do sistema imune, inibição do crescimento, indução da diferenciação e 

aumento da sensibilidade a outras drogas (Watters e Parson, 1999).  

Os ésteres de forbol, dentre eles o PMA (12-misristato-13-acetato-forbol) 

exercem dois efeitos antagônicos sobre PKC. Em um primeiro instante, o PMA ativa 

PKC, através do mecanismo descrito anteriormente. Por outro lado, tratamentos longos 

com PMA levam a uma inibição da atividade de PKC. Esse fato se deve, 

provavelmente, à degradação da enzima. As enzimas presentes no citoplasma são 

degradadas por proteassomas, enquanto aquelas ligadas à membrana plasmática são 

degradas via vacúolos ou lisossomos (Kishimoto et al., 1989; Hug e Sarre, 1993, Pryer 

at al., 1992). As isoformas μ e ζ, no entanto, possuem pouca afinidade a PMA e, por 

isso, não sofrem inibição pelo mesmo (Chen, 1993; Johannes et al., 1994; Parker et al., 

1995; Olivier e Parker, 1992). 

 Assim como o PMA, a Briostatina I também pode levar a inibição de PKC, que se 

deve, provavelmente, a ubiquitinação da enzima seguida por sua degradação por 

proteassoma (Lee et al., 1996; Lee et al., 1997). PKC δ novamente, parece responder 

de forma, não sendo sensível à degradação induzida por briostatina, mas é sensível a 

PMA (Keenan et al., 1997). No entanto, ela pode ser inibida por PMA, mas essa inibição 

é revertida por altas concentrações de briostatina, mesmo na presença de PMA (Lu et 
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al., 1997). Essa resposta diferenciada de PKCδ pode ser a responsável pelas as 

respostas diferenciadas aos tratamentos com briostatina e PMA. 

 PMA também pode se ligar a PKD uma proteína quinase também do tipo 

serina/treonina, mas que possui estrutura e função distintas em relação a PKC 

(Valverde et al. 1994).  

Além disso, PKC α e β estimulam a atividade de PLD. Por outro lado, os ésteres 

de forbol demoram mais para serem degradados que DAG, e dessa forma, além de 

ativarem PKC, eles também estimulam PLD por períodos longos, sendo essa atividade 

limitada pela degradação de PKC. Assim, pode-se explicar, ao menos parcialmente, 

alguns efeitos vistos após o tratamento com PMA e que não passam por PKC (Liu e 

Heckman, 1998; Hedberg et al. 1994). 

 

1.6. Proliferação celular, apoptose e senescência 

1.6.1. Proliferação X Mecanismos anti-proliferativos 

 A homeostase de um organismo é garantida por diversos mecanismos de 

controle da fisiologia e do metabolismo celular desse organismo. Além disso, o controle 

do tempo de vida dos diferentes tipos celulares é essencial para o desenvolvimento e 

sobrevivência dos organismos pluricelulares. Esse controle é mantido através de um 

equilíbrio dinâmico que controla proliferação e morte ou senescência celular. Durante o 

desenvolvimento embrionário esse controle é fundamental para o correto 

desenvolvimento dos diferentes tecidos e órgãos. Por outro lado, no organismo adulto 

esse controle mantém a homeostase do organismo. Podemos citar como exemplos a 

constante troca de epitélio que são continuamente agredidos, como a epiderme ou 
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epitélio do trato intestinal, mantendo assim o tecido saudável. Também são importantes 

esses mecanismos para processos inflamatórios e de cicatrização.  Esse balanço entre 

mecanismos proliferativos e anti-proliferativos tem ainda um papel fundamental como 

mecanismo anti-tumoral, uma vez que o crescimento desordenado das células pode 

trazer conseqüências devastadoras para o organismo como um todo.  

 Nas próximas seções estudaremos algumas vias envolvidas em mecanismos 

anti-proliferativos, que serão importantes para a compreensão deste trabalho.   

 

1.6.2. Papel das proteínas da família Bcl-2 na apoptose  

A liberação de proteínas da região intramembranar da mitocôndria para o 

citoplasma exerce um importante papel na ativação da apoptose. Essa liberação ocorre 

devido a permeabilização da membrana mitocondrial externa, que é regulada por 

proteínas da família Bcl-2. 

 Algumas proteínas da família Bcl-2 encontram-se constitutivamente associadas a 

algumas membranas intracitoplasmáticas (retículo endoplasmático e mitocôndria), 

enquanto outras se apresentam na forma solúvel, no citoplasma.   

 As proteínas da família Bcl-2 possuem um ou mais domínios BH (“Bcl-2 

homology”) e são divididas em dois grandes grupos, de acordo com o seu papel de 

ativação ou inibição da apoptose. As proteínas pró-apoptóticas podem apresentar 

vários domínios BH, constituindo a classe de proteínas multidomínios (representada por 

Bax, Bak, Bok) ou apenas um, sendo esse último grupo representado pela classe de 

proteínas “BH3-only”. Alguns membros dessa classe são: Bid e Bim, que ativam 

diretamente Bax e Bak, e Bad e Bik, que agem indiretamente, inativando Bcl-2 e Bcl-xL. 
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A princípio, uma ou mais proteínas do grupo “BH3-only” são responsáveis pela resposta 

apoptótica a diferentes estímulos. Algumas delas podem ser ativadas por modificações 

pós-traducionais (ex.: Bim, Bmf) enquanto outras são ativadas por aumento de 

expressão (ex.: Noxa, PUMA, Hrk) (Kuwana e Newmeyer, 2003) .   

 A maneira como as proteínas da família Bcl-2 modificam a permeabilidade da 

membrana mitocondrial externa ainda não foi totalmente resolvida. Alguns autores 

acreditam que a permeabilidade é mediada pela abertura de canais aniônicos voltagem-

dependente, através da interação com tais proteínas (Tsujimoto et al., 1998). Por outro 

lado, outros acreditam que as próprias proteínas são capazes de formar um canal, seja 

através da formação de homomultímeros (Saito et al., 2000; Epand et al., 2002) ou de 

heteromultímeros com proteínas BH3-only (Kwana et al., 2002). Há ainda trabalhos que 

mostram que proteínas pró-apoptóticas poderiam desestabilizar a membrana externa 

(Basanez et al., 1999) ou ainda que a curvatura da membrana mitocondrial é importante 

para facilitar a formação de poros por Bax (Basanez et al., 2002). 

  Também não se conhece ainda exatamente mecanismo de ação das proteínas 

antiapoptóticas, Bcl-2 e Bcl-xL. Há autores que propõem que elas seqüestrem proteínas 

BH3-only, co-fatores necessários para a ação de Bax e Bak sobre a permeabilização da 

membrana mitocondrial externa (Cheng et al., 2001; Kwana et al. 2002). Por outro lado, 

outros autores argumentam que embora essas proteínas pró-apoptóticas inibam a ação 

de proteínas BH3-only, elas não interferem com a ligação dessas proteínas aos seus  

parceiros, Bax e Bak (Ruffolo e Shore,  2003).    

Outro mecanismo de apoptose envolve a participação de Ca+2. Nesse caso, o 

Ca+2 é liberado do retículo citoplasmático, causando um sobrecarregamento da 
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mitocôndria. Dessa forma, ocorre uma transição de permeabilidade, o que faz com que 

a matriz mitocondrial se torne inchada, resultando na ruptura da membrana mitocondrial 

externa. Assim, proteínas que estavam no espaço intramembranar são liberadas. Nesse 

mecanismo, Bcl-2, associada ao retículo citoplasmático, tem papel importante na 

regulação da liberação do cálcio, evitando a saída do mesmo quando ocorre estímulo 

de morte por C2-ceramida. Por outro lado, Bax e Bak aumentam a liberação de Ca+2 

(Nutt et al., 2002; Pinton et al., 2002; Scorrano et al., 2003). Esse mecanismo parece 

ser particularmente importante nos sinais apoptóticos disparados por ROS (espécies 

reativas de oxigênio), ceramidas e ácido aracdônico (Nutt et al., 2002; Scorrano et al., 

2003).      

A liberação de proteínas do espaço intramembranar da mitocôndria no 

citoplasma, especialmente do Citocromo c (Liu et al., 1996), resulta na ativação de uma 

cascata de proteases, as caspases, que será descrita a seguir. 

 

1.6.3. Caspases e apoptose 

 Até o momento, onze caspases já foram descritas para humanos e dez para 

camundongos (Kumar , 2007). Nem todas elas exercem função apoptótica como, por 

exemplo, a caspase 1, que está envolvida na maturação do IL1β (Thornbery et al., 

1992). 

 As caspases estão presentes nas células na forma de proenzimas, que estão na 

sua forma inativa e são muitas vezes chamadas de zimógenos de caspases. Após a 

ativação, a proenzima sofre uma proteólise, que vai resultar em duas subunidades que 

formam a enzima ativa (Kumar, 2007; Fuentes-Prior e Salvese, 2004). Além disso, as 
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caspases possuem ainda um prodomínio N-terminal de tamanho variável e que é 

utilizado para classificá-las em duas classes diferentes: uma em que o prodomínio é 

longo e uma em que o prodomínio é curto. O prodomínio longo é importante para 

interação com outras proteínas, exercendo papel no recrutamento dessas proteínas por 

complexos sinalizadores de morte e está envolvido também com a ativação 

autocatalítica (Kumar, 2007; Fuentes-Prior e Salvese, 2004). Essas caspases são 

chamadas inicializadoras, uma vez que fazem a ligação entre a sinalização de morte à 

execução do processo em si. As principais caspases inicializadoras em mamíferos são 

as caspases 2, 8, 9 e 10. As caspases que possuem um prodomínio curto não possuem 

capacidade de auto-ativação e, por isso, requerem ativação por parte de uma caspase 

inicializadora. (Kumar, 2007). Após se tornarem ativas elas são capazes de clivar vários 

substratos celulares e, por isso, são chamadas de caspases efetoras (Timmer e 

Salvesen, 2007). As principais caspases efetoras em mamíferos são Caspase 3, 6 e 7 

(Kumar, 2007).  

 A Caspase-9 está envolvida com a morte celular intrínseca, que é disparada pela 

mitocôndria e regulada por proteínas das famílias Bcl-2 e BH3-only. Nesse tipo de 

morte, o Citocromo c é liberado da mitocôndria e assim, ele se liga e facilita a 

montagem do apoptossomo, que recruta e ativa a Caspase-9. Ativação da Caspase-9 é 

mediada por Apaf-1. A Caspase-9, ligada ao apoptossomo agora ativa a Caspase-3, 

uma caspase efetora (Kumar, 2007).  

 A Caspase-8, por sua vez, é a mediadora da morte celular extrínseca, disparada 

por membros da família TNF. Após a ativação dos receptores de morte por membros da 

família TNF, a Caspase-8 é recrutada ao complexo DISC (“death-inducing signalling 
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complex” ou complexo sinalizador indutor de morte), através da proteína adaptadora 

FADD. Assim, a Caspase-8 se torna ativa, ativando em seguida a Caspse-3, o que 

resulta em morte celular (Boldin et al., 1996; Muzio et al., 1996; Kang et al., 2004).  

 A Caspase-3 é a principal caspase efetora e ela é ativada por proteólise mediada 

pelas Caspase-8 ou -9. A Caspase-3 é a principal responsável pela quebra dos 

substratos celulares durante a apoptose. A Caspase-7 é muito semelhante a Caspase-

3, tanto em estrutura quanto em função (Porter e Janicke, 1999; Fuentes-Prior e 

Salvese, 2004). 

 Algumas caspases, embora bastante estudadas, não possuem uma função 

fisiológica muito bem definida, portanto, as mesmas não serão exploradas nessa 

revisão bibliográfica. São elas Caspase-2 e -10,  que são estruturalmente semelhantes 

a Caspase-9 e -8, respectivamente, e também Caspase-6, que é estruturalmente 

semelhante a Capase-3 e -7.  

 

1.6.4. Senescência 

 O fenômeno hoje conhecido como senescência replicativa foi primeiro observado 

por Hayflick e Moorhead em 1961, quando notaram que fibroblastos humanos quando 

cultivados in vitro, apresentavam uma quantidade de replicações limitadas. Essas 

células, após um determinado período em cultura, paravam de se multiplicar e 

apresentavam uma morfologia diferenciada, caracterizada por alargamento e 

achatamento. Elas células podiam permanecer em cultura por longos períodos sem 

apresentarem sinais de morte celular. Sabe-se hoje que esse processo representa um 
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mecanismo mais geral de bloqueio estável e irreversível do ciclo celular, denominado 

senescência celular. 

Algumas características de uma célula senescente são: a) bloqueio do 

crescimento na fase G1 (não entram em S mesmo quando na presença de mitógenos); 

b) alguns genes responsivos a mitógenos se mantêm responsivos, porém outros, 

necessários para a proliferação são bloqueados; c)mudanças seletivas de função; d) 

mantêm-se metabolicamente ativas e resistem a apoptose por longos períodos de 

tempo (Stanulis-Praeger, 1987; Goldstein, 1990). 

 A senescência do tipo replicativa, descrita por Hayflick e Moorhead (1961), é 

causada, primariamente, pelo encurtamento dos telômeros, que resulta em uma 

resposta de dano ao DNA, ativando p53 (Itahana et al., 2004). Esse fenômeno é 

denominado senescência intrínseca e é observado em culturas primárias de 

fibroblastos humanos. Acredita-se que esse mecanismo ocorra também in vivo e seria o 

responsável pelo bloqueio da replicação, de forma a evitar que os telômeros adquiram 

um tamanho crítico, o que favoreceria a instabilidade cromossômica, gerando mutações 

e possivelmente, transformação neoplásica. Acredita-se também que o processo de 

senescência celular seja o responsável pelo envelhecimento celular (e tecidual) que 

ocorre in vivo. 

 Culturas primárias de fibroblastos embrionários de camundongos (MEFs) 

também apresentam um número finito de replicações e apresentam o fenótipo de 

senescência após o seu tempo de vida útil (replicativo). Entretanto, os camundongos de 

laboratório apresentam um telômero maior e muitas de suas células somáticas 

expressam a telomerase, enzima responsável pela síntese do telômero, que garante a 
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manutenção do tamanho do mesmo (Sherr e DePinho, 2000; Wright and Shay, 2000). 

Portanto, o mecanismo que dispara a senescência em MEFs é diferente do que é 

observado para fibroblastos humanos, ou seja, não é dependente do encurtamento de 

telômeros, e sim de fatores extrínsecos, muito provavelmente devido a danos oxidativos 

(Itahana et al., 2004). 

  Sabe-se que células senescentes apresentam maior atividade de p53 (Atadja et 

al., 1995; Itahana et al., 2002), e de p21, um alvo direto de p53 (Noda et al., 1994). De 

fato, o nocaute de p21 em fibroblastos humanos é suficiente para evitar a entrada em 

senescência (Brown et al., 1997). Uma das possíveis proteínas responsáveis pela 

sinalização para p53 é ATM quinase, que parece estar envolvida no reconhecimento de 

telômeros danificados e, assim, fosforilar p53 que, dessa forma, pode disparar o 

processo de senescência. Outra proteína envolvida é p14/ARF (ou p19/ARF em 

camundongos), que estabiliza p53, via MDM2 (Pomerantz et al., 1998; Zhang et al., 

1998). Entretanto, há evidencias de que o efeito de ARF pode ser independente de p53, 

MDM2 e p21 (Korgaonkar et al., 2002). 

 Até o momento, foi descrito o que ocorre em casos de senescência intrínseca, ou 

aquela provocada pelo encurtamento dos telômeros. Por outro lado, sabe-se que 

fatores externos podem desencadear um processo de senescência cujo mecanismo 

molecular varia, mas de fenótipo semelhante. Dentre alguns fatores que podem 

contribuir para a senescência extrínseca podemos destacar irradiação por raios X ou 

UV, espécies reativas de oxigênio (ROS) e a expressão de certos tipos de oncogenes e 

genes supressores de tumor. Esse tipo de senescência ocorre quando a célula ainda 
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possui telômeros funcionais e potencial para se multiplicar em condições normais de 

cultura (Itahana et al., 2004). 

 Atualmente, a senescência celular é vista também como mecanismo de 

supressão de tumor, uma vez que ela previne a instabilidade cromossômica causada 

pelo encurtamento dos telômeros. Ela também pode ser disparada por diferentes 

estímulos, que não estão relacionados ao encurtamento dos telômeros, dentre os quais 

podemos destacar danos ao DNA, remodelamento da cromatina e estímulos 

hipermitogênicos. Esses fatores determinam a senescência do tipo extrínseca. Esses 

estímulos têm em comum o fato de causar danos que podem, potencialmente, causar 

um desequilíbrio no controle do ciclo celular e, assim, contribuir para a formação de 

tumor.  

 Gostaríamos de destacar a senescência induzida por fatores hipermitogênicos, 

especialmente aquela causada pelo oncogene Ras. Conforme demonstrado por 

Serrano e colaboradores (1997), a expressão de Ras constitutivamente ativado (H-Ras-

V12) em culturas primárias de fibroblastos humanos e de camundongos leva a uma 

alteração na morfologia dessas células, que se tornam achatadas e mais espalhadas, 

mas que não se descolam da placa. Paralelamente, a proliferação celular diminui assim 

como a incorporação de BrdU, indicativa da diminuição da síntese de DNA ou bloqueio 

da entrada na fase S, indicando que as células ficam bloqueadas na fase G1. Por outro 

lado, os autores observam também um aumento na expressão de p53, p21 e p16. 

Concomitantemente, ocorre também um declínio na atividade de ciclina A e CDK2 e 

aumento da atividade repressora de pRB , que permanece na forma hipofosforilada.  Os 

autores mostram também aumento da atividade de β-galactosidase nas células 
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transformadas por H-Ras-V12, um indicativo de senescência, conforme mostrado na 

seção abaixo (Dimri et al., 1995). Assim, os autores concluem que a atividade 

constitutiva de Ras em culturas primárias humanos e de camundongos dispara um 

processo de senescência celular. Os autores mostram, ainda, que atividade diminuída 

de p53 e p16 em fibroblastos de camundongos e ratos é capaz de proteger essas 

células contra a senescência induzida por Ras. O mesmo, entretanto, não é verdadeiro 

para os fibroblastos humanos, indicando que a senescência disparada por Ras é 

dependente de p53 e p16 em fibroblastos de roedores, mas não em fibroblastos 

humanos (Serrano et al., 1997).  

 O estudo de Lin e colaboradores (1998) demonstra que a senescência induzida 

por Ras, é mediada, ao menos parcialmente, pela atividade constitutiva da via de 

MAPK, desencadeada pela presença de Ras constitutivamente ativo. Essa é a mesma 

via responsável pela transformação celular induzida por Ras. Assim, os autores 

propõem que mecanismos anti-tumorigênicos ou de transformação celular são 

disparados concomitantemente quando na presença de Ras constitutivamente ativo e a 

escolha entre um caminho ou o outro depende da presença ou ausência de proteínas 

repressores de tumor, como  p53 e p16/p19. 

 Recentemente, um importante estudo mostrou que a senescência induzida por 

Ras é dependente da quantidade de Ras expressa pela célula (Sarkisian et al., 2007). 

Utilizando-se de modelos celulares provenientes de glândulas mamárias de 

camundongos transgênicos, os autores mostram que a baixa expressão de Ras 

constitutivamente ativado promove a proliferação celular, mas não é suficiente para 

tornar as células transformadas. Quando os autores aumentam o nível de expressão de 
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Ras, eles mostram que a célula agora passa a apresentar marcadores indicativos de 

senescência celular. Essas células permanecem com o ciclo celular bloqueado 

indefinidamente e entram em apoptose após a expressão de Ras ser “desligada”. Por 

outro lado, alguns tumores aparecem após a indução da expressão de baixos níveis de 

Ras. Os autores observam, no entanto, que as células desses tumores passam a 

expressar Ras em um nível mais alto, porém, essas células possuem defeitos em 

proteínas envolvidas com a indução da senescência, p53 e Ink4a-ARF. Assim, os 

autores mostram a que a promoção do caráter transformado por Ras necessita de 3 

etapas, a primeira consiste na proliferação induzida pela expressão de baixos níveis de 

Ras constitutivamente ativo. No entanto, para que essa proliferação se torne 

descontrolada e resulte no surgimento de um tumor, é necessário que Ras passe a ser 

expresso em altos níveis (2ª etapa) e que a célula burle seu “sistema de segurança” (3ª 

etapa), que, do contrário, levaria a célula a entrar em senescência e impediria o 

crescimento e avanço desse tumor (Sarkisian et al., 2007).  

 

1.6.5. Senescência e beta-galactosidase 

 As células senescentes apresentam uma baixa marcação nuclear com timidina 

marcada radiotivamente, 3H-Timidina, visto que as mesmas não mais replicam o DNA. 

Entretanto, essa marcação é de difícil manipulação in vivo. Assim, Dimri e 

colaboradores (1995) desenvolveram um método para marcação de células humanas 

senescentes in vitro e in vivo, que mais tarde passou a ser utilizado como um marcador 

geral de senescência (Serrano et al., 1997, Bodnar et al., 1998, Ramirez et al., 2001) 

Nesse trabalho, os autores utilizam-se de dois artifícios para diferenciar células 
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senescentes de células jovens e pré-senescentes. Eles mostram, fazendo-se o uso de 

duas marcações diferentes, incorporação de timidina tritiada e atividade de β-

galactosidase no pH 6, que é possível diferenciar esses tipos celulares. Eles mostram 

que, em geral, células que têm marcação para timidina não tem atividade de β-gal em 

pH 6, somente no pH 4, que é a enzima lisossomal, presentes em todas as células. Por 

outro lado, a medida em que a cultura envelhece, as células deixam de incorporar 

timidina e passam a apresentar uma alta atividade da β-gal em pH 6. Nesse trabalho, 

os autores mostram também que a marcação para β-gal, pH 6, está relacionada à idade 

replicativa ou fisiológica da célula, e não necessariamente, à idade cronológica do 

doador. Os autores mostram ainda que a atividade de β-gal, pH 6, não é detectada em 

células sadias, em estado quiescente, seja por privação de soro ou inibição de contato, 

nem em células imortalizadas. Por último, os autores mostram que é possível marcar 

células senescentes in vivo, a partir de amostras de pele de diferentes indivíduos em 

diferentes idades. Eles mostram que marcação, tanto na derme quanto epiderme, só é 

positiva para indivíduos em idade avençada (acima de 69 anos). 

 Embora os autores deixem claro que desconhecem a razão pela qual a atividade 

β-gal em pH 6 esteja aumentada, eles propõem que esse efeito seja devido a um 

aumento de atividade da β-gal lisossomal, que costuma estar associado a senescência. 

Assim, parte da proteína poderia ainda estar ativa em pH 6.  
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1.7. Oncogenes Ras 

1.7.1. Via de Ras/MAPK  

 A ativação de receptores do tipo tirosina quinase, dos quais fazem parte os 

receptores de FGF2, recruta a proteína Grb2, que se liga ao mesmo através do domínio 

SH2. A proteína Grb2 ativa por sua vez, a proteína Sos, um fator de troca de 

nucleotídeos G (GEF), através da ligação ao seu domínio SH2 e trazendo Sos para a 

membrana citoplasmática que, dessa forma, entra em contato com Ras e pode ativá-lo. 

Dessa forma, Sos estimula a atividade da proteína Ras, catalizando a troca do GDP, 

inicialmente ligado à mesma, por GTP. Após sua ativação, Ras passa a interagir com 

uma série de proteínas disparando diferentes cascatas de sinalização  como as que 

passam pelas proteínas Raf e PI3K. Raf por sua vez faz parte de uma cascata de 

sinalização composta basicamente por proteínas quinases. Assim, Raf ativa MEK 

(MAPKK), que pos sua vez ativa MAPK (ERK). A ativação de ERK resulta na 

fosforilação de uma série de substratos citoplasmáticos e ligados à membrana e então 

ERK é rapidamente translocada para o núcleo, onde vai ativar a transcrição de 

diferentes fatores de transcrição necessários para dar início ao ciclo celular 

(Schlessinger, 2000).  

 

1.7.2. Proteínas Ras e câncer 

 A proteínas da família Ras são freqüentemente encontradas mutadas em 

cânceres humanos. A maior incidência é encontrada em tumores do pâncreas exócrino, 

onde mais de 80% dos casos apresentam mutações no gene K-ras. Em carcinomas de 
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colon, carcinomas foliculares e carcinomas indiferenciados da tireóide são encontradas 

mutações em uma das proteínas Ras em cerca de 50% dos casos (Bos, 1989). 

 Alguns tumores apresentam um dos genes da família preferencialmente 

mutados. Como exemplo temos os carcinomas de pulmão, pâncreas e colon, em que o 

gene preferencialmente mutado é o K-ras. No caso do carcinoma de colon, esse gene 

pode ser encontrado mutado nos três estágios de desenvolvimento do tumor, sendo 

principalmente encontrado na forma mutada nos estágios 2 e 3 (50% dos casos). Em 

pólipos benignos (estágio 1) as mutações são relativamente raras (menor que 20%). 

Esse fato pode ser interpretado de duas formas: a) as células que possuem a mutação 

serão aquelas que são importantes para a progressão da doença; b) a mutação de Ras 

é um evento vantajoso para a fase inicial do tumor, permitindo sua expansão e, 

posteriormente, sua transformação maligna (Bos, 1989). 

 O gene K-ras também aparece mutado em 30% dos casos de adenocarcinoma 

de pulmão, sendo todas as mutações encontradas no códon 12 (Bos, 1989). Parece 

haver, nesse caso, uma relação entre o uso de cigarro e mutação em K-ras 

(Rodenhuis,et al., 1988). No caso dos adenocarcinomas de pâncreas exócrino, o K-ras 

é encontrado em quase 90% dos casos. Em todos eles a mutação se dá no códon 12 e 

esse tumor é de péssimo prognóstico, com taxa de mortalidade próxima de 100% e taxa 

de sobrevivência por 5 anos menor que  5% (Eckel et al., 2006) 

 Outros tipos de cânceres, por sua vez, apresentam mutações nas diferentes 

proteínas da família Ras. Temos como exemplo os casos de melanoma, que 

apresentam 20% dos casos com mutações em N-ras. Nas desordens mielóides, 
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observamos uma taxa de mutação em ras em 1/3 dos casos, nos quais , as mutações 

podem afetar qualquer um dos genes da família ras (Bos, 1989). 

De forma geral, conclui-se que as mutações em Ras estão associadas 

especialmente com cânceres hematológicos derivados de células de origem mielóide 

assim como em carcinomas, especialmente adenocarcinomas. Por outro lado, essas 

mutações não são importantes para o desenvolvimento de tumores de origem 

neuroectodérmica e malignidades de origem linfóide (Bos, 1989).   

Embora tenha sido observado que mutações em Ras são capazes de levar a 

transformação celular, sabe-se que a amplificação do mesmo também pode resultar em 

um fenótipo semelhante. Pulciani e colaboradores (1985) descrevem a transformação 

celular de células NIH-3T3 pela inserção de múltiplas cópias do proto-oncogene H-ras 

nessas células. Eles mostram também que amplificação de K-Ras pode ser encontrada 

em amostras de tumores humanos. Por outro lado Chang e colaboradores (1982) 

mostram também que a superexpressão do proto-oncogene H-Ras dirigida por um 

promotor forte é suficiente para transformar células de camundongos. Além disso, 

Schwab e colaboradores (1983) mostraram que as células Y1 derivadas de um tumor 

do córtex da adrenal de camundongo carregam uma amplificação do gene K-ras, 

provavelmente responsável pela gênese e/ou manutenção desse tumor.    

 O trabalho de Lim e Counter (2005) mostra, de forma muito elegante, o papel da 

proteína Ras no desenvolvimento e progressão de tumores. Através de uma série de 

construções e animais transgênicos que expressam a proteína Ras de forma induzível e 

uma combinação dessa construção com construções em que as diferentes vias 

ativadas por Ras estão constitutivamente ativadas (são elas: via de ERK, via de 
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PI3K/Akt e via de RalGEF), eles demonstram que a proteína Ras é essencial para a 

iniciação de um tumor mas, uma vez o tumor estabelecido, Ras e as vias de ERK ou 

RalGEF não são mais necessárias. Portanto, a manutenção de um tumor formado a 

partir da atividade descontrolada de Ras é garantida apenas com a atividade da via de 

PI3K/Akt. Dessa forma, os autores demonstram o importante papel de Ras na formação 

do tumor e da via de PI3K/Akt na sua manutenção.   

 

1.7.3. Fosforilação de K-Ras por PKC leva a apoptose 

A proteína K-Ras pode ser encontrada em duas isoformas diferentes, as quais 

são denominadas K-Ras 1 (ou 4A) e K-Ras 2 (ou 4B), devido ao “splicing” alternativo do 

mRNA (Capon et al., 1983; George et al., 1985; McGrath etal., 1983; Shimizu et al., 

1983). A isoforma mais abundante de K-Ras (2 ou 4B) encontra-se ancorada à 

membrana plasmática através de modificações pós-traducionais que incluem lipídeos 

associados, os quais se inserem na bicamada lipídica, e uma região rica em 

aminoácidos básicos, ou região polibásica, localizada na porção C-terminal, a qual 

interage com as cabeças polares dos fosfolipídios de membrana (Leventis and Silvius, 

1998). Dentro da região polibásica de K-Ras encontram-se 3 sítios potenciais para 

fosforilação (resíduos de serina). Por outro lado, sabe-se que essa região polibásica é 

fosforilada por PKC (Ballester et al., 1987). Assim, Bivona e colaboradores (2006) 

hipotetizaram que a fosforilação da região polibásica de K-ras poderia regular a sua 

interação com a membrana plasmática, uma vez que a carga negativa do fosfato 

adicionado iria desestabilizar a interação com as cabeças polares dos lipídeos de 

membrana, através de um mecanismo que eles denominaram de “farnesyl-elestrostatic 
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switch”, em analogia ao “myristoil eletrostatic switch”, descrito anteriormente, que ocorre 

em proteínas MARCKs (McLaughlin and Aderem, 1995). 

Nesse trabalho, Bivona e colaboradores (2006) mostram que um agonista de 

PKC (briostatina) induz translocação de K-ras para membranas intracelulares e que 

esse efeito é específico para a ativação de PKC uma vez que um tratamento prévio com 

um inibidor de PKC inibe essa translocação. Esse mecanismo é dependente da 

ativação de K-Ras, ou seja, o mesmo deve estar na forma K-Ras-GTP. O efeito é 

também dependente da fosforilação do sítio S181, presente na região polibásica. Esse 

mecanismo é reversível, consistente com o modelo proposto de “farnesyl-eletrostaic 

switch”.  Por outro lado, eles mostram também, que essa migração não é possível para 

outras proteínas da família tais como H-Ras e Rac.  

Eles mostram também que K-Ras interage, na membrana mitocondrial externa, 

com a proteína Bcl-xL, e isso ativa a via apoptótica, resultando em massiva morte 

celular. Também fica demonstrado que o tratamento com briostatina inibe formação de 

colônias em meio semi-sólido assim como limita o crescimento de tumores com K-Ras 

ativado com a região polibásica selvagem, mas não com a região polibásica mutada no 

sítio de PKC (S181 para A 181). 

Desse trabalho, conclui-se que: a) K-Ras é alvo direto de PKC e sua 

translocação é mediada pelo sítio S 181; b) sua fosforilação é necessária e suficiente 

para provocar a translocação de K-Ras; c) internalização de Ras para a MME é 

necessária e suficiente para promover apoptose, mas Ras tem que estar ativado; d) Bcl-

xL é necessária para indução de apoptose por K-Ras. 
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 2.1. Objetivo geral  

• Desvendar os mecanismos moleculares pelos quais FGF2 dispara 

senescência e inibe proliferação celular em células murinas transformadas 

por Ras e altamente refratárias a apoptose. 

 

2.2. Objetivos Específicos  

• Seleção e caracterização fenotípica de clones resistentes a FGF2 a partir das 

linhagens célulares de camundongo Y1 de células adrenocorticais malignas e 

3T3-B61 de fibroblastos transformados pelo oncogene humano H-ras-V12. 

• Seleção e caracterização fenotípica de sublinhagens clonais de células Y1 

resistentes ao miristato-acetato de forbol (PMA). 

 

2.3. Resumo dos Motivos principais que fundamentaram a escolha destes 

objetivos 

Costa (2005), em sua tese de Doutorado, observou os seguintes resultados: a) 

somente 50% dos camundongos Balb/c Nude inoculados com células Y1 e injetados 

com FGF2 desenvolveram tumores, mas sublinhagens derivadas desses tumores se 

mostraram tão ou mais sensíveis a FGF2 que a linhagem parental, sugerindo que 

durante o desenvolvimento desses tumores não houve seleção de clones Y1 

resistentes a FGF2; b) ensaios clonogênicos mostraram que uma porcentagem 

relativamente alta de células Y1 sobreviviam a 24h de FGF2; mas, colônias 

sobreviventes coletadas geraram sub-linhagens cujo fenótipo de resistência a FGF2  

era instável, revertendo ao padrão de sensibilidade a FGF2 da linhagem parental. Dado 
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o enorme interesse potencial do fenômeno de indução de senescência por FGF2 em 

células malignas altamente refratárias a apoptose, tornou-se muito atraente estudar a 

seleção de células Y1 resistentes ao FGF2, dadas as seguintes razões: 

1. Sabidamente, células malignas são geneticamente muito instáveis, o que leva 

ao rápido aparecimento de resistentes a drogas terapêuticas em testes de cultura e 

animais de laboratório e, também, no tratamento de pacientes com câncer. As 

observações de Costa (2005) citadas acima não se ajustavam bem a esse modelo, 

sugerindo que o surgimento de resistentes a FGF2 em populações de Y1 era diferente 

e merecia ser estudado a fundo. Esse raciocínio levou à exploração de protocolos para 

seleção e isolamento de clones Y1 resistentes a FGF2 em cultura. 

2. Classicamente, em genética microbiana seleção e caracterização de mutantes 

resistentes a substâncias tóxicas foram abordagens extremamente profícuas, também 

aplicadas com sucesso em genética somática de células de mamífero em cultura. Por 

outro lado, apesar de o fenômeno de inibição de proliferação por FGF2 ter sido visto por 

múltiplos laboratórios em diferentes tipos de células, não temos notícia de que a 

abordagem de seleção de resistentes a FGF2 tenha sido alguma vez explorada. Por 

tudo isso aplicamos conceitos e procedimentos clássicos à seleção de resistentes a 

FGF2 associados às técnicas analíticas atuais da chamada genética reversa. 

3. Os resultados iniciais desta abordagem foram suficientemente intrigantes e 

promissores para estimular o desenvolvimento de um projeto mais ambicioso. Conforme 

os resultados descritos nesta tese, esta abordagem foi muito bem sucedida revelando 

muitos dados inesperados, cuja interpretação sugerem mecanismos de grande 

relevância teórica e prática para a biologia celular de células malignas dependentes dos 

oncogenes ras. 
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3.1. Materiais 

3.1.1. Anticorpos  

K-Ras (F234) – Santa cruz 

H-Ras  (C20) – Santa Cruz 

ERK 1/2 total (9102) – Cell signaling 

ERK 1/2 fosforilada – Thr202, Tyr 204 (9101L) – Cell signaling 

Anti-rabbit e anti-mouse (conjugados com peroxidase de “horseradish”) –    

 GE Health Care 

 

3.1.2. Meio, soro e soluções para cultura de células de mamífero 

DMEM - Dulbeco’s Modified Eagle Médium (Invitrogen) + 1,2g/ml NaHCO3. 

FCS - Fetal Calf Serum – Cultilab. 

PBS - KCl 2,7mM, NaCl 137mM, Na2PO4 anidro 8mM, KH2PO4 1,5mM, CaCl2.2H2O 

0,68mM e MgCl2.6H2O 0,49mM (pH 7,2). 

PBSA - NaCl 140mM, KCl 2,7mM, Na2PO4 anidro 8mM, KH2PO4 1,5mM. 

Tripsina - solução 0,1% em PBSA e 1 mM de EDTA. 

 

3.1.3. Soluções Tampões, fixadores e corantes 

Fixador para ensaio de β-galactosidase associada à senscência – 2% formaldeído, 

0,2% glutaraldeído. 

Corante Ponceau - 0,1% Ponceau, 10% ácido acético glacial. 

MOPS (5X) – 200mM MOPS, 50mM NaAc, 5mM EDTA, pH7,0. 
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Solução corante para ensaio de β-galactosidase – 1 mg/ml 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-

D- galactosídeo (X-gal) (solução estoque: 20 mg/ml em dimetilformamida), 40 

mM ácido cítrico/fosfato de sódio pH 6,0, 5 mM ferricianeto de potássio, 5 mN 

ferrocianeto, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl2.   

TBST - 10mM Tris base pH8,0, 150mM NaCl, 0,2% Tween-20. 

Tampão de amostra para RNA – 10% formaldeído, 50% formamida, 10% glicerol, 2 mM 

EDTA, 0,025% azul de bromofenol, 0,025% xileno cianol, 1X MOPS. 

Tampão de transferência para SDS-PAGE – 25 mM Tris-base, 0,2 M glicina, 20% 

metanol (pH 8,5). 

Tampão de corrida para SDS-PAGE - 25m M Tris-base, 250 mM glicina, 0,1% SDS, pH 

8,3. 

Tampão de lise “RIPA” – 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% deoxicolato de 

sódio, 1% NP-40, 0,1% SDS. 

Tampão de amostra para proteína (2X) – 100 mM Tris-HCl, 200 mM ditiotreitol,  4%SDS, 

0,2% azul de bromofenol, 20%glicerol. 

 

3.1.4. Reagentes diversos, kits e outros materiais 

Applied Biosystems 

• SYBR green 

Baker 

• Ácido cítrico 

Bio Rad 

• Bradford 
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GE Health Care  

• Membrana de Nitrocelulose Hybond-C Extra  

• Kit “ECL Western Blot Enhanced Chemiluminescence” 

Gibco/Invitorgen 

• Agarose  

• DMEM 

• Geneticina  

• Glicina 

• Bisacrilamida 

Kodak 

• Filme para Raio-X 

• Revelador 

• Fixador 

Invitrogen 

• Acrilamida  

• DNAse I 

• Super Script III (Transcriptase reversa) 

• Trizol 

Merck 

• Acido acético glacial  

• CaCl2.2H2O  

• Etanol 

• Formaldeído em solução (37%)  
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• Formamida 

• Glutaraldeído 

• Glicerol  

• HCl  

• KCl  

• KH2PO4 

• NaCl  

• NaHCO3 

• Na2PO4 anidro  

• Metanol  

• MgCl2. 

• Ponceau 

• SDS (ácido dodecil sulfato)  

• Tween-20 

• Violeta genciana 

Riedel 

• Acetato de sódio 

Sigma  

• Azul de bromofenol 

• Ampicilina  

• Brometo de etídeo 

• Briostatina I  

• Brometo etídeo  
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• Deoxicolato  de sódio 

• DTT (Ditiotreitol)  

• EDTA 

• MOPS 

• NP-40 

• PMA (miristato-acetato de forbol) 

• Soro-Albumina Bovina (BSA)  

• Tris base 

• X-Gal 

• Xileno cianol 

 

3.1.5. Inibidores enzimáticos 

Inibidores de proteases: Sigma 

• Aprotinina (2 µg/ml)  

• Leupetina (2 µg/ml) 

• Pepstatina (2 µg/ml)   

• PMSF (1 mM),  

• DTT (ditiotreitol) (1 mM) 

 

Inibidor fosfatse: Sigma 

• Ortovanadato de sódio (1 mM) 
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Inibidores de quinases de vias de sinalização 

Inibidor de PKC:  

Calbiochem 

• Bisindolylmaleimide I 10 μM 

Sigma 

• Gö 6983 10 μM 

 

3.1.6. Fatores de crescimento 

Sigma 

• FGF1, FGF4, FGF5 

Laboratório  

• FGF2 (recombinante, produzido e purificado no laboratório do Prof. Ângelo 

Gambarini, IQ-USP) 

 

3.1.7. Primers 

Gene Forward primer Reverse primer 
Fragmento 

(pb) 

Hprt1 GTTGGATATGCCCTTGA
CTATAATGAG 

GGCTTTGTATTTGGCTTT
TCCAG 

90 

H-Ras (h) GGCCCCTGAGGAGCGA
T 

CACAAAATGGTTCTGGA
TCAGCT 102 
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3.1.8. Equipamentos 

Amersham biosciences 

• Espectrofotômetro UV/visível - Ultraspec 3100 pro 

Applied biosystems 

• AB 5700 

• Software – SDS 5700 

Biorad 

• Cuba de transferência - Transblot 

Eppendorf 

• Microcentrífugas 

Forma Scientific  

• Estufas de CO2 para cultura de células 

Nikon 

• Microscópio óptico de fluorescência (Nikon Fluophot) 

• Microscópio invertido - Diaphot 

 

3.2. Métodos 

3.2.1. Cultura de Células 
 As células foram cultivadas em meio DEM suplementado com 10% SFB. A 

subcultura era realizada, suspendo-se as células em uma solução de tripsina. O meio 

de cultura era renovado a cada 2 ou 3 dias. As células foram utilizadas entre a 3ª e a 

20ª passagem.  

Nesta tese utilizamos células adrenocorticais de camundongos, Y1 (Yasumura et 

al., 1966) e também o clone Y1-D1G, transfectado com o vetor psVK3D1 juntamente 
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com um marcador genético (neo), que foi mantido em meio seletivo 10% SFB-DME, 

adicionado de 100 µg/ml G418.  

Também utilizamos células Balb/c 3T3, clone A31, que é uma linhagem 

imortalizada de fibroblastos embrionários de camundongo, não tumorigênica (Aaronson 

e Todaro, 1968). Além disso, utilizamos a sublinhagem Balb/c-B61, que é derivada de 

Balb/c 3T3, transformada com oncongene EJ-Ras humano (H-Ras-V12), que foi 

inserido juntamente com um marcador genético (neo) (Armelin et al., 1988; Kovary et 

al., 1989). Esta sublinhagem foi mantida em meio seletivo 10% SFB-DME, adicionado 

de 100 µg/ml G418.  

Para o carenciamento para soro, as células eram plaqueadas, e deixadas em 

repouso por 24 h. Após esse período, o meio contendo 10% SFB é removido e lavado 

com uma vez com PBSA e uma vez com meio DME sem SFB. As células são então 

mantidas em meio DME sem SFB por 48 h. Dessa forma, as células são sincronizadas 

nas fases G0/G1 e se mantêm viáveis e responsivas aos diferentes tratamentos. 

 

3.2.2. Ensaio clonogênico (substrato sólido) 

 Para verificar a sensibilidade das linhagens estudadas a FGF2 e PMA, 

realizamos ensaios clonogênicos. Nesse ensaio as células são contadas em câmara de 

Fuchs-Rosenthal e plaqueadas em baixa densidade (100 a 500 células por cm2) em 

meio de cultura completo (DMEM + 10% FCS). O FGF2 (2ng/ml) é adicionado 

imediatamente após o plaqueamento das células e deixado por 24 horas, quando então 

a placa é lavada com meio soro e um meio fresco contendo 10% FCS é adicionado. 
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Para células Balb/c e B61 também foram utilizados os FGFs recombinantes 1, 4 e 5 na 

concentração de 2 ng/ml. 

O tratamento com PMA foi realizado seguindo-se dois diferentes protocolos. No 

protocolo de 24 h a droga era adicionada imediatamente após o plaqueamento, deixada 

por 24 h, quando então o meio era removido, lavado e trocado. No protocolo de 2 h, as 

células foram contadas e plaqueadas, deixadas em repouso por 4 h, quando então o 

PMA foi adicionado e deixado por 2 h. Após esse período, o meio foi removido, lavado e 

trocado por meio fresco. Paralelamente, também são plaqueadas células controle que 

não recebem nenhum tratamento, mas são lavadas e o meio é trocado juntamente com 

as células tratadas. Para o ensaio em que foram utilizados inibidores de PKC, eles 

foram adicionados imediatamente após o plaqueamento e o PMA só foi adicionado 1 

hora após o início do tratamento com os inibidores. A quantidade de PMA variou entre 2 

a 10 ng/ml nos ensaios de 24 h com e sem inibidores e foi de 10 ng/ml nos ensaios de 

2h. Além do PMA foi utilizado um segundo ativador de PKC, Briostatina I, que  foi 

utilizado na concentração de 100 μM por 24 h.   

Após o período de tratamento, o meio das placas foi trocado e então foi renovado 

a cada 3 ou 4 dias até o aparecimento de colônias visíveis a olho nu, cerca de 15 dias 

após o plaqueamento. As colônias são então fixadas com 3,7% paraformaldeído (15 

min), coradas com violeta genciana (10 min) e contadas. Cada condição é realizada em 

triplicata. 
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3.2.3. Ensaio de Proliferação Celular 

Nesse ensaio são plaqueadas 2,5.104 ou 5.104 células por placa (P35). Para 

cada condição, as células foram contadas em duplicata, por 4 vezes em dias 

alternados, portanto num total de 8 placas por experimento. Após o plaqueamento as 

células são mantidas em repouso por 24 h. Após esse período, as células de duas 

placas são tripsinizadas e contadas em hemocitômetro (Câmara de Fuchs-Rosenthal) 

para estabelecer o número de células/placa no dia 0. Nesse dia também são 

acrescentadas as drogas de interesse, FGF2 (2 ng/ml), PMA (10 ng/ml) ou uma 

combinação de ambas. O tratamento é sustentado, ou seja, as drogas são novamente 

adicionadas cada vez que o meio de cultura é trocado, a cada dois dias. As células são 

tripsinizadas, suspendidas em PBS e então contadas nos dia 1, 3, 5 e 7.  

 

3.2.4. Ensaio de crescimento em suspensão de agarose 

 Para que as células cresçam em suspensão a primeira etapa é isolar o fundo da 

placa com uma agarose “dura”, para evitar que as células adiram no fundo da placa. 

Para isso, uma solução de agarose 1,2% em água destilada é diluída em meio DME 2 

vezes concentrado contendo 20% FCS, gerando uma solução de agarose 0,6% em 

DME + 10% FCS.  

 Após a tripsinização e contagem das células, elas foram suspensas em uma 

matriz de meio semi-sólido contendo 0,3% agarose dissolvida em meio DME + 10% 

SFB, o qual é preparado a partir de soluções estoque de 0,6% agarose e DMEM 2 

vezes concentrado + 20% SFB. Tanto o meio de cultura concentrado quanto a solução 

estoque de agarose são mantidos a 42°C e são misturados imediatamente antes do 
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uso. As células são contadas, suspendidas no meio semi-sólido e plaqueadas, variando 

de 300 a 5000 células por cm2. O ensaio é realizado em placa com 6 poços, sendo 

utilizados 3 poços para cada condição. A droga que se deseja estudar é acrescentada à 

suspensão de células imediatamente antes do plaqueamento. Após 24 h, o meio líquido 

(10% SFB-DME) é colocado sobre o meio semi-sólido e esse meio líquido é renovado 

três vezes por semana. Nos poços correspondem à condição tratada, a substância cujo 

efeito se deseja estudar é também adicionada, diluída no meio líquido. Assim, o 

tratamento é mantido sustentado durante todo o período experimental. Neste trabalho 

foram realizados tratamentos com FGF2 (20 ng/ml) e PMA (20 ng/ml).  

 As células são crescidas por 4 a 5 semanas até que apareçam colônias visíveis a 

olho nu. Elas são então fixadas com 3,7% formaldeído , coradas com violeta genciana e 

contadas. 

 

3.2.5. Isolamento de clones resistentes 

 Nesta tese foram a isolados clones a partir da linhagem Y1 resistentes a FGF2 e 

PMA. Também foram isolados clones resistentes a FGF2 derivados de Y1-D1G. As 

concentrações usadas foram: FGF2 – 2 ng/ml e PMA – 10 ng/ml e o tratamento foi 

mantido sustentado conforme será explicado abaixo. O isolamento de clones 

resistentes a FGF2 derivados de B61 foram realizados em duas etapas. O clone B61-

FR4 foi isolado anteriormente em nosso laboratório e seguiu o protocolo descrito em 

Costa, 2005. O clone B61-FRA foi isolado pela aluna Marianna Koga, com tratamento 

de FGF2 a 10 ng/ml, com tratamento sustentado.  
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Para o isolamento de clones resistentes as células foram plaqueadas em média 

densidade, sendo que a quantidade de célula variou em função do tipo celular estudado 

e do tratamento utilizado. Assim, para células Y1 foram plaqueadas 640 células/cm2 

para o isolamento de clones resistentes a FGF2 e 3.103 células/cm2 para o isolamento 

de clones resistentes a PMA. As células Y1-D1G também foram plaqueadas na 

densidade de 3.103 células/cm2 para a seleção de resistentes a FGF2. Todas as células 

foram plaqueadas em triplicata. 

Após o plaqueamento, as células foram mantidas em repouso por 24 h, quando 

foi adicionado o tratamento (FGF2 ou PMA). O meio de seleção era renovado três 

vezes por semana, mantendo-se os tratamentos desejados. Após 24 h do início do 

tratamento já se observava uma intensa morte celular e também durante os próximos 

dias, até que começaram a surgir colônias derivadas de células resistentes. Após 15 a 

20 dias foi possível isolar clones derivados de tais colônias. Para isso, o meio retirado, a 

placa foi então lavada com PBSA e as colônias escolhidas foram isolados com anéis de 

clonagem. Elas foram tripsinizadas e passadas para uma placa  de 12 poços, sendo 

que cada poço recebeu células de apenas uma colônia, ou clone. Essas células foram 

expandidas ainda na presença do agente seletivo e uma alíquota foi separada para 

posteriores estudos, enquanto outra alíquota foi congelada. 

Os clones de Y1 resistentes a FGF2 foram denominados Y1-FR (FGF2- 

resistentes). Em uma primeira seleção foram isolados 127±15 clones, sendo que 

apenas 1 permaneceu saudável e foi congelado. Em uma segunda seleção foi possível 

isolar mais dez clones (Tabela 1 – Resultados).  
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Os clones de Y1 resistentes a PMA foram denominados Y1-PR (PMA- 

resistentes). Em uma primeira seleção foi possível obter apenas um clone saudável, 

que foi congelado. Na segunda seleção foram obtidos mais sete clones. 

No caso dos clones de Y1-D1G resistentes a FGF2 foi coletado um total de 10 

clones, sendo que 6 deles foram capazes de proliferar ativamente e foram expandidos e 

congelados. Os clones foram denominados Y1-D1G-FR. 

Todos os clones resistentes obtidos, inclusive os selecionados para resistência a 

PMA, são mantidos em FGF2 (2ng/ml) quando subcultivados ou quando o meio é 

renovado. 

 

3.2.6. Western Blot 

Para a detecção da quantidade de proteína Ras foram realizados ensaios de 

Western blot. Para isso, células crescidas exponencialmente por 48 h foram lisadas 

com tampão RIPA adicionado de inibidores de protease e a quantidade de proteína 

presente nos diferentes lisados foi quantificada utilizando-se o método Bradford e 

fazendo-se a leitura em um espectrofotômetro.  

Aos extratos celulares (100 μg de proteína total) foi adicionado o tampão de 

amostras e eles foram então submetidos a um SDS-PAGE (gel 12% acrilamida), que foi 

submetido a eletroforese por toda a noite. No dia seguinte, o gel foi transferido  para 

uma membrana de nitrocelulose, utilizando-se um tampão de transferência em sistema 

semi-úmido. Após a transferência a membrana foi corada com solução de Ponceau, 

para monitorar a eficiência de transferência e a qualidade do extrato celular. 



 
 
                                                                                                       Materiais e Métodos 

62

A membrana foi então bloqueada com 5% leite desnatado diluído em TBS-T por 

45 min a 2 h. Após o bloqueio a membrana foi incubada com o anticorpo primário por 1 

a 4 horas, à temperatura ambiente, ou por toda a noite, em 5% leite desnatado em 

TBS-T, à 4°C. Ela foi então lavada com TBS-T por 3 vezes de 8 min e incubada com 

anticorpo secundário por 1 h à temperatura ambiente. Após três lavagens de 8 min a 

membrana foi incubada com o produto quimioluminescente ECL por 1 min e exposta em 

um cassete com filme para raio X. O filme foi posteriormente revelado e fixado para 

análise. 

Para o ensaio de atividade de MAPK/ERK, as células forma plaqueadas e 

carenciadas para soro por 48 h. Após esse período, elas foram tratadas com inibidores 

de PKC (Go 6983 ou Bisinmaleimida I) por 1 hora. As células controle não foram tradas. 

Após esse período, as células froma estimuladas com 5 ou 10 ng/ml PMA por 5 

minutos. O controle foi formado por células não tratadas e células tratadas apenas com 

os inibidores de PKC. Após o tratamento com PMA todas as células foram lisadas com 

tampão RIPA adicionado de inibidores de proteases. Os lisados foram então 

quantificados pelo método Bradford e submetidos ao ensaio de Western Blot, conforme 

descrito acima.   

 

3.2.7. PCR em Tempo Real 

 Para o ensaio de PCR em tempo real as células foram plaqueadas e mantidas 

em crescimento exponencial por 48 h, quando foram então lisadas com o reagente 

Trizol para a extração de RNA, seguindo-se as orientações do fabricante, que será 

explicado de forma simplicada. O lisado celular, em Trizol, é incubado com clorofórmio 
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e posteriormente centrifugado. Forma-se então um líquido trifásico, onde a fase mais 

superior, límpida, é a fase rica em RNA. O sobrenadante é então isolado e incubado 

com 2-propanol. Posteriormente ele é centrifugado, o pellet é levado com etanol 70% 

por duas vezes e ressuspendido em água, após a sua secagem completa. 

 O RNA é então tratado com DNAse I por 10 min, conforme intruções do 

fabricante. O RNA tratado é então submetido a uma reação de transcrição reversa 

fazendo o uso da enzima Super Script III, seguindo-se as orientações do fabricante.  

 Após a obtenção do cDNA, as amostras serão submetidas ao ensaio de PCR em 

tempo Real. Para esse ensaio as amostras são submetidas a uma reação de PCR na 

presença do reagente Cybergreen conforme indicações do fabricante. Foram utilizados 

primers para a detecção de H-Ras e como controle, para normalização dos resultados, 

foi utilizado um par de primers para detecção de HPRT1, um “housekeeping gene”.  

 

3.2.8. Ensaios de tumorigênese in vivo  

 Nesse ensaio foram utilizados animais Mus domesticus domesticus da linhagem 

Balb/c Nude, imunocompetentes e imunodeficientes, e, em alguns casos, Balb/c, 

imunocompetentes e isogênicos. Os animais utilizados tinham entre 4 e 10 semanas, 

criados e fornecidos pelos biotérios da Faculdade de Ciências  Farmacêutica e Instituto 

de Química (IQ) -USP. Os animais foram mantidos a 22°C, umidade 55% e 

luminosidade 12h luz/12h escuro. A nutrição é comercial extrusada e esterilizada. O 

tratamento dos animais está de acordo com as normas da comissão de ética em 

cuidados e uso animal – CECUA - do IQ. 
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Foram injetadas 500 mil células por animal, na região dorsal posterior, do lado 

esquerdo. O desenvolvimento do tumor foi acompanhado a cada dois dias. O 

estabelecimento do tumor é determinado por exame visual e as medidas são realizadas 

com o auxílio de um paquímetro, tirando-se as medidas de comprimento e largura. O 

volume do tumor foi calculado assumindo-se que eles apresentavam formato elipsóide 

ou esférico. Os animais são sacrificados em uma câmara de gás carbônico quando ao 

menos uma das medidas atinge 10 mm ou quando os tumores estão próximos de sofrer 

necrose.  

Alguns grupos de amimais foram subdividos em um grupo controle e um grupo 

tratado. O subgrupo tratado, recebia injeções subcutâneas locais de FGF2 (200 

ng/animal, diluído em meio DME sem soro) e o subgrupo controle  recebia injeções 

locais contendo apenas o meio DME. As injeções era realizadas a cada 48h. O 

crescimento dos tumores foi acompanhado visualmente e o volume do tumor foi 

estimado conforme descrito anteriormente. Os animais eram sacrificados quando ao 

menos uma das medidas do tumor atingia 10 mm ou quando o tumor estivesse próximo 

de sofrer necrose.  

 

3.2.9. Ensaio SA-β-galactosidase 

 Células em crescimento exponencial foram tratadas com 10 ng/ml PMA ou 

mantidas na ausência dele (controle) e foram então lavadas com PBSA e fixadas por 10 

min a temperatura ambiente. O material fixado foi então incubado com tampão de 

coloração, contendo X-gal, a 37°C, por 8 h. O ensaio foi realizado em duplicata. Para 

cada réplica foi contato cerca de 500 células, e o percuntual de células que se coraram 
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em azul, evidenciando atividade de β-galactosidase associada à senescência (SA-β-

galactosidase), foi obtido e plotado em gráfico.  

 

3.2.10. Análise estatística 

 A análise estatística de tratamentos em ensaios clonogênicos e ensaios de 

crescimento em suspensão foi realizada utilizando-se o Teste t de Sutdent, não 

pareado, assumindo variâncias diferentes. 

 A análise das curvas de sobrivência foi realizada aplicando-se os testes log-rank 

especificando conforme Mantel-Haenszel, Peto & Peto e Callaert (StatXact). São todos 

testes não paramétricos – no sentido que não se assume modelo probabilístico para a 

probabilidade de sobrevivência. Na comparação entre diferenças nas taxas de 

sobrevivência é aplicado um teste Chi-quadrado sobre estatísticas ligeiramente 

diferentes. 
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4.1. Parte I 

4.1.1. Citotoxicidade de FGF2 

O peptídeo FGF2 dispara resposta claramente mitogênica nas primeiras horas 

do ciclo celular de células Y1, levando-as a entrar na fase S (Rocha et al., 2003) 

Entretanto, conforme demonstrado por Costa et al., 2004, após esse estímulo inicial, o 

FGF2 promove um bloqueio no ciclo celular de células Y1, resultando na inibição 

irreversível da proliferação. Esse efeito se assemelha ao “oncogene stress response” 

observado quando ocorre ganho de função de oncogenes em culturas de células 

primárias, o que leva tais células a entrarem em senescência. O FGF2 parece recuperar 

esse efeito em células imortalizadas transformadas pelo oncogene Ras. Portanto, em 

analogia ao efeito observado em células primárias, denominamos o efeito inibitório de 

FGF2 em células Y1 de “FGF2 stress response” ou resposta de stress a FGF2. Esse 

efeito como demonstrado por Costa (2005) é específico para o FGF2 e não para outros 

membros testados dessa família (FGFs 1, 3 e 4). 

 

4.1.2. Seleção de clones derivados de Y1 resistentes a FGF2. Tratamento 

sustentado. 

 Neste trabalho temos como objetivo principal desvendar os mecanismos 

envolvidos na resposta de stress a FGF2. Uma das formas que temos para entender 

tais mecanismos é através da seleção de clones resistentes a FGF2. Através da 

comparação de clones resistentes a FGF2 com as células parentais podemos encontrar 
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diferenças relevantes para o efeito inibitório de FGF2, que permitam inferir hipóteses de 

mecanismos.  

Para a seleção de clones resistentes a FGF2 derivados de Y1, as células foram 

plaqueadas em uma densidade de cerca de 640 células/cm2 e deixadas em repouso por 

24 h. O plaqueamento foi feito em triplicata. No dia seguinte, o FGF2 (2ng/ml) foi 

adicionado ao meio e era adicionado sempre que o meio era renovado, 3 vezes por 

semana. Após 18 dias, as colônias sobreviventes eram visíveis a olho nu e foram 

isolados 12 clones resistentes a FGF2. Após o isolamento, os clones foram expandidos 

em meio 10% SFB, complementado com FGF2 2 ng/ml, para gerar estoques que foram 

imediatamente plaqueados para extração de proteínas e congelamento em nitrogênio 

líquido. A manutenção desses clones em cultura era realizada com meio 10% SFB, 

acrescido de 2 ng/ml  FGF2.   

Conforme observado na tabela 1, no primeiro experimento foram obtidas 127±15 

colônias por placa, a partir de 5.104 células plaqueadas. Assim, concluímos que 

tratamentos longos com FGF2 matam cerca de 99,75% das células Y1. A partir dessa 

primeira seleção foram isolados 12 clones resistentes a FGF2, entretanto, apenas um 

deles conseguiu sobreviver após o isolamento da colônia. A denominação do clone foi 

dada de acordo com o número de clones isolados e número da placa a partir do qual o 

mesmo foi isolado. Assim, o clone resistente obtido foi denominado Y1-FR 10.3 S (“Y1-

FGF2 Resistente clone 10 placa 3, tratamento sustentado”).  

Uma segunda seleção para clones resistentes foi realizada, utilizando-se o 

mesmo protocolo adotado na primeira seleção. A partir dessa segunda seleção foram 

isolados 16 clones resistentes a FGF2, e 10 deles proliferaram normalmente. Conforme 

observamos na tabela 1 foram obtidas 34 ± 6 colônias por placa, a partir de 5.104 



 
 
                                                                                                                     Resultados 

69

células plaqueadas, uma quantidade muito inferior a que havia sido obtida 

anteriormente. No entanto, foi possível isolar alguns clones que foram expandidos e 

congelados. Os clones provenientes dessa segunda seleção foram identificados com 

letras para diferenciar das células que foram isoladas na seleção anterior. Portanto, a 

partir da segunda seleção, foram isolados os clones Y1-FR A a J (“Y1-FGF2 Resistente 

clone X”). A partir dessa seleção foram escolhidos três clones aleatoriamente, cada um 

proveniente de uma placa diferente, para serem estudados. Na figura 1, vemos as 

placas que foram utilizadas para a seleção de clones resistentes, tanto para o 

experimento 1 (A) quanto para o experimento 2 (B). 

 

Figura 1. Seleção de clones resistentes a FGF2 com tratamento sustentado. Foram plaqueadas 
5.104 células em placas P100 em triplicata. Os círculos pretos destacam os clones que foram isolados 
originalmente. (A) O rendimento foi de 127 ± 15 colônias por placa. (B) O rendimento foi de 33 ± 6 
colônias por placa 
 
 
 
 
 
 
 
 

A BAA BB
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Tabela 1. Seleção de células Y1 resistentes a FGF2 

 
Foram plaqueadas 5.104 células em placas P100 em triplicata. O FGF2 (2ng/ml) foi adicionado ao meio 
no dia seguinte ao plaqueamento. As células foram mantidas em meio DME contendo 10% FCS, 
suplementado com 2ng/ml FGF2, até o aparecimento de colônias visíveis a o olho nu. O meio era trocado 
três vezes por semana. 
 

 

Para determinar a sensibilidade de determinado tipo celular a uma droga, 

adotamos como ensaio padrão em nosso laboratório, o ensaio de crescimento de 

colônia em substrato sólido ou ensaio clonogênico. Nesse ensaio as células são 

plaqueadas em baixa densidade e somente as células viáveis serão capazes de se 

proliferar, gerando colônias visíveis a olho nu. Cada colônia é derivada de uma única 

célula e, por isso, também é chamada de clone. Dessa forma, nesse tipo de ensaio, 

podemos estudar a resposta de células individuais a diferentes tratamentos. Além 

disso, esse experimento nos permite analisar a resposta das células aos diferentes 

tratamentos quando cultivadas em baixa densidade. Como ensaio padrão para o FGF2 

adotamos o tempo de tratamento de 24h, sendo o FGF2 adicionado ao meio 

imediatamente após o plaqueamento, na concentração de 2 ng/ml.  

Conforme observado nas figuras 2 A e B, as células Y1 são bastante sensíveis a 

FGF2, sendo que 91% das células se tornam inviáveis, após tratamento com FGF2. A 

tabela 2 mostra um resumo dos diferentes ensaios clonogênicos realizados com Y1. Já 

as células Y1-FR 10.3S e Y1-FR A, D e H, selecionadas para resistência a FGF2 são, 

de fato, bastante resistentes, apresentando uma baixa sensibilidade, que varia entre 10 

e 26% (Fig. 2 C a J). 

Experimento Plaqueamento Número 
de 

placas 

Colônias 
sobreviventes 

Clones 
isolados 

Sublinhagens 
clonais 
obtidas 

1 5.104 cels/placa 3 127 ± 15/placa 12 Y1-FR 10.3S 
(única) 

2 5.104 cels/placa 3 33 ± 6/placa 16 Y1-FR A a J 
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Figura 2. FGF2 inibe o crescimento de células Y1, mas não de células Y1-FR. As células foram 
plaqueadas em baixa densidade e tratadas com FGF2 (2ng/ml), em cima de 10% SFB, por 24h. As 
placas controle foram mantidas apenas com 10%SFB, sem FGF2. Após esse período, as células eram 
mantidas em cultura (DMEM 10% SFB) até o aparecimentos de colônias visíveis a olho nu, quando então 
as placas foram fixadas e coradas. (A, C, E ,G, I) Duas placas representantes de ensaios clonogênicos 
realizados com os as diferentes linhagens celulares. (B, D, F, H, J) Média do número de colônias obtido 
em para cada sublinhagem. A barra de erros representa o desvio padrão. Todos os experimentos foram 
realizados em triplicata e para cada tipo celular foram realizados pelo menos dois experimentos. Células 
Y1 (A e B), Y1-FR 10.3 S (C e D), Y1-FRA (E e F), Y1-FRD (G e H), Y1-FRH (I e J). Observar a alta 
sensibilidade da célula Y1 a FGF2 e a resistência apresentada pelas células Y1-FR.*p<0,05; **p<0,01  
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A sensibilidade dessas sublinhagens a FGF2 também pode ser verificada em 

curvas de crescimento, onde são cultivadas na presença ou ausência de FGF2 ao 

longo de 7 dias e o número de células é estimado ao longo desse período. Esse ensaio 

permite que se estude o efeito de uma droga sobre a proliferação de determinada 

população de células e a resposta dessas células a determinada droga quando 

cultivadas em alta densidade. Quando comparamos o crescimento de células Y1 e Y1-

FR 10.3 S na presença ou ausência de FGF2, observamos que o padrão de 

crescimento se apresenta invertido para as duas células ou seja, Y1 parental cresce 

pobremente na presença de FGF2, enquanto Y1-FR 10.3 S não só é resistente, como 

cresce muito melhor na presença de FGF2 (Fig. 3). Nessas células, portanto, o FGF2 

está agindo como fator de crescimento, assim como é observada para fibroblastos 3T3, 

célula sobre as quais o efeito mitogênico foi primeiro observado, conforme será 

mostrado posteriormente. 

Figura 3. Células Y1-FR 10.3 S crescem melhor na presença de FGF2. Foram plaqueadas 5·104 
células em placas P35 e as células foram mantidas em FGF2 durante todo o experimento ou na ausência 
do mesmo (controle). As células eram coletadas em duplicatas a cada 2 dias, contadas e os valores 
foram plotados em um gráfico. (A) Y1; (B) Y1-FR 10.3 S. Nota-se que a célula Y1-FR não só tornou-se 
resistente a FGF2, como seu crescimento agora é favorecido pela sua presença. Resultados 
representativos de dois experimentos, cada. Barras representam desvio padrão. 
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4.1.3. Pressão seletiva de FGF2 gera células com baixa expressão de K-Ras 

Conforme descrito anteriormente, a célula Y1 possui uma amplificação do gene 

K-ras, o que garante elevados níveis basais da proteína K-Ras e um basal constitutivo 

da proteína K-Ras na sua forma ativa, ou seja, na forma K-Ras-GTP. Esse é, 

provavelmente, o principal componente da transformação maligna dessa célula.  

Na figura 4 observamos “western blots” realizado para a detecção da proteína K-

Ras total. Nessa figura, foi comparado o padrão de expressão de K-Ras entre a célula 

parental Y1 e seus derivados selecionados para resistência a FGF2, tanto o clone FR3, 

isolado anteriormente em nosso laboratório, com tratamento de FGF2 por 24h, quanto 

os clones FRs isolados durante esse trabalho, selecionados com tratamento sustentado 

de FGF2 (Tabela 1). Observamos que os clones resistentes a FGF2 selecionados com 

tratamento sustentado expressam um nível muito reduzido da proteína K-Ras (proteína 

total) quando comparados com a superexpressão da célula parental com exceção de 

apenas um clone dentre os onze selecionados. Esse resultado é contrário ao que é 

observado para o clone FR3 e os demais clones FRs selecionados anteriormente com 

tratamento de FGF2 por 24 horas, que apresentam elevados níveis de expressão da 

proteína Ras.  

Dessa forma, concluímos que o FGF2 exerce um forte efeito seletivo contra as 

células parentais Y1, ou seja, só são capazes de resistir ao tratamento prolongado com 

FGF2 aquelas células que possuem baixos níveis de expressão de K-Ras. Outro fato 

observado, embora não fosse esperado, é que todas as linhagens estudadas são 

dependentes de FGF2 para o crescimento e sua sobrevivência. Cabe ressaltar, que 

quando as células são mantidas em culturas sem adição de FGF2 a proliferação é 
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visivelmente diminuída e suas características morfológicas vão se modificando, 

apresentando-se mais arredondadas e refringentes, emitindo finas projeções, 

adquirindo um formato aracnóide. Se essas células são mantidas por períodos 

prolongado na ausência de FGF2 (30 a 40 dias), elas tornam-se inviáveis.  

Figura 4. Células selecionadas para resistência a FGF2 com tratamento sustentado perdem a 
superexpressão de K-Ras. Western Blot para a detecção de K-Ras total. Lisados de células em 
crescimento exponencial. (A) Y1 e suas derivadas selecionadas para resistência a FGF2 com tratamento 
sustentado, listadas na tabela 1. Observar o alto nível de expressão de Ras em Y1 e o baixo nível nos 
clones Y1-FR, com exceção do clone Y1-FR- I. (B) Repetição do experimento anterior, com a células Y1 
e clones resistentes, Y1-FR 10,3S, A, D e H, com lisados obtidos a partir de uma nova cultura de células. 
(C) Observar que o clone Y1-FR3, que foi selecionado com tratamentos de 24h com FGF2, possui 
elevado nível de expressão de Ras, semelhante à célula parental e ao contrário do clone Y1-FR 10.3S, 
que foi selecionado com tratamento sustentado de FGF2. A marcação da membrana com Ponceau ou a  
quantidade de de ERK total foram utilizadas apenas para normalização dos resultados.  
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4.1.4. Citotoxicidade de FGF2 em células que superexpressam Ciclina D1 

Conforme demonstrado anteriormente em nosso laboratório, células Y1-D1, que 

expressam constitutivamente a proteína Ciclina D1, são resistentes ao efeito inibitório 

de vasopressina (Schwindt et al., 2003). Entretanto, a sensibilidade dessas células a 

FGF2 ainda não havia sido testada.  

 Neste projeto foi utilizado o clone Y1-D1G, anteriormente caracterizado e 

amplamente estudado em nosso laboratório.Submetemos essas células a ensaios 

clonogênicos e ensaios de proliferação em massa. 

No ensaio clonogênico mostramos que as células D1G são extremamente 

sensíveis a FGF2, em cuja presença por 24 h, cerca de 95% das células morrem (Fig. 5 

A e B, Tabela 2). Em ensaios de proliferação celular, nota-se que as células D1G não 

proliferam na presença de FGF2 (Fig 5 C), ocorrendo inclusive uma diminuição no 

número de células ao longo dos dias, caracterizando morte celular induzida por FGF2. 

O resultado é semelhante, e até mesmo, mais drástico, ao que é observado para a 

célula parental, Y1 (Fig. 5 D). Esses resultados, juntos, demonstram que a presença de 

Ciclina D1 constitutiva não é capaz de tornar a célula Y1 resistente ao efeito inibitório 

de FGF2. Ao contrário, a superexpressão de Ciclina D1 parece tornar essas células 

ainda mais sensíveis ao FGF2. 
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Figura 5. Sensibilidade de células Y1-D1G a FGF2. (A e B) Foram plaqueadas 104 células em placas 
P60 e as células foram mantidas em FGF2 por 24h ou na ausência do mesmo (controle). Após esse 
período o meio foi trocado e as placas foram mantidas até o surgimento de colônias visíveis a olho nu. As 
colônias foram fixadas, coradas e contadas e os valores obtidos plotados em um gráfico. Resultado de 
um experimento realizado em triplicata (**p<0,01). (C e D) Curva de crescimento. Foram plaqueadas 
2,5·104 células em placas P35 e as células foram mantidas em FGF2 durante todo o experimento ou na 
ausência do mesmo (controle). As células eram coletadas em duplicata a cada 2 dias, contadas e os 
valores foram plotados em um gráfico. (C) Y1, (C) Y1-D1G. Barras representam desvio padrão. 

 
 

Tabela 2. Tratamento FGF2  

* Tratamento FGF2 24 h 
**Experimentos realizados em triplicata 
*** p< 0,0001 considerado p=0. 

N° médio de colônias obtidas   Tipo 
celular 

Número de 
células 

plaqueadas controle FGF2 2ng/ml 

 
 

% inibição 

 
 
n 
 

 
 
p 

103  72 ± 16  
 

25 ± 12 
 

65 2 0 

3.103 256 ± 64 102 ± 35  
 

60 2 0,003 

 
 

Y1 

5.103 148 ± 15 
 

22 ± 2  
 

85 1 0,004 

5.103 82 ± 14  
 

22 ± 15  
 

74 1 0,02 

104 276 ± 47  
 

14 ± 6 
 

95 1 0,01 

 
 

Y1-D1G 

5.104 1293 ± 153 
 

61 ± 12  
 

95 1 0,005 
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4.1.5. Seleção de clones resistentes a FGF2 a partir de células Y1-D1G 
 
 A seleção de clones resistentes a FGF2 a partir de células Y1-D1G foi realizada 

de acordo com o protocolo descrito anteriormente. No entanto, a maior sensibilidade 

das células Y1-D1G ao FGF2 nos levou a trabalhar com um inoculo inicial de 3.105 

células ao invés de 5.104, como foi utilizado para Y1. Doze colônias resistentes foram 

isoladas a partir de 4 placas. As células foram expandidas na presença de FGF2 e 

foram denominadas D1G-FR X.Y (clone X,placa Y). Quando em cultura, todas essas 

células são mantidas continuamente na presença de FGF2. Dos doze clones 

selecionado, 6 foram capazes de crescer e proliferar normalmente. 

 Em um primeiro momento foram escolhidos dois clones para estudo. Foram 

escolhidos os clones D1G-FR 5.3 e 10.4 que proliferaram muito bem após a clonagem e 

apresentavam morfologia semelhante à célula parental. 

 Os clones foram testados em ensaios clonogênicos na presença e ausência de 

FGF2. Nota-se nesses ensaios que o clone 10.4 ainda apresenta uma certa 

sensibilidade a FGF2 (38%)(Fig. 6 A e B), enquanto o clone 5.3 é totalmente resistente 

(Fig. 6 C e D).  

Em um ensaio de proliferação celular, as células Y1-D1G-FR 5.3exibem um 

fenótipo de revertente normal, proliferando melhor na presença de FGF2 (Fig. 6 E e F). 

Na figura 7 observamos um “western blot” realizado para a detecção da proteína 

K-Ras total. Nessa figura foi comparado o padrão de expressão de K-Ras entre as 

células parentais Y1 e Y1-D1G e seus derivados selecionados para resistência a FGF2. 

Para resistentes derivados de D1G (Fig. 7) foram comparados quatro clones diferentes, 

originários de placas diferentes, o que garante que esses clones não são irmãos. Assim 
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como foi observado para células Y1, os clones resistentes a FGF2 derivados de D1G 

também apresentam uma expressão muito baixa de K-Ras, quando comparados à 

célula parental. Esse resultado reforça o que foi obtido anteriormente e mostra, mais 

uma vez, o forte efeito seletivo negativo de FGF2.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Sensibilidade de células Y1-D1G- FR a FGF2. Foram plaqueadas 103 células em placas P35 e as células 
foram mantidas em FGF2 por 24h ou na ausência deste (controle). Após esse período, o meio foi trocado e as placas 
foram mantidas até o surgimento de colônias visíveis a olho nu. As colônias foram fixadas, coradas e contadas e os 
valores obtidos plotados em um gráfico. (A) D1G-FR 510.4, resultado de dois experimentos em triplicata; (B) D1G-FR 
5.3, resultado de dois experimentos, cada um em triplicata. (C e D) Curvas de crescimento para Y1-D1G (C) e D1G-
FR 5.3 (D). Foram plaqueadas 2,5·104 células em placas P35 e as células foram mantidas em FGF2 durante todo o 
experimento ou na ausência do mesmo (controle). As células eram coletadas em duplicatas a cada 2 dias, contadas 
e os valores foram plotados em um gráfico. A, Y1-D1G; D1G-FR 5.3. nota-se que as células D1G-FR não só 
tornaram-se resistentes a FGF2, como seu crescimento agora é favorecido pela presença do mesmo. A barra nos 
gráficos indica o desvio padrão. **p<0,01 
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Figura 7. Células D1G-FR perdem a superexpressão de K-Ras. Western Blot para a detecção de K-
Ras total. Lisados de células em crescimento exponencial. (A) Y1, Y1-D1G e duas de suas derivadas 
resistentes a FGF2. Os clones resistentes a FGF2 foram selecionados com tratamento sustentado. Na 
primeira linha foi aplicada a mesma quantidade de proteína de células Balb/c 3T3, que não possui 
amplificação de K-Ras para comparação. (B) Y1-D1G e dois outros resistentes derivados. A proteína 
ERK total foi utilizada para normalização dos resultados.  
 

4.1.6. Citotoxicidade de FGF2 em fibroblastos transformados por Ras 

 Tornou-se importante saber se o efeito citotóxico de FGF2 é específico para 

células Y1 ou se também vale para outras linhagens celulares transformadas por Ras. 

Para isso, resolvemos testar o efeito de FGF2 sobre a célula B61, que é uma linhagem 

celular derivada de Balb/c 3T3 que foi transformada com oncogene EJ-Ras humano, 

uma variação de H-Ras onde ocorreu uma substituição no aminoácido 12, que agora 

apresenta uma valina ao invés de uma glicina, ficando constitutivamente ativo. Costa, 

em sua tese de Doutorado, havia demonstrado que o efeito citotóxico de FGF2 se 

estendia sobre essa linhagem. No entanto, não foram estudados os efeitos dos 
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diferentes FGFs sobre essa linhagem. Esse trabalho confirma e expande os resultados 

observados anteriormente.  

Para testar o efeito citotóxico de FGF2 em células crescendo exponencialmente, 

realizamos um ensaio de proliferação celular. Notamos nesse ensaio (Fig. 8), que as 

células Balb/c 3T3, que são células imortalizadas, não tumorigênicas, proliferam muito 

bem na presença de FGF2, tendo inclusive sua taxa de proliferação acelerada na 

presença do mesmo, conforme o esperado (Fig. 8 A). Entretanto, o experimento mostra 

que FGF2 inibe fortemente o crescimento de células B61 (Fig. 8 B). Esse mesmo efeito 

é observado para Y1 (Fig.2 A). Assim, concluímos que o efeito de FGF 2, nesse caso, é 

comum para diferentes linhagens celulares de camundongos transformadas por Ras. 
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Figura 8. Fibroblastos transformados com H-Ras são bastante sensíveis a FGF2. Foram plaqueadas 
2,5·104 células em placas P35 e as células foram mantidas em FGF2 durante todo o experimento ou na 
ausência do mesmo (controle). As células eram coletadas em duplicatas a cada 2 dias, contadas e os 
valores foram plotados em um gráfico. (A) Balb/c 3T3; (B) B61, (C), Y1. Observar que o FGF2 age como 
uma fator de crescimento de células Balb/c 3T3, mas inibe o crescimento de Y1 e B61, células 
transformadas por Ras. Barras representam desvio padrão. 
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Na figura 9 A e B observamos, através de ensaios clonogênicos, que as células 

B61 são bastante sensíveis ao FGF2 resultando em 78% de morte em relação ao 

controle. O FGF 1, por sua vez, provocou também um efeito de morte significativo 

(56%). Esse fato, no entanto, não é surpreendente, dada a grande semelhança do 

FGF1 com o FGF2. Vale ressaltar, no entanto, que os outros membros da família 

estudados, FGF4 e FGF5 apresentaram pouco ou nenhum efeito. Assim, concluímos 

que o efeito de morte para células B61 é específico apenas para os dois membros mais 

próximos da família, sendo ainda mais forte para o FGF2. As células Balb/c 3T3, por 

sua vez, apresentam uma baixa sensibilidade à morte induzida por FGF2 ou qualquer 

outro membro da família testado nesse tipo de ensaio (Fig. 9 C e D). 

 
Figura 9. FGF2 inibe a proliferação de B61. Ensaios clonogênicos para B61 (A e B) e Balb/c 3T3 (C e 
D). Foram plaqueadas 500 células/placa em triplicata e foram realizados tratamentos com 4 membros da 
família FGF, FGF1, 2, 4 e 5. Notar o grande efeito inibitório de FGF 1 e 2, principalmente, sobre as 
células B61, enquanto é esse efeito é muito menor sobre as células Balb/c 3T3. Os demais FGFs 
testados produzem pouco ou nenhum efeito cobre as células testadas. Os tratamentos foram realizados 
por 24 h e os diferentes FGFs foram utilizados a 2ng/ml. Resultados de um experimento (B61) e dois 
experimentos (Balb/c3T3). A barra nos gráficos indica o desvio padrão.*p<0,05; **p<0,01 
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4.1.7. Seleção de clones derivados de B61 resistentes a FGF2  

 Em nosso laboratório foram realizadas diversas tentativas de se isolar clones de 

B61 resistentes a FGF2. Na primeira seleção, realizada por Costa, células em baixa 

densidade foram tratadas por 24 h e então o meio foi trocado e as células foram 

mantidas até o aparecimento de colônias visíveis a olho nu. Nessa ocasião, as células 

foram mantidas em meio de cultura, sem geneticina, que é o agente seletivo para o qual 

essa linhagem transgênica apresenta resistência. A partir dessa seleção foi obtido um 

baixo numero colônias, que foram clonadas. Alguns desses clones foram testados e 

mostraram perda do transgene EJ-Ras, passando a se comportar à semelhança da 

linhagem parental, Balb/c 3T3.  Neste trabalho, estudamos um desses clones, o clone 

número 4, que apresenta a expressão de Ras bastante reduzida em relação à célula 

B61 (Fig.10). Uma segunda seleção foi realizada em nosso laboratório (pela aluna 

Marianna Koga), onde o tratamento com FGF2 foi sustentado, ou seja, o FGF2 era 

adicionado periodicamente ao meio de seleção. Essa seleção foi realizada também na 

presença de geneticina, forçando a manutenção do transgene, e resultou na clonagem 

de apenas uma sublinhagem, que mantém a expressão do transgene EJ-Ras elevada e 

foi denominada B61-FRA (Fig.10).  

 Conforme podemos observar na figura 11, essas linhagens isoladas como 

resistentes a FGF2 apresentam, de fato, uma alta resistência ao seu efeito citotóxico. O 

clone B61-FR4 não apresentou nenhuma sensibilidade a FGF2 (Fig. 11 A). Esse clone, 

inclusive, apresenta um crescimento lento quando cultivado em meio contendo 10% 

SFB, sendo esse crescimento acelerado quando o FGF2 é adicionado a esse meio, 

conforme mostrado no ensaio de proliferação celular. (Fig. 11 B). O ensaio clonogênico 
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com o clone A, por sua vez, apresentou cerca de 30% de sensibilidade a FGF2 (Fig. 11 

C). No entanto, quando analisamos o ensaio de proliferação celular, notamos que esse 

clone cresce muito bem na presença de FGF2. Diferentemente do clone anterior, no 

entanto, o crescimento não é dependente de FGF2 (Fig. 11 D).  
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Figura 10. Padrão de expressão de H-Ras em células B61-FR. (A) Real-time PCR realizado para 
quantificação relativa da expressão de H-ras. Observar que, enquanto o clone B61-FRA apresenta 
elevados níveis de H-ras, assim como B61, o clones B61-FR4 apresenta níveis indetectáveis, semelhante 
à célula parental original, Balb/c 3T3. A barra no gráfico indica o desvio padrão (B e C) Western blots, 
para H-Ras total, realizados a partir de dois lisados diferentes para cada célula. A quantidade de ERK 
total foi utilizada para normalização dos resultados. 
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Figura 11. Sensibilidade de células B61-FR a FGF2. (A e C) ensaios clonogênicos para B61-FR 4 e 
B61-FRA, respectivamente. (B e D) Curvas de crescimento para B61-FR 4 e B61-FRA, respectivamente. 
Para os ensaios clonogênicos foram plaqueadas 500 células e o tratamento com FGF2 foi realizado por 
24 h com 2 ng/ml FGF2. Observar a alta resistência do clone B61-FR4 a FGF2 (A e B) e a resistência 
parcial de B61-FRA a FGF2 em ensaios clonogênicos (C), porém quando analisamos o crescimento da 
população como um todo, notamos que essas células também são resistentes a FGF2 (D). (A), resultado 
de dois experimentos, realizados em triplicata. (B) Resultado representativo de dois experimentos 
realizados em duplicata. (C) Resultado de um experimento em triplicata **p<0,01. (D). As barras nos 
gráficos representam o desvio padrão. 

 

4.1.8. Potencial de Crescimento em Suspensão de Células Y1 e derivadas 

Tornou-se importante em nosso projeto verificar a capacidade de crescimento 

em suspensão de células Y1 e sublinhagens derivadas e verificar a sensibilidade a 

FGF2 nessas condições. Sabe-se que a capacidade de uma célula crescer em 

suspensão (meio semi-sólido) se correlaciona bem com o seu grau de transformação 

neoplásica. Além disso, o crescimento em suspensão pode nos fornecer dicas 

importantes a respeito do grau de tumorigenicidade das células estudadas. Sabe-se 
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que, em geral, há uma correlação entre a capacidade de uma célula de crescer em 

suspensão e a capacidade da mesma de formar tumor quando inoculada em animais. 

No primeiro momento, observamos que as células Y1 são capazes de crescer 

em suspensão, fato já esperado uma vez que se trata de uma célula tumoral capaz de 

gerar tumor in vivo (Fig. 12). Também foi observado que quando as células são 

cultivadas na presença de FGF2 há uma diminuição considerável no número de 

colônias obtido, independente do número de células plaqueadas e da quantidade de 

FGF2 adicionada ao meio (Tabela 3). Dessa forma, concluímos que a sensibilidade da 

célula Y1 ao FGF 2 é independente da adesão a um substrato sólido. 

Cabem aqui algumas ressalvas a respeito do crescimento das células em 

suspensão de Y1. Observamos que o plaqueamento com um maior número de células 

(5.104) resultou no aparecimento de um grande número de colônias, mas que eram bem 

menores e tinham tamanho mais uniforme que as colônias obtidas com o plaqueamento 

com menor número de células (3.103 ou 104). Isso se deve, provavelmente, à 

competição por nutrientes, que se esgotam rapidamente, o que impediria um maior 

crescimento das colônias. Outro fato que nos chama a atenção é que as colônias que 

se desenvolvem na ausência de FGF2 acidificam o meio de cultura rapidamente, 

indicando uma alta atividade metabólica dessas células. Por outro lado, nas placas 

onde o FGF2 é adicionado não se observa tal fenômeno, indicando uma baixa atividade 

metabólica das células, provavelmente resultante da inibição do crescimento por FGF2. 

Além disso, notamos que o plaqueamento com um maior número de células, ou seja, 

maior densidade, resulta em um número de colônias desenvolvido proporcionalmente 

muito maior do que aquele observado para o plaqueamento com menor número de 

células. Sabemos que as células em cultura condicionam o meio em que são cultivadas 
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e, provavelmente, o crescimento e proliferação dessas células depende de fatores 

secretados por essas células no meio de cultura. Portanto, acreditamos que quando 

essas células são plaqueadas em baixa densidade, a distância entre elas assim como a 

maior dificuldade de difusão de nutrientes no meio semi-sólido, prejudique a 

comunicação entre as células e, assim, torna-se mais difícil o crescimento das colônias. 

Dessa forma, temos o resultado observado, que é uma número proporcionalmente 

muito maior de colônias obtidas quando se parte de um inóculo inicial maior.  

Figura 12. Células Y1 são sensíveis a FGF2 quando crescem em suspensão. Foram plaqueadas 104 
células por poço em placa de 6 poços e as células foram cultivadas por 25 dias na ausência de FGF2, A, 
B e C, ou na presença do mesmo, D, E e F. Observar uma diminuição no número de colônias observadas 
quando as células são cultivadas na presença de FGF2. A e D, micrografia, aumento 4X; B e E, 
micrografia, aumento 10 X; C e F, visão macroscópica, onde se pode observar as colônias visíveis a olho 
nu, coradas com cristal violeta.   
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Tabela 3. Crescimento suspensão de agarose Y1  
 

* Tratamento sustentado com FGF2 
**Experimento realizado em triplicata 
*** Experimento realizado em duplicata 
**** teste não aplicável, baixo número de réplicas 
***** p< 0,0001 considerado p=0. 

 

Na fig. 13 vemos o crescimento em suspensão de agarose de quatro clones Y1-

FR testados. Vemos na figura que essas células não crescem bem em suspensão de 

agarose, entretanto, elas são capazes de formar colônias quando crescem em 

suspensão de agarose na presença de FGF2. O resultado é semelhante para todos os 

clones testados (Tabela 3). Portanto, essas células apresentam um fenótipo contrário 

ao observado para a célula parental, Y1 e parecem restabelecer, ao menos 

parcialmente, um fenótipo normal o que se deve, provavelmente, à diminuição no nível 

de expressão da proteína K-Ras nesses clones resistentes. Entretanto, esse fato não é 

suficientemente forte para tornar as células totalmente normais, uma vez que elas 

crescem em suspensão na presença de FGF2. 

N° médio de colônias obtido    
Tipo 

celular 

 
Número de 

células 
plaqueadas 

 
Controle   

FGF2  
2 ng/ml* 

FGF2  
10ng/ml* 

FGF2 
20 ng/ml* 

 
 

% inibição 

n 
 

p 

0,3.104 94 ± 16 28 ± 4  35 ± 9 32 ± 1 70 62 65 1** 
 

NA 
**** 

104 497 ± 81 - - 95 ±1 81 1*** 
 

0,03 

 
 

Y1 
 

5.104 4632 ± 
72 

- - 1920 ± 
266 

58 1** 0 
***** 

Y1-FR 
10.3 S 

104 12 ±  13 - - 309 ± 93 - 1** 0 

Y1-FR A 104 0 - - 86 ± 13 - 1** NA 
Y1-FR D 104 0 - - 10 ± 6 - 1** 0,09 
Y1-FR H 104 0 - - 43 ± 9 - 1*** 0,01 
Y1-D1G 104 281 ± 93 - - 20 ± 11 93 1*** NA 
D1G-FR 

5.3 
104 9 ± 7 - - 226 ± 30 - 1*** NA 

D1G-FR 
10.4 

104 8 ± 2 - - 785 ± 90 - 1*** NA 
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Figura 13. FGF2 estimula o crescimento de células Y1-FRs em suspensão. Foram plaqueadas 104 
células por poço em placas de 6 poços e as células foram cultivadas por cerca de 35 dias na ausência ou 
presença de FGF2. Observar que os quatro clones testados não são capazes de crescer em suspensão, 
a menos que meio seja suplementado com FGF2.  Placas representativas de cada experimento, colônias 
visíveis a olho nu, coradas com cristal violeta. (A, C, E, e G) e número médio de colônias plotados em 
gráfico (B, D, F e H). A barra representa nos gráficos representa o desvio padrão. (A e B) Y1-FR 10.3S, 
(C e D) Y1-FR A, (E e F) Y1-FR D, (G e H) Y1-FR H. *p<0,05; **p<0,01; NA, teste não aplicável devido ao 
baixo número de réplicas. 
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As células Y1-D1G crescem muito bem em meio semi-sólido, fato já esperado 

uma vez que essas células são derivadas de Y1 e expressam altos níveis de Ras (Fig. 

14 A a C). Quando cultivadas na presença de FGF2, no entanto, essas células crescem 

pobremente (Fig. 14 D), gerando algumas pequenas colônias somente visíveis ao 

microscópio (Fig. 14 E) e um número ainda menor de colônias visíveis a olho nu (Fig. 

14 F e G). Notamos um efeito de inibição de FGF2 sobre essas células quando 

crescidas em suspensão de 93% (Fig. 14 H e Tabela 3). Vale destacar que aqui 

também as células Y1-D1G parecem mais sensíveis ao FGF2 que a célula parental, Y1. 

Já as células D1G-FR não crescem bem em suspensão de agarose. Entretanto, 

elas são capazes de formar colônias quando crescem em suspensão de agarose na 

presença de FGF2 (Fig. 15 e Tabela 3). Portanto, essas células apresentam um 

fenótipo contrário ao observado para a célula parental, D1G, mas muito semelhante ao 

que foi observado para células Y1-FR.  

Podemos concluir dos experimentos citados anteriormente que células com alta 

expressão de Ras crescem em suspensão de agarose, entretanto, o FGF2 é capaz de 

inibir o crescimento das mesmas. Por outro lado, a diminuição da expressão de Ras faz 

com que a célula se torne incapaz de crescer em suspensão. Esse resultado, no 

entanto, pode ser revertido quando as mesmas são cultivadas na presença de FGF2, 

portanto, ele sugere que as células possam formar tumores em animais quando os 

mesmos forem injetados com FGF2. Assim a experimentação com animais pode 

fornecer importantes informações a esse respeito. 
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Figura 14. Células Y1-D1G são bastante sensíveis a FGF2 quando crescem em suspensão. Foram 
plaqueadas 104 células por poço em placas de 12 poços e as células foram cultivadas por 25 dias na 
ausência de FGF2, A , B e C, ou na presença do mesmo, D, E, F e G. Observar que, embora as células 
cresçam muito bem em suspensão (A a B), elas crescem pobremente na presença de FGF2, formando 
algumas colônias somente visíveis ao microscópio (setas em D e E) e algumas poucas colônias visíveis a 
olho nu (G). A e D, micrografia, aumento 4X; B, E e F, micrografia, aumento 10 X; C e G, visão 
macroscópica, onde se pode observar as colônias visíveis a olho nu, coradas com cristal violeta. (H) 
Resultado plotados em gráfico de um experimento em duplicata. As barras no gráfico representam o 
desvio padrão. Teste não aplicável devido ao baixo número de réplicas. 
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Figura 15. Células D1G-FRs só crescem em suspensão na presença de FGF2. Foram plaqueadas 
104 células por poço em placa de 12 poços e as células foram cultivadas por 25 dias na ausência ou 
presença de FGF2. Observar o crescimento dessa células passa a ser dependente de FGF2, uma vez 
que não se observa formação de colônias na ausência do mesmo. (A e C) placas representativas de 
cada experimento onde se podem observar as colônias visíveis a olho nu, coradas com cristal violeta. (B 
e D) Números obtidos derivados de um experimento em duplicata. Um outro experimento com maior 
número de células plaqueadas resultou no mesmo padrão. As barras no gráfico representam o desvio 
padrão. (A e B), D1G-FR 5.3, (C e D), D1G-FR 10.4 Teste estatístico não aplicável devido ao baixo 
número de réplicas. 
 

4.1.9. Potencial de Crescimento em Suspensão de Células B61 e B61-FR 

Os ensaios de crescimento em suspensão mostraram que as células parentais 

(Balb/c 3T3) não crescem em suspensão, com exceção de um baixíssimo número de 

colônias observado: média de 7 colônias sem FGF2 2 e de 3 colônias com FGF2. Esse 

resultado está de acordo com o esperado, pois essas células não são tumorigênicas. O 

experimento foi realizado com 3.103 células/placa, em triplicata (Tabela 4). 

Os ensaios de crescimento em suspensão de células B61, assim como os 

ensaios clonogênicos realizados em substrato sólido, mostram que essas células são 

D 

B 
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sensíveis ao efeito citotóxico de FGF2 também quando cultivadas em substrato semi-

sólido, reforçando a hipótese de que esse efeito seja dependente da proteína Ras 

constitutivamente ativa (Fig. 16). Nesse caso, também foram realizados dois 

experimentos, um com 3.103 células/placa em triplicata e outro com 104 células 

plaqueadas/placa em triplicata (Tabela 4). Notamos que o plaqueamento de 104 células 

mostrou-se mais eficiente resultando em um número proporcionalmente maior do que o 

observado para o plaqueamento com 3.103 células. Entretanto, em ambos os casos, a 

inibição do crescimento por FGF2 foi muito acentuada, atingindo 67% no primeiro caso 

e 75% no segundo caso. Da mesma forma com que acontece em Y1, o ensaio com 104 

células B61 apresentou colônias menores em relação ao ensaio com 3.103 células. Isso 

se dá, possivelmente, devido à limitação de espaço e maior competição por nutrientes.  

Observamos também nesse ensaio com um maior número de células, que o 

meio de cultura se torna rapidamente acidificado, provavelmente devido ao intenso 

metabolismo celular necessário para que ocorra proliferação. Por outro lado, 

observamos que o tratamento com FGF2 inibe o crescimento das colônias e também a 

acidificação de meio de cultura. Esse dado é mais um indicativo do bloqueio de 

crescimento por FGF2, uma vez que vemos um baixo metabolismo das células quando 

tratadas com FGF2. 
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Figura 16. Células B61 são sensíveis a FGF2 quando cultivadas em suspensão. Ensaio em 
suspensão de agarose de B61, foram plaqueadas 104 células por poço da placa de 6 poços e as células 
foram cultivadas por 11 dias na ausência ou presença de FGF2. Observar a alta taxa de inibição do 
crescimento de colônias por FGF2.  Micrografias das colônias no controle, 4x (A) e 10X (B) e tratamento 
com FGF2, 4x (C) e 10x (D), (E) Valores obtidos plotados em gráfico. Barras representam o desvio 
padrão.  
 

As células B61-FR4, que apresentam a expressão do transgene EJ-Ras não 

detectável (Fig. 10), crescem pobremente em meio semi-sólido. Entretanto, o 

crescimento de colônias é estimulado quando as mesmas são cultivadas na presença 

de FGF 2. Assim, essas células dependem de FGF2 para que se desenvolvam as 

colônias em suspensão (Fig. 1 7 A e B, Tabela 4). É importante observar, no entanto, 

que poucas colônias são observadas quando comparamos esse ensaio com o da célula 

parental, B61, indicando que essas células possuem menor capacidade de crescimento 

em suspensão. 

As células B61-FRA, por sua vez, se comportam de forma diferente. Elas 

crescem muito bem em suspensão na ausência de FGF2, ao contrário do que é 

observado para o clones FR4. Vale lembrar, no entanto, que essas células, foram 

selecionadas para resistência a FGF2, na presença do agente seletivo geneticina, de 

forma a reter o transgene EJ-RAs (H-Ras-V12). Dessa forma, essas células ainda se 

apresentam plenamente transformadas, o que torna essas células mais suscetíveis a 

crescerem em suspensão. Da mesma forma ao que foi observado em substrato sólido, 
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nota-se que aqui também ocorre inibição significante do crescimento em suspensão por 

FGF2 (34% de inibição) (Fig. 17 C, Tabela 4).  

Figura 17. Células B61-FRs apresentam diferentes padrões de crescimento quando cultivadas em 
suspensão. Foram plaqueadas 104 células por poço em placa de  6 poços e as células foram cultivadas 
por 25 dias na ausência ou presença de FGF2 por 37 dias. Observar que o crescimento da célula B61-
FR4 é estimulado pela presença de FGF2 (A e B), enquanto o crescimento em suspensão das células 
B61-FRA é inibido por FGF2 (C) Resultado de dois experimentos realizados em triplicata (C). A barra nos 
gráficos representa o desvio padrão. 
 

Tabela 4. Crescimento suspensão de agarose - Balb/c 3T3 e derivadas 
N° colônias obtido Tipo celular Número de 

células 
plaqueadas 

Controle FGF2 
20ng/ml* 

% inibição N ** P 

Balb/c 3T3 3.103 7 ± 2 3 ± 1 - 1 - 
3.103 34 ± 2 11 ± 2 67 1 0 Balb/c 3T3 

– B61 104 758 ± 143 193 ± 29 75 1 0,02 
Balb/c 3T3 
– B61-FR A 

104 268 ± 38 173 ± 38 35 2 0,002

3.103  43 ± 12 - 1 0,03 Balb/c 3T3 
– B61-FR 4 104 24 ± 2 

 
34 ± 16 - 1 0,12 

* Tratamento sustentado com FGF2 
**Experimento realizado em triplicata 
***  p< 0,0001 considerado p=0. 
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4.1.10. Células resistentes a FGF2 derivadas de Y1 são pouco tumorigênicas 

Conforme demonstrado anteriormente em nosso laboratório, as células Y1 são 

altamente tumorigênicas e também são sensíveis a FGF2 quando tratadas in vivo. O 

trabalho de Costa mostra que a injeção de células Y1 em camundongos 

imunodeficientes (Balb/c Nude) leva ao rápido surgimento de tumores com um período 

de latência médio de 13 dias. Por outro lado, a injeção periódica de FGF2 nos animais 

reduz o aparecimento de tumores, sendo que dos animais tratados com FGF2, apenas 

46% deles apresentam tumores (Costa, 2005). 

 Neste trabalho temos como objetivo saber se células derivadas de Y1, 

selecionadas para resistência a FGF2, são também tumorigênicas.  

 Para isso, células Y1-FR foram injetadas em camundongos Balb/c Nude e o 

aparecimento do tumor foi acompanhado por exame visual e o seu eventual 

crescimento foi acompanhado até que pelo menos uma das dimensões do tumor 

atingisse 10 mm. Cada grupo variava entre 5 e 3 animais.  Para esse ensaio foram 

utilizadas as células Y1-FR A, FRD, FRH e FR 10.3S, os quais apresentam uma baixa 

expressão de K-Ras (Fig. 4). 

 Observamos na figura 18 que todos os 4 clones testados apresentam uma 

tumorigenicidade muito reduzida se comparada à célula parental Y1.  De forma geral, 

notamos que o tempo de latência é aumentado consideravelmente para todos os clones 

tratados. Dois dele, apresentaram desenvolvimento de tumor em todos os animais 

testados (Y1-FRD e FRH). Por outro lado, os outros dois clones analisados, além de 

apresentarem um tempo de latência maior, também apresentaram um número reduzido 

de animais que desenvolveram tumor sendo que apenas 2 de 5 animais testados foram 
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afetados para o clone Y1-FR 10.3 S e  apenas 1 dos 3 animais testados para Y1-FRA. 

Esses dados nos permitem concluir que as células resistentes a FGF2 apresentam um 

baixo grau de tumorigenicidade, resultado que está em conformidade com os dados 

obtidos em ensaios de suspensão, onde essas células não são capazes de crescer ou 

formam pouquíssimas colônias quando cultivadas em meio semi-sólido na ausência de 

FGF2 (Fig. 13).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Células Y1-FR são menos tumorigências que a célula parental, Y1 Gênese de tumores em 
camundongos Balb/c Nude derivados de células Y1 (5 animais), Y1-FR 10.3S (5 animais), Y1-FR-A (3 
animais), Y1-FR-D (3 animais) e Y1-FR-H (3 animais). Observar que as células Y1-FR apresentam maior 
tempo de latência para o aparecimento de tumores e que nem todos os animais desenvolvem tumor no 
caso de Y1-FR-H. Este último clone se destaca como sendo estatisticamente diferentes dos demais 
clones Y1-FR (p<0,05), enquanto todos os clones resistentes são estatisticamente diferentes de Y1 
(p<0.05).  
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4.1.11. Tumorigenicidade de células Y1-D1G e derivadas 

As células Y1-D1G são altamente tumorigênicas e apresentam crescimento 

acelerado quando injetadas em camundongos imunodeficientes Balbc/Nude. Nesse 

ensaio foi injetada uma suspensão de 5·105 células em meio DME sem soro por 

camundongo em um grupo total de onze camundongos, que foram dividos em um grupo 

controle (6 animais) e um grupo tratado com FGF2 (8 animias). Observamos o 

aparecimento de tumores em todos os animais injetados, sendo que no 11° dia 

começaram a aparecer os primeiros tumores e no 15° dia todos os animais já 

apresentavam tumores, conforme observado na figura 19 A. Observamos também que 

o tratamento com FGF2 não faz diferença no surgimento dos tumores, resultado 

contrário ao que é observado in vitro, onde essas células se mostraram bastante 

sensíveis a FGF2 tanto no crescimento em substrato sólido quanto no crescimento em 

suspensão, conforme mostrado no relatório anterior. Esses resultados nos causaram 

surpresa, porém sabemos que o tratamento no animal envolve uma série de elementos 

muito complexos, contidos em um microambiente que não pode ser tão facilmente 

controlado como em uma cultura de células in vitro. Os animais eram sacrificados 

quando pelo menos uma das medidas obtidas alcançava 10 mm. Assim, após 25 dias, 

o experimento pôde ser concluído (Fig. 19 B). 

Nesses testes, observamos que as células resistentes a FGF2 são, de fato, 

menos tumorigênicas que a célula parental, Y1-D1G. Essas células apresentam um 

maior tempo de latência para o aparecimento do tumor em relação à célula parental, 

Y1-D1G, além disso, nem todos os animais desenvolvem tumor no caso das células Y1-

D1G 10.4 (Fig. 19 A). Observamos também que o FGF2 exerce pouco ou nenhum 
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efeito in vivo sobre os tumores derivados de células Y1-FR 5.3 e 10.4 (Fig. 19 C e D). 

Esse resultado também entra em contradição com o que foi relatado anteriormente, 

onde foi mostrado que as células Y1-D1-FR só crescem em suspensão quando 

cultivadas em meio suplementado com FGF2 (quando são cultivadas na ausência de 

FGF2, as mesmas não formam colônias). Os resultados em suspensão indicavam que o 

crescimento in vivo das células resistentes a FGF2 poderia ser acelerado na presença 

de FGF2 ou mesmo dependente de FGF2, o que seria muito desfavorável. No entanto, 

conforme mostrado acima, isso não ocorre. Portanto, embora esse resultado seja 

contrastante com o que é observado in vitro, ele é um resultado interessante. 

Figura 19. Células Y1-D1G-FR são menos tumorigências que a célula parental, Y1-D1G. (A) Gênese 
de tumores em camundongos Balb/c Nude derivados de células Y1-D1G (6 animais), Y1-D1G-FR 5.3 (10 
animais) e 10.4 (11 animais). Observar que as células Y1-D1G-FR apresentam maior tempo de latência 
para o aparecimento de tumores e, para o clones Y1-D1G-FR 10.4,  nem todos os animais desenvolvem 
tumor, embora este não seja estatisticamente diferente de Y1-D1G-FR5.3. (B) Y1-D1G com tratamento 
de  FGF2 (8 animais) e controle (6 animais). (C) Y1-D1G-FR 5.3 com de FGF2 (5 animais) e controle (10 
animais), (D) Y1-D1G-FR 10.4 com tratamento com FGF2 (7 animais) e controle (11 animais). O 
tratamento foi realizado com veículo apenas (DMEM sem soro) para controle e 200 ng de FGF2 diluído 
no veículo por animal, a cada 48 h. Em todos os casos, o tratamento com FGF2 não é estatisticamente 
significativo (p<0,05), enquanto os clones resistentes a Fgf2 são estatisticamente diferentes da células 
parental, D1G (p<0.,05). 
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4.1.12. Efeito de FGF2 in vivo em células B61 e derivadas 

Estudos anteriores e o estudo apresentado neste trabalho mostraram que as 

células B61 são sensíveis ao efeito citotóxico de FGF2. Para verificarmos se esse efeito 

era reproduzido in vivo, injetamos 5.105 células/animal em um grupo de nove animais 

(camundongos Balb/c), o qual foi subdividido em dois grupos. O primeiro grupo 

consistia de animais controle, que eram injetados apenas com veículo (DMEM) e o 

segundo grupo consistia de animais trados com FGF2, no quais eram aplicadas 

injeções de FGF2 (200 ng, diluído em DMEM) em dias alternados. 

Os resultados com B61 foram bastante animadores. Observamos que, com até 

38 dias de experimento, 100% dos animais tratados com FGF2 não apresentaram 

crescimento de tumor (Figura 20 A), enquanto que 100% dos animais sem tratamento 

desenvolveram tumor, sendo que em dois desses animais o tumor atingiu o volume 

necessário para serem sacrificados até 25 dias (pelo menos uma das dimensões 

alcançou 10 mm) e o restante do grupo foi sacrificado pelo mesmo motivo com 38 dias 

de experimento (Figura 20 A). No grupo de tratamento, entretanto, apenas um animal 

dos cinco testados desenvolveu tumor cujo crescimento foi iniciado a partir  do 39° dia 

de experimento.  

Para as células B61-FRA foi utilizado um grupo de 10 animais Balb/c, que foi 

subdividido em dois grupos de 5 animais, um  grupo com tratamento de FGF 2 e um 

grupo controle. Assim como para a célula B61, os tumores de B61-FRA levaram 

aproximadamente 13 dias para atingir o tamanho que pudesse ser visto a olho nu. 

Infelizmente no 13º dia 2 animais do grupo de tratamento foram perdidos (Fig. 20 B). 

B61-FRA mostrou ser uma célula com alto grau de tumorigenicidade, pois em 21 dias 
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de experimento todos os animais foram sacrificados, devido ao crescimento acelerado 

dos tumores. O tratamento com FGF2, por sua vez, não apresentou nenhum efeito (Fig. 

20 B). Conforme mostrado anteriormente, as células B61-FRA não perderam o Ras 

ativado e, provavelmente, esse é o motivo porque observamos a sua alta 

tumorigenicidade.   

O mesmo experimento foi repetido utilizando-se as células B61-FR4. Conforme 

mostrado anteriormente, essas células apresentam uma expressão não detectável da 

construção do Ras ativado. Essas células apresentaram um maior período de latência 

que B61 e B61-FRA, de forma que para que o primeiro animal fosse sacrificado pelo 

tamanho do tumor atingido, foi necessário um mês. Para nossa surpresa, entretanto, 

80% dos animais não tratados desenvolveram tumores. Além disso, o tratamento com 

FGF2, também agiu de forma surpreendente, inibindo o crescimento dessas células in 

vivo, sendo que apenas um dos animais tratado desenvolveu tumor, ainda assim com 

tempo de latência maior do que observado para os animais controle (Fig. 20 C). Esse 

resultado é muito contrastante com os resultados obtidos in vitro, e sua explicação 

ainda não é conhecida. Cabe aqui ressaltar que a quantidade de FGF2 utilizada para o 

tratamento dos animais, é muito maior do que a utilizada em experimentos in vitro. Tal 

fato poderia ser responsável, ao menos parcialmente, para o resultado encontrado. Se 

isso é verdade, o resultado se torna importante, pois indica que as células que 

resistissem a uma etapa do tratamento poderiam ser eliminadas utilizando-se uma dose 

maior e/ou por um período maior de tratamento.    
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Figura 20. CélulasB61 e B61-FR4 são sensíveis a FGF2 in vivo.  (A) Gênese de tumores em 
camundongos Balb/c derivados de células 3T3-B61: controle (4 animais), tratados com FGF2 (5 animais). 
Observar que a alta sensibilidade das células 3T3-B61 in vivo (p<0,01). (B) Gênese de tumores em 
camundongos Balb/c derivados de células B61-FRA: controle (4 animais), tratados com FGF2 (5 
animais). Observar que essas células se mostram altamente tumorigências e apresentaram resistência a 
FGF2 in vivo. (C) Gênese de tumores em camundongos Balb/c derivados de células B61-FR4: controle (4 
animais), tratados com FGF2 (5 animais). Observar o maior período de latência para o aparecimento de 
tumores e a sensibilidade dessas células a FGF2 in vivo (p<0,05). 
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4.2. Parte II 

4.2.1. Ativação da via de PKC inibe a proliferação de células transformadas por K-
Ras 
 Bivona e colaboradores (2006) mostraram que a ativação de PKC em células 

que superexpressam K-Ras na forma ativada leva essas células a entrarem a apoptose 

e esse efeito é dependente da fosforilação da serina S181, alvo de PKC.   

 Em analogia ao que foi observado por Bivona e colaboradores (2006), 

elaboramos a hipótese de que a ativação de PKC em células Y1 resultaria em morte 

celular, uma vez que essa célula apresenta elevados níveis da proteína K-Ras total, 

inclusive na forma ativada, K-Ras-GTP. Gostaríamos também de esclarecer se há uma 

correlação entre a inibição da proliferação observada para FGF2 e morte celular 

induzida pela ativação de PKC. Embora já seja conhecido que o tratamento com FGF2 

induz senescência e não apoptose, sabemos que FGF2 é capaz de ativar a via de PKC 

e, dessa forma, esse mecanismo poderia ser um dos fatores contribuintes para o efeito 

inibitório de FGF2. Ou ainda, a fosforilação de Ras por PKC poderia desencadear uma 

resposta inibitória, mas não apoptótica.   

 Para testar a ativação de PKC e seus possíveis efeitos, utilizamos um éster de 

forbol, o PMA, que ativa diferentes isoformas de PKC. Primeiramente, precisamos testar 

se PMA realmente ativa PKC em células Y1. Para obter tal resposta utilizamos uma 

estratégia que responderia indiretamente tal questionamento, ou seja, testamos a 

indução da atividade de ERK 1/2 por PMA em célula Y1 carenciada para soro. 

Conforme mostrado na figura 21, PMA é capaz de promover a fosforilação de ERK 1/2 

em células carenciadas para soro, e esse efeito é bloqueado quando tratamos a célula 
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previamente por 1h com os inibidores de PKC Bisinmaleimida I e Go 6983, indicando 

que a ativação de ERK 1/2 por PMA passa pela ativação de PKC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. PMA estimula fosforilação de ERK 1/2 em células Y1. (A) Western blot para ERK 1/2 
fosforilada. Células carenciadas para soro por 48 h (controle) foram estimuladas com PMA (5 e 10 ng/ml) 
por 10 min. O tratamento com os inibidores de PKC, Bisinmaleimida I (+B) e Gö 6983 (+Gö), foi realizado 
1 h antes do tratamento com PMA. (B) Western blot para ERK 1/2 total, utilizado para controle da 
quantidade de proteína aplicada.  
 

Na figura 22, observamos que o tratamento das células com PMA por 24 h 

promove uma intensa morte celular em células Y1, resultando em praticamente 100% 

de inibição (Fig. 22 A). Esse tratamento é ainda mais severo do que o observado para 

FGF2. Entretanto, é sabido que PMA possui um efeito duplo e antagônico. Um 

tratamento curto com PMA leva à ativação de PKC, entretanto, tratamentos longos 

levam a uma ativação inicial e posterior repressão de PKC. Portanto, testamos também 

a sensibilidade de células Y1 em tratamentos de 2 h com PMA, conforme o protocolo 

esquematizado na figura 22 B. Observamos nessa figura que o tratamento com PMA 
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por apenas 2h é capaz de promover intensa morte celular em células Y1 (86%), 

semelhante ao que é observado para o tratamento com 24 h, assim passamos a adotar 

o primeiro protocolo como protocolo padrão.  Na tabela 5 resumimos os efeitos de PMA 

sobre as células Y1 em ensaio clonogênicos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. PMA causa morte em células Y1. Ensaios clonogênicos para células Y1 tratada com 
PMA (10ng/ml) conforme o protocolo esquematizado embaixo de cada figura. (A) 24h de tratamento. 
Média de três experimentos realizados em triplicata. Observar que as células são bastante sensíveis a 
PMA.(B) PMA: 2h de tratamento. Média de um experimento realizado em triplicata. Um segundo 
experimento, com um maio número de células plaqueadas apresentou resultado muito semelhante. 
Observar que um tratamento de apenas 2h com PMA é suficiente para inviabilizar 86% das células. 
Barras nos gráfico representam desvio padrão. **p<0,01. 
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Esses dados podem ser confirmados quando submetemos as células Y1 a um 

ensaio de proliferação celular. Nota-se que essas células são incapazes de proliferar na 

presença de FGF2 (Fig. 23 A) ao contrário do que ocorre nas placas controle, onde não 

foi adicionado nenhum tratamento, e onde observamos intensa proliferação. Da mesma 

forma, a adição de PMA ao meio de cultura também inibe a proliferação celular. Como 

podemos observar na figura 23 B, quando plotamos os valores obtidos em gráfico semi-

log, torna-se fácil concluir que enquanto o FGF2 inibe a proliferação celular, ativando 

um processo de senescência celular, o PMA causa um efeito ainda mais drástico, 

levando, inclusive, a uma diminuição no número de células observadas, indicando 

morte celular.  

Figura 23. Células são bastante sensíveis a PMA. Foram plaqueadas 5·104 células em placas P35 e 
as células foram mantidas em FGF2 (2ng/ml) ou PMA (10ng/ml) durante todo o experimento ou na 
ausência de tratamento (controle). As células eram coletadas em duplicata a cada 2 dias, contadas e os 
valores foram plotados em um gráfico. (A) Curva de crescimento para Y1, (B) Y1gráfico semi-log. Nota-se 
que a célula Y1 é bastante sensível a FGF2, mas se mostra ainda mais sensível a PMA ou a uma 
combinação das duas substâncias. No gráfico semi-log podemos observar que o tratamento com PMA ou 
PMA+FGF2 resulta em uma grande diminuição do número de células, indicando morte celular. Barras 
representam desvio padrão.  
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Tabela 4. Tratamento PMA - Y1 

* Tratamento PMA 24 h 
**Experimentos realizados em triplicata 
*** p< 0,0001 considerado p=0. 

 
Tornou-se importante saber se a morte celular causada por PMA era exclusiva 

para esse agente ou se poderia ser generalizada para agentes que ativam PKC em 

geral. Assim, como um segundo agente de ativação de PKC utilizamos a Briostatina I, 

um outro ativador de PKC, não carcinogênico (Kortmansky e Schwartz, 2003). Na figura 

24, observamos o resultado de dois ensaios clonogênicos realizados com PMA e 

Briostatina I. Nota-se que a Briostatina I, assim como o PMA, causa praticamente 100% 

de inibição. 

Figura 24. Briostatina causa morte em células Y1. Ensaios clonogênico para células Y1 tratada com 
PMA (10ng/ml) ou Briostatina I (100uM) por 24 ou não tratadas (controle). Média de dois experimentos 
realizados em triplicata. Observar que o tratamento com Briostatina I é suficiente para inviabilizar 97% 
das células. P<0,01. Barras representam desvio padrão.**p<0,01.  
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Para mostrar que o efeito de PMA é específico para a ativação de PKC, fizemos 

um ensaio onde as células foram incubadas na presença do inibidor de PKC, Gö 6983, 

por 1 h antes do tratamento. Posteriormente, o PMA foi adicionado e deixado por 24 h, 

quando então o meio foi lavado e trocado. Como podemos ver na figura 25 A, a adição 

do inibidor de PKC protegeu contra a morte induzida por PMA, resultando em 82% de 

proteção. Na figura 25 B visualizamos o mesmo experimento realizado com FGF2, 

entretanto, observamos aqui que o inibidor de PKC não tem qualquer efeito protetor 

contra FGF2, indicando que o efeito de FGF2 não passa por PKC. 

Na figura 26 podemos observar os efeitos morfológicos observados em células 

Y1 após tratamento com FGF2 por 24 e 48 h. Nas figuras 26 A e D, vemos células na 

condição controle, crescendo em meio completo, DMEM + 10% SFB. As células 

apresentam-se achatadas, com núcleo e nucléolo evidentes. Podemos observar 

também que, conforme o esperado, ocorre um aumento no número de células 

observadas após 24h. Por outro lado, o tratamento com FGF2 faz com que ocorra um 

arredondamento das células, tornando-as mais refringentes. Observamos também, que 

o crescimento ou aumento no número de células é mínimo ou mesmo nulo quando as 

células são tratadas com FGF2 (Fig. 26 B e E). Podemos observar ainda nessa figura, 

que o tratamento com PMA causa alterações ainda mais drásticas nas células, 

causando um intenso arredondamento e descolamento das mesmas, levando ainda a 

uma diminuição no número de células observadas (Fig. 26 C e F).   
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Figura 25. Inibidores de PKC protegem células Y1 contra a morte causada por PMA mas não por 
FGF2. Ensaios clonogênicos para célula Y1 controle ou tratadas com Gö 6983 sozinho ou em 
combinação com PMA (2ng/ml) (A) ou FGF2 (2ng/ml) (B). Experimentos representativos de dois 
experimentos realizados em triplicata. O inibidor de PKC, Gö6983, foi adicionado 1h antes de ser iniciado 
o tratamento com PMA ou FGF2. Notar que o inibidor de PCK protege contra a morte causada por PMA 
(A), mas não contra a morte causada por FGF2 (B). Barras representam desvio padrão. *p<0,05; ** 
p<0,01.      
 

Figura 26. Efeitos morfológicos dos tratamentos com PMA e FGF2. As células forma plaqueadas no 
dia o e após 24 e 48 h de tratamento com FGF2 ou PMA, campos microscópicos representativos de cada 
condição foram fotografados. (A e D) controle, nenhum tratamento foi adicionado, observar que ocorre 
um aumento no número de células. (B e E) tratamento com FGF2 (2ng/ml), notar que o tratamento com 
FGF2 deixa as células mais arredondadas e refringentes, e não ocorre aumento significante do número 
de células. (C e F) tratamento com PMA (10ng/ml), Observar o intenso arredondamento celular, que vai 
resultar em descolamento das células da placas e a diminuição do número de células observadas quando 
comparamos com o controle.      
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4.2.2. Morte celular induzida por PKC é específica para células transformadas  

Tornou-se então importante saber se o efeito de PMA era específico para células 

transformadas com K-Ras. Assim, desenhamos experimentos com diferentes linhagens 

celulares que poderiam responder tal questionamento. Uma das linhagens testadas foi 

a AR-1, revertente  não tumorigênico de Y1, que perdeu a amplificação do gene K-Ras. 

Conforme observamos na figura 27 A, as células AR-1 são insensíveis ao efeito 

negativo de FGF2 (24 h) e PMA (24 h). Notamos também que fibroblastos imortalizados 

não tumorigênicos Balb/c 3T3 e 3T3 Swiss são totalmente insensíveis a tratamentos 

com FGF2 (24 h) ou PMA (24 e 2 h, respectivamente) (Fig. 27 B e C). 

 

Figura 27. Células que não possuem o gene K-Ras amplificado são resistentes a PMA. Ensaios 
clonogênicos para célula:  (A) AR-1, clone revertente de Y1. FGF2 (2 ng/ml), tratamento por 24 h; PMA 
(10 ng/ml), tratamento por 2h. (média de dois experimentos realizado em triplicata) (B) Balb/c-3T3, (2 
ng/ml), tratamento por 24 h; PMA (10 ng/ml), tratamento por 24 h (média de 1 experimento realizado em 
triplicata), (C) 3T3 Swiss, FGF2 (2 ng/ml), tratamento por 24 h; PMA (10 ng/ml), tratamento por 2h (média 
de 1 experimento realizado em triplicata). Observar que todas as linhagens acima, não tumorigências, 
não são sensíveis a PMA ou FGF2. Barras representam desvio padrão. Nenhum tratamento, em nenhum 
dos tipos celulares, resultou em diferença estatisticamente significativa. 
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Por outro lado, notamos na figura 28 que células B61, que são derivadas de 

Balb/c 3T3 transformadas pelo oncogene EJ-Ras humano (H-Ras), são sensíveis à 

morte celular por PMA, onde observamos um efeito de cerca de 46% de morte em 24 h 

de tratamento (Fig. 28 A). Entretanto, se tratarmos essas células por um período menor, 

2 h e 6 h, podemos observar uma maior resistência por parte dessas células, cerca de 

25% de morte para tratamento de 2 h e 30% de morte para o tratamento de 6 h (Fig. 28 

B). Esse resultado vai ao encontro do que é observado para Y1, onde o tratamento de 

apenas 2 h é eficiente para eliminar quase 90% das células (Fig. 22 B). Assim, 

concluímos que o efeito de morte induzido por PMA é exclusivo para células 

transformadas, e particularmente eficiente para aquelas transformadas por K-Ras. 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Células com H-Ras ativado são pouco sensíveis a PMA. Ensaios clonogênicos para célula 
B61. Observar que as células B61 são sensíveis a PMA por 24 h, assim como a FGF2 (A), porém, 
tratamentos mais curtos (2 h e 6 h) mostram uma baixa sensibilidade (B) Cada um dos resultados 
mostrados são derivados de um experimento realizado em triplicata, onde foram plaqueadas 500 
células/placa. Barras representam desvio padrão. *p<0,05 **p<0,01 

 

 Gostaríamos também de saber se há uma correlação entre a morte induzida por 

PMA e a quantidade de K-Ras expressa. Para isso, verificamos se as células 

selecionadas para resistência a FGF2, que possuem a expressão de Ras 

extremamente reduzida, seriam resistentes também a PMA. Na figura 29 A, notamos 
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que célula Y1-FR3, isolada previamente em nosso laboratório, e que mantém a alta 

expressão de K-Ras, inclusive altos níveis de K-Ras-GTP, é bastante sensível a PMA 

(94%). Por outro lado, na figura 29 B, observamos que a célula Y1-FR 10.3 S, que 

possui uma baixíssima expressão de K-Ras, é muito mais resistente que células Y1-

FR3 e a célula parental, Y1, embora ainda seja sensível a PMA (57%). Da mesma 

forma, outros clones selecionados para resistência a FGF2, com baixa expressão de K-

Ras (Fig. 29 C, D e E) apresentam resistência  em níveis semelhantes aos observados 

para a célula Y1-FR 10.3 S. Assim, concluímos que a sensibilidade a PMA parece 

depender, ao menos parcialmente, da quantidade de K-Ras ou ainda, de K-Ras-GTP. O 

fato de que células resistentes a FGF2 são sensíveis a PMA juntamente com a 

observação anterior de que inibidores de PKC não protegem as células contra o efeito 

inibitório de FGF2 mas protegem contra PMA indicam que os efeitos de FGF2 e PMA 

são independentes e divergem em algum ponto ainda não conhecido.   

 Tornou-se importante saber se o efeito de PMA também era observado quando 

as células eram cultivadas em meio semi-sólido. Na figura 30 vemos um ensaio de 

suspensão de agarose em que as células foram cultivadas na presença de meio 

completo (10%SFB) e também na presença de meio completo adicionado de 20 ng/ml 

de PMA. Notamos o surgimento de muitas colônias de células Y1 quando as mesmas 

são cultivadas em meio semi-sólido, entretanto, a presença de PMA resulta em 

praticamente 100% de inibição, portanto, concluímos que PMA é tóxico para as células 

Y1 independente do ancoramento das mesmas a um substrato sólido. 
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Figura 29. Células com baixa expressão de K-Ras apresentam maior resistência a PMA. Ensaios 
clonogênicos para célula Y1-FR. Observar que as células Y1-FR3, que possuem alta expressão de K-
Ras, apresentam alta sensibilidade a PMA (A), enquanto os demais clones Y1-FRs, que possuem baixa 
expressão de K-Ras são menos sensíveis (B a D). PMA, 10ng/ml, tratamento 24h. A e B, resultados de 
dois experimentos em triplicata. C a E, resultados de um experimento em triplicata. Barras representam 
desvio padrão.** p<0,01. 
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Figura 30. Células Y1 são bastante sensíveis a PMA quando cultivadas em suspensão. Observar 
em (A) duas placas representantes, uma de cada condição.  (B) resultados de dois experimentos 
realizados em triplicata. Plaqueadas 104 células/placa, tratamento sustentado com PMA a 10ng/ml. 
Barras representam desvio padrão.**p<0,01. 
 

4.2.3. Morte celular induzida por PKC é não apoptótica 

 Para saber o tipo de morte celular induzido por PMA em células Y1 realizamos 

alguns ensaios que poderiam responder a tal pergunta. Primeiramente, testamos a 

ativação de caspases, para saber se o tipo de morte celular era apoptose. Na figura 31, 

vemos um western blot para detecção de caspase 3 e outro para caspase 7, 

respectivamente. Nesse, ensaio, os anticorpos utilizados reconhecem a caspase total, 

ou seja, tanto a proteína na sua forma inativa, quanto a proteína clivada, isto é, ativada. 

Assim, espera-se o aparecimento de uma banda de maior mobilidade eletroforética 

quando ocorre a clivagem e conseqüente ativação da caspase. Como pode ser 

observado na figura 31, o tratamento com PMA por 9 horas não é capaz de ativar as 

caspases 3 e 7, assim como um tratamento mais longo, por 24 h. Entretanto, a ativação 
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das caspases é detectada quando as células são tratadas com 5% DMSO, um agente 

que causa, sabidamente, a entrada em apoptose.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 31. Tratamento com PMA não ativa caspases. Western blots para a detecção de caspase 
total. (A) Caspase-3, (B) Caspase-7. Observar que tanto para o controle quanto para o tratamento com 
PMA o anticorpo só é capaz de detectar uma banda com cerca de 33Kb, que corresponde à pró-enzima 
inativa. Por outro lado, no tratamento com 5%DMSO (controle positivo) observa-se a presença de uma 
banda de maior mobilidade eletroforética, correspondente à um produto de clivagem da pró-enzima, 
indicando atividade enzimática.  
 

4.2.4. O tratamento com PMA induz senescência em células Y1 

Sabemos que o efeito inibitório de FGF2 sobre as células Y1, passa, pelo menos 

em alguma etapa, pela indução de uma senescência atípica (bloqueio em S e não em 

G1) que leva essa célula a parar de se proliferar. Testamos, portanto, se ocorre a 

indução da senescência em células Y1 quando tratadas com PMA. Utilizamos como 

sinalização da indução de senescência a ativação da β-galactosidase no pH 6 que gera 

um precipitado azul quando na presença do substrato X-gal, marcando assim as células 

senescentes (Dimri et al., 1995).  
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Como podemos observar na figura 32, células Y1 tratadas com PMA por 8 h 

mostram um grande percentual de células que apresentam coloração azulada, 

indicativa do estado de senescência. Esse efeito parece ser ainda mais acentuado nas 

células carenciadas para soro. Por outro lado, poucas células são marcadas quando as 

mesmas são tratadas com soro ou ainda nas não tratadas, tanto carenciadas para soro 

quanto para aquelas que foram mantidas em meio completo, com 10% SFB. No 

entanto, é importante observar que as células têm sua morfologia extremamente 

modificada pelo tratamento com PMA e mantê-las por um período mais longo na 

presença de PMA resulta em uma intensa perda de células, que se desprendem da 

placa e não mais proliferam. Dessa forma, ao contrário do que está descrito 

classicamente para indução de senescência, onde as células se tornam mais achatadas 

e espalhadas e se mantém presas a placa por um período indeterminado sem se dividir, 

isto não parece ocorrer com a senescência induzida por PMA. Portanto, a indução do 

estado de senescência parece ser apenas o início de um processo que culminará com 

intensa morte celular, embora o mecanismo pelo qual ocorre a morte celular ainda não 

tenha sido definido.     

 

 

 

 

 

Figura 32. Tratamento com PMA induz senescência atípica. Células em crescimento exponencial, não 
tratadas (controle), apresentam um baixo porcentual de células marcadas, enquanto que o tratamento 
com PMA (10 ng/ml por 8h) resulta em intensa marcação para β-galactosidase, indicativa da entrada em 
senescência. Observar que 75% das células tratadas encontram-se marcadas.  
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4.2.5. Seleção de clones resistentes a PMA  

Na mesma linha de raciocínio adotada anteriormente quando foram selecionados 

clones para resistência a FGF2, foram realizadas tentativas de isolamento de clones 

resistência a PMA. Para isso, foram plaqueadas 3.105 células em duas placas 

independentes e deixadas para que se desenvolvessem colônias visíveis a olho nu. As 

células foram cultivadas por 30 dias e o meio era renovado 3 vezes por semana, 

adicionando-se 10 ng/ml PMA a cada vez que o meio era trocado. Foram obtidos cerca 

de 160 clones por placa. Portanto, observamos uma sensibilidade de 99.95% de células 

Y1 na presença de PMA em tratamento sustentado (Fig. 33 A). Foram isolados dez 

clones a partir de duas placas independentes, no entanto, apenas um deles sobreviveu. 

Ele foi denominado Y1-PR 5.1 (Y1-“PMA resitant” clone 5, placa 1). Uma segunda 

seleção foi realizada fazendo-se uso do mesmo protocolo. Nessa segunda seleção (Fig. 

33 B) foram isoladas 9 colônias (3/placa), denominas Y1-PR A, B C, D, F, G,H, I e J. 

Dessas, apenas 7 sobrevieram e foram expandidas e congeladas.  

Sabemos que a sensibilidade a PMA está relacionada com a quantidade de 

proteína K-Ras presente na célula. Por isso, resolvemos investigar o padrão de 

expressão dessa proteína nos clones selecionados para resistência a PMA. 

Conforme vemos na fig. 34 podemos observar que o nível de expressão de K-

Ras é variável entre os diferentes clones, sendo que alguns deles apresentam redução 

na expressão de K-Ras (PR-B e H), enquanto outros mantêm elevados níveis de 

expressão de K-Ras (PR-C, E ,F e G). Curiosamente, notamos que após algum tempo 

em cultura, alguns clones que apresentaram uma quantidade de K-Ras reduzida, após 

algumas passagens em cultura, passaram a apresentar maiores quantidade de K-Ras, 
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semelhante à quantidade apresentada para célula parental (PR-5.1 e A). Assim, o efeito 

de PMA sobre a expressão de K-Ras parece ser efêmero, fazendo com que os níveis 

de expressão de proteína variem com o tempo. 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Seleção de clones resistentes a PMA com tratamento  sustentado. Foram plaqueadas 
3.105 células em placas P100 em duplicata (A) ou triplicata (B). O PMA (10 ng/ml) foi adicionado ao meio 
no dia seguinte ao plaqueamento. As células foram mantidas em meio DME contendo 10% SFB, 
suplementado com 10 ng/ml PMA, até o aparecimento de colônias visíveis a o olho nu. Os círculos 
vermelhos e pretos destacam os clones que foram selecionadas. (A), primeiro experimento, o rendimento 
médio foi de 160±26 colônias por placa. (B) Segundo experimento, rendimento médio foi de 100 ± 31 
colônias por placa 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Células selecionadas para resistência a PMA possuem níveis variáveis de expressão de 
K-Ras. Western Blot para a detecção de K-Ras total. ERK total utilizada para normalização dos 
resultados. Lisados de células em crescimento exponencial. (A) Y1 e sua derivada resistente a PMA, Y1-
PR 5.1, experimento 1, observar a baixa expressão da proteína K-Ras total (B) Y1 e suas derivadas 
resistentes a PMA. Observar o baixo nível de expressão de K-Ras no clones A, B e H. Nota-se que Y1-
PR 5.1, nesse segundo experimento, apresenta alto nível de expressão de K-Ras. (C) Y1 e suas 
derivadas selecionadas para resistência a PMA. Observar que Y1-PRA apresenta, nesse segundo 
experimento, alta expressão de K-Ras,enquanto os clones B e H continuam expressando baixo K-Ras. 
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Para verificar a sensibilidade desses clones a PMA foram testados quatro deles. 

Os dois primeiros apresentaram quantidades flutuantes de K-Ras quando a proteína foi 

medida em dois tempos distintos, ou seja, em um primeiro ensaio eles apresentaram 

uma baixa expressão de K-Ras, entretanto, um segundo ensaio, realizado após as 

células serem mantidas por algum tempo em cultura, mostrou uma expressão elevada 

de K-Ras. Por outro lado, os dois últimos clones, apresentaram expressão reduzida de 

K-ras, que permaneceu estável em dois ensaios diferentes, mesmo após essas células 

terem sido mantidas em cultura por um longo período.  

Conforme demonstrado por ensaios clonogênicos notamos que os clones 

selecionados para resistência a PMA apresentam resistência variável ao mesmo e isso 

parece negativamente correlacionado com a quantidade de Ras que esses clones estão 

expressando no momento. Assim, o clone Y1-PR 5.1 mostrou-se relativamente 

resistente a PMA em um ensaio inicial (40% de morte), assim como a FGF2 (16% 

inibição) (Fig. 35 A). Esse ensaio foi realizado logo após o isolamento do clone, quando 

o mesmo apresentava uma baixa expressão de Ras (Fig. 34 A). Entretanto, após cerca 

de 60 dias em cultura, esse mesmo clone apresentou 89% de morte frente ao PMA, 

embora a resistência ao FGF2 tenha permanecido inalterada (Fig. 35 B). Curiosamente, 

na mesma época, a expressão de Ras nesse clone apresentava-se aumentada (Fig. 34 

B)  

Os outros clones apresentaram comportamento bastante variável. O clone PR-A 

se mostrou bastante sensível tanto a FGF2 quanto a PMA (74 e 88% de inibição, 

respectivamente) (Fig. 35 C), o clone PR-B se mostrou sensível a FGF2 (76% de 

inibição) e resistente a PMA (Fig. 35 D). Já o clone PR-H se mostrou pouco sensível a 

FGF2 (22% de inibição) e um pouco mais sensível a PMA (60%) (Fig. 35 E). Esses 
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últimos três clones foram testados em uma etapa posterior ao seu congelamento, e a 

quantidade de Ras foi medida novamente (Fig. 34 C). Aqui também parece haver uma 

correlação entre sensibilidade a PMA e quantidade de Ras expresso, visto que o clone 

que expressa maior quantidade de Ras (PR-A) é mais sensível a PMA e aquele que 

expressa menor quantidade de Ras (PR-B) é o mais resiste.  

A resistência a FGF2 é variável e, nesses casos, não conseguimos observar uma 

correlação direta com a quantidade de K-Ras expresso. Sabemos, entretanto, que a 

sensibilidade a FGF2 depende da quantidade de K-Ras. É possível, no entanto, que o 

processo de seleção por PMA ative outras proteínas em alguns desses clones que os 

tornem sensíveis a FGF 2, mas não a PMA. Porém, a interpretação desse resultado 

ainda é problemática. 

Outro fato curioso que observamos é que, assim como a célula Y1-FR 10.3 S, o 

clone Y1-PR 5.1 também tem sua proliferação acelerada na presença de FGF2, como 

uma célula normal (Fig. 35 F) e ao contrário da célula parental, Y1 (Fig. 3 A). 

Entretanto, o crescimento na presença de PMA é reduzido, mas muito semelhante ao 

que é observado para o crescimento na presença de 10% SFB. Para a célula parental, 

Y1, ao contrário, observamos uma diminuição no número de células quando as mesmas 

são tratadas com PMA. Observamos que a célula “resistente” a PMA se tornou uma 

célula muito frágil e instável e FGF2 passa a agir agora como um fator de crescimento 

clássico, estimulando a proliferação da mesma.  
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Figura 35. Células selecionada para resistência a PMA possuem resistência a FGF2 e PMA 
variáveis. (A) Ensaio clonogênico para células  Y1-PR. 103 células palqueadas/placa. FGF2 (2ng/ml), 
tratamento por 24 h; PMA (10 ng/ml), tratamento por 24h (A)Y1-PR5.1 (média de dois experimentos 
realizados em triplicata) (B) Y1-PR 5.1, terceiro experimento, realizado cerca de 45 dias depois (um 
experimento, realizado em triplicata) (C) Y1-PR-A, Y1-PR-B, (D)Y1-PR-H (para cada um dos três clones 
foi realizado um experimento em triplicata). (E) Curva de crescimento, Y1-PR 5.1. Foram plaqueadas 
5·104 células em placas P35 e as células foram mantidas sem tratamento (controle), com PMA 10ng/ml, 
com FGF2, 2 ng/ml ou com uma combinação de PMA+FGF2, durante todo o experimento. As células 
eram coletadas em duplicatas a cada 2 dias, contadas e os valores foram plotados em um gráfico. Nota-
se que a célula Y1-PR 5.1 tornou-se dependente de FGF2 para crescer. As barras nos gráficos 
representam o desvio padrão.*p<0,05; **p<0,01. 
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4.2.6. Tumorigenicidade das Células Y1-PR 

 Conforme observamos anteriormente, as células Y1-PR apresentam a expressão 

de K-Ras em quantidades variáveis, tanto quando comparamos diferentes clones entre 

si, como quando comparamos um mesmo clone em diferentes tempos de cultura. O 

ensaio tumorigênico, desses clones mostrou que, em geral, o tempo de latência para o 

surgimento de tumor é ligeiramente aumentado em relação à célula parental, porém 

todos os animais desenvolvem tumor. Não conseguimos estabelecer nenhum tipo de 

conexão entre quantidade de Ras expressa e tumorigenicidade. Assim, concluímos que 

essas células são extremamente instáveis, porém mantém a capacidade de formação 

de tumor, observada na célula parental, Y1 (Fig. 36).   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Células Y1-PR são tumorigências. Gênese de tumores em camundongos Balb/c Nude 
derivados de células Y1 (5 animais), Y1-PR 5.1 (7 animais), Y1-PR-B (3 animais) e Y1-PR-H (3 animais). 
Notamos que embora as células Y1-PR apresentem maior tempo de latência para o surgimento de 
tumores, todos os animais injetados desenvolveram tumor. Os clones Y1-PRA são estatisticamente 
diferentes de Y1.*p<0,05; **p<0,01 
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5.1. Efeito citotóxico de FGF2 sobre células transformadas por Ras 

O FGF2 foi descoberto em 1973 por Hugo A. Armelin como um fator que  induz a 

proliferação celular em fibroblastos de camundongos, daí o nome “fibroblast growth 

factor”. Desde então essa molécula vem sendo extensivamente estudada e já foi 

demonstrado que ela participa de inúmeros processos biológicos, tais como 

angiogênese, reparo de tecidos, hematopoiese, diferenciação do sistema nervoso e do 

esqueleto, desenvolvimento embrionário dos pulmões, sistema reprodutivo e outros 

(Bikfalvi et al., 1997).    

Por ser um fator de crescimento, o FGF2 se torna potencialmente, um agente de 

transformação maligna de determinados tipos celulares. De fato, a superexpressão de 

FGF2 em células imortalizadas já foi descrita como um fator de transformação celular 

(Neufeld et al. 1988; Seno et al, 1988) e seus receptores parecem também estar 

envolvidos na transformação maligna de determinados tipos celulares (Hart et al., 2000; 

Huang et al., 2006). Recentemente, dois trabalhos independentes, que fazem uso de 

técnicas de biologia molecular que permitem uma análise genética de larga escala, 

mostraram que uma mutação dentro do íntron 2 do FGFR2 está intimamente 

relacionada com uma predisposição para o desenvolvimento do câncer de mama. O 

significado dessa mutação, que afeta um íntron e não uma parte codificante do gene, 

ainda não é conhecido. Entretanto, os autores acreditam que essa mutação possa ser 

importante para a regulação da expressão gênica ou ainda para a regulação do 

“splicing alternativo” (Easton et al., 2007; Hunter et al., 2007).  

Nas células Y1, o tratamento com FGF2 de células Y1 bloqueadas na fase 

G0/G1, dispara uma resposta mitogênica caracterizada por ativação das vias de ERK 

(MAPK) e PI3K. Assim, ele induz a tradução dos genes imediatamente precoces, c-fos, 
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c-jun e c-myc, a transcrição e tradução de ciclina D1 e culmina com a entra em S, que 

pode ser medida pela quantidade de núcleos marcados com BrdU (Rocha et al., 2003). 

Essa reposta mitogênica pode ser inibida quando se trata a célula com inibidor da via 

de ERK, o PD98059, inibidor de MEK (costa, 2005). Concomitantemente, o tratamento 

com FGF2 dispara uma reposta antiproliferativa, que vai terminar por se sobrepor à 

resposta mitogênica e resultar no bloqueio da proliferação celular, disparando um 

processo de senescência, por um caminho ainda não muito bem compreendido (Forti et 

al., dados não publicados). Algumas informações que foram importantes para 

compreensão e identificação desse fenômeno serão fornecidas a seguir.  

Embora o tratamento com FGF2 resulte em intensa marcação nuclear por BrdU, 

o mesmo não é observado quando se avalia a incorporação de 3H-timidina nessas 

mesmas condições. A incorporação de 3H-timidina fica muito prejudicada quando se 

tratam as células com FGF2, seja na presença ou ausência de soro. Além disso, o 

tratamento com FGF2 por 24 h é capaz de inibir o crescimento de colônias em ensaios 

clonogênicos e curvas de crescimento. Esses resultados, juntos, indicam que, embora a 

seja capaz de entrar em S quando tratada com FGF2, ela fica bloqueada de alguma 

forma nessa fase e seu crescimento é inibido (Costa, 2005). Por outro lado, sabemos 

que o tratamento com PD98059 não protege a células contra o efeito citotóxico de 

FGF2 e inibidores da via de PI3K também são ineficazes perante o efeito inibitório de 

FGF2 (Costa, 2005). Nesta tese mostramos ainda que inibidores de PKC também são 

ineficazes. Assim, os resultados indicam que o FGF2 dispara concomitantemente e de 

forma independente duas respostas antagônicas, uma resposta mitogênica e uma 

resposta antiproliferativa, levando as células a entrarem em senescência.  
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Esse efeito foi observado em duas linhagens independentes transformadas por 

Ras, seja pela expressão elevada de K-Ras, o que garante níveis elevados de K-Ras-

GTP, no caso de Y1 e também em linhagens derivadas de fibroblastos normais Balb 

3T3 transformadas pelo oncogene EJ-Ras humano (H-RasV12), as linhagens EJA e 

B61 (Costa et al., 2004; Costa, 2005).  

Também foi demonstrado que a sensibilidade dessas células a FGF2 é 

dependente dos altos níveis da proteína Ras ativada, uma vez que um dominante 

negativo de Ras, Ras N17, é capaz de reduzir os níveis de Ras-GTP e proteger a 

células de FGF2 (Costa et al., 2004). Além disso, um dominante negativo de RhoA 

assim como o tratamento com inibidores de FGFRs previamente ao tratamento com 

FGF2 mostraram um efeito protetor frente ao FGF2 (Forti et al, dados não publicados; 

Salotti et al., dados não publicados). Esta conclusão permite prever como poderiam ser 

os clones de Y1 resistentes a FGF2: a) sem FGFRs, portanto sem resposta a FGF2; b) 

deficientes na ativação de RhoA; c) por perda dos níveis constitutivamente altos de K-

Ras-GTP e d) mudanças não previsíveis down stream dessas 3 proteínas anteriores. 

Nesta tese mostramos que, frente a um tratamento sustentado com FGF2, somente a 

classe c) foi observada, ou seja, o fenótipo K-Ras-,  FGFRs+ e RhoA+ .  

 Na literatura encontram-se alguns outros trabalhos que mostram morte celular ou 

inibição da proliferação por FGF2, porém esses trabalhos têm sido marginalizados, seja 

porque são trabalhos de baixo impacto e/ou devido a um preconceito que impede uma 

análise mais objetiva de tais resultados. Grande parte desses trabalhos descreve um 

processo de apoptose desencadeado por FGF2 e, o que é mais importante ressaltar, 

em todos os trabalho trabalha-se sempre com linhagens de origem tumoral 
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(Schweigerer et al., 1987; Sturla et al., 2000; Raucci et al., 2004; Kim et al., 2004; 

Williamson et al., 2004; Hotfielder et al., 2005). Portanto, esses trabalhos, em 

concordância com que é mostrado nesta tese, mostram que FGF2 possui uma nova 

propriedade que é a capacidade de distinguir células transformadas e promover o 

bloqueio da proliferação destas seja através de morte celular ou outro mecanismo 

desconhecido.  

 Nesta tese, mostramos que o FGF2 é bastante tóxico não apenas para células 

Y1, mas também para a sublinhagem derivada, Y1-D1G, que superexpressa ciclina D1. 

Essa célula se mostrou resistente ao efeito inibitório de AVP (Schwindt et al., 2003) e 

dados recentes, de estudos realizados dentro do nosso grupo de pesquisa assim como 

dados obtidos durante a realização dessa tese, os quais foram omitidos da redação 

final por motivo de clareza, indicam que Ciclina D1, ao menos na célula Y1, não 

desempenha papel relevante para a progressão do ciclo celular, mas age, de fato, 

como um importante agente protetor e de sobrevivência para essa célula. (Forti e 

Armelin, dados não publicados; Matos et al., dados não publicados). Entretanto, 

conforme demonstrado nesta tese, a superexpressão de Ciclina D1 não é capaz de 

proteger a célula Y1 contra o efeito inibitório de FGF2, ela parece, inclusive, tornar a 

célula mais sensível a essa substância.  

Mostramos que esse efeito é também observado em células em crescimento em 

suspensão. Esse resultado demonstra que o efeito inibitório de FGF2 é observado 

mesmo que a célula seja cultivada em meio semi-sólido, independente da aderência a 

um substrato sólido. Portanto, ele nos permite concluir que o efeito de FGF2 é de fato 

de inibir a proliferação e não apenas de promover um descolamento das células, que 
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poderia resultar na perda de células “sadias” durante a manipulação das placas de 

cultura, dando uma falsa impressão de morte ou inibição do crescimento. 

Mostramos ainda que células B61, que expressam o oncogene H-RasV12, são 

também bastante sensíveis ao efeito de FGF2 tanto em crescimento em substrato 

sólido como quando crescidas em suspensão. Mostramos ainda que aplicações locais 

de FGF2 reduzem o aparecimento de tumor derivado de células B61 em camundongos 

Balb/c em 80%, além de aumentar o tempo de latência para o aparecimento do primeiro 

tumor. Por outro lado, o mesmo efeito não é observado nas células parentais, Balb/c 

3T3, uma linhagem imortalizada não transformada e também é nulo sobre células AR-1, 

clone revertente de Y1, não tumorigênico.  

Dessa forma, mostramos através de diferentes modelos celulares experimentais 

que FGF2 inibe, seletivamente, a proliferação de células tumorais transformadas por 

Ras in vitro e in vivo.  

 

5.2. Células resistentes a FGF2 perdem a superexpressão de Ras 

 Neste trabalho mostramos também que o FGF2 exerce um efeito seletivo 

negativo muito forte sobre células transformadas. As células Y1, que possuem uma 

amplificação do gene K-ras, quando submetidas ao tratamento sustentado de FGF2 são 

eliminadas em sua maioria, porém as células que conseguem sobreviver nessas 

condições perdem a alta expressão da proteína K-Ras e sua tumorigenicidade é 

bastante reduzida. Conforme previsto anteriormente, essas células se encaixam na 

classe “c” (K-Ras-) dentro das possibilidades de possíveis fenótipos resistentes a  

FGF2. Observamos resultados equivalentes a Y1 quando selecionamos as células 

D1G-FR, ou seja, essas células também mostram uma baixa expressão de Ras e 
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menos tumorigências quando comparadas à células parental, Y1-D1G. Embora não 

sejamos capazes de afirmar, nesse momento, se a redução de Ras é um efeito de 

regulação da expressão gênica ou perda da amplificação desse gene que é encontrada 

em Y1, há indícios de que a segunda opção seja a verdadeira. 

Os resultados citados anteriormente são surpreendentes e muito empolgantes 

pois mostram que o FGF2 age de forma muito seletiva e tem como alvo específico a 

superexpressão de Ras, que é a principal responsável pelo caráter patológico, tumoral, 

da célula Y1. Assim, o FGF2 age promovendo a “cura” dessa célula. Dessa forma, 

acreditamos que desvendar o mecanismo de morte e/ou inibição do crescimento por 

FGF2 sobre células transformadas por Ras poderá trazer importantes informações que 

deverão ter implicações na terapia de tumores desse tipo.  

Esse potencial terapêutico pode ser de grande valia no futuro. Um dos casos em 

que terapias dentro desse contexto poderia ter grande importância seria no tratamento 

de câncer de pâncreas. Esse tipo de câncer é uma das causas mais comuns de morte 

relacionadas ao câncer. Menos que 5% dos pacientes sobrevivem por 5 anos e a taxa 

de mortalidade é muito alta. Novas combinações de drogas tem aumentado a 

expectativa de vida de pacientes acometidos com tal doença, mas com resultados 

pouco animadores, uma vez só 25% das pessoas tratadas conseguem sobreviver por 1 

ano (Eckel et al. 2006).  Sabe-se que em cerca de 90% dos casos de câncer de 

pâncreas ocorre um ganho de função de proteínas da família Ras (Bos, 1989). Assim, o 

uso de FGF2 no tratamento de cânceres desse tipo ou ainda de outros tipos de 

cânceres onde temos o envolvimento de proteínas da família Ras pode ser de grande 

valia.    
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Para células selecionadas a partir de B61 notamos dois padrões de resposta. A 

célula B61-FR4, que possui baixa expressão de H-RasV12, portanto, também se 

encaixa no padrão “c”, e é menos tumorigênica se comparada com a célula parental, 

B61. Observamos ainda um efeito inesperado. Sabíamos previamente que quando 

essas células são cultivadas em meio semi-sólido, elas não são capazes de formar 

colônia. Entretanto, a adição de FGF2 ao meio resulta no surgimento de colônias. 

Portanto, era esperado que o tratamento com FGF2 in vivo promovesse o surgimento 

de tumores, mas esse não foi o resultado obtido. Pelo contrário, essas células se 

mostraram sensíveis a FGF2 in vivo. Ainda não sabemos a explicação para esse fato, 

mas sabemos que o microambiente dentro do animal é muito diferente daquele 

observado in vitro e, portanto, resultados contrastantes, embora não sejam esperados, 

foram obtidos. No entanto, esse resultado tem implicações positivas, já que ele mostra, 

mais uma vez, a eficiência do tratamento com FGF2 in vivo sobre células B61 e 

derivadas. Cabe aqui lembrar que o tratamento com FGF2 dos clones D1G-FRs in vivo, 

não teve nenhum efeito, também ao contrário do que foi observado nos ensaios de 

crescimento em suspensão. Esse resultado, junto com o anterior, são importantes pois 

mostram que o FGF2 não tem atividade tumorigênica in vivo como era de se esperar 

com base nos dados de ensaio de crescimento em suspensão. 

O segundo clone resistente a FGF2, derivado de células B61, B61-FRA, 

apresenta um padrão diferente dos anteriores. De acordo com o esperado para células 

resistentes esse clone se encaixa na classe “d”, ou seja, ele apresenta mudanças não 

previsíveis que estaria down stream às proteínas FGFR, K-Ras ou RhoA. Esse clone 

mantém a alta expressão do transgene H-RasV12, apesar de ser resistente a FGF2.  É 

importante salientar aqui o tipo de seleção utilizado para o isolamento desse clone. 
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Nesse caso foi utilizado, juntamente com o FGF2, o agente seletivo geneticina, para 

garantir a manutenção do transgene H-Ras-V12. Portanto, o objetivo era, de fato, isolar 

clones que mantivessem a construção e, assim, a alta expressão do transgene.  Dessa 

forma, os dados obtidos com células B61 corroboram os resultados encontrados para 

Y1, uma vez que mostram que o FGF2 tem um alvo específico, Ras, e sobreviver a ele 

significa perder Ras. Nada impede no entanto, que outras classes de clones resistentes 

surjam, porém, essa situação ocorre apenas em condições restritas: a) com tratamento 

curto, de 24 h, com FGF2 para Y1 (Costa, 2005); b) de forma rara em clones 

selecionados a partir de Y1 com tratamento sustentado (1 clone dentre onze isolados); 

c) sob condições artificiais, em que se força a manutenção de H-Ras-V12 em 

sublinhagens derivadas de B61.  

Observamos alguns fatos importante a respeito do clone B61-FRA. Apesar de 

serem selecionados para resistência a FGF2, esse clone apresenta alta 

tumorigenicidade. Por outro lado, Costa (2005) mostrou que o clone Y1-FR3, derivado 

de Y1 resistente a FGF2 (seleção com 24 h de FGF2), que mantém a expressão alta de 

K-Ras, é menos tumorigênico que a célula parental. Portanto, enquanto para Y1 parece 

haver uma correlação entre sensibilidade a FGF2 e tumorigenicidade, o mesmo não 

parece ocorrer para B61. Em B61, parece existir uma correlação diferente, entre 

tumorigenicidade e a presença dos altos níveis de H-Ras-GTP. Observamos também 

que o clone B61-FRA, assim como quando em cultura, se mostrou bastante resistente a 

FGF2 in vivo.  
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5.3. Terapias de tumores transformados por Ras 

 Sabemos que a proteína Ras é encontrada mutada ou superexpressa em cerca 

de 30% dos cânceres humanos. Dentro desse percentual, observa-se ganho de função 

de Ras em cerca de 30% dos casos de câncer de pulmão e 90% dos casos de câncer 

de pâncreas (Bos, 1989). Em geral, os cânceres onde se observa um ganho de função 

de Ras, são de difícil tratamento e baixa sobrevivência. Assim, diversos estudos têm 

sido realizados a fim de se obter tratamentos que tenham como objetivo o combate à 

atividade descontrolada de Ras. Esses tratamentos têm como alvo tanto a proteína Ras 

diretamente quanto outras proteínas relacionadas a ela. Vale ressaltar, entretanto, que 

até o momento nenhuma terapia anti-Ras está em prática, embora algumas já estejam 

em fase de pesquisa clínica. 

Dentre as estratégias adotadas, algumas têm como objetivo atingir diretamente a 

atividade de Ras. Assim, existem pesquisas sendo realizada com dominantes negativos 

que inibem a atividade de Ras, vacinas contra formas mutadas de Ras e ainda terapias 

que objetivam resgatar a atividade GTPásica de ras. Ainda dentro dessa estratégia 

estão em estudo também fatores que inibem a interação de Ras com a membrana 

plasmática, o que é fundamental para a atividade dessa proteína (Cox e Der, 2002).  

  Uma outra estratégia objetiva atingir efetores de Ras, utilizando-se de inibidores 

da via Raf e MEK ou ainda inibidores da interação Ras/Raf. Esses testes têm se 

mostrado promissores, principalmente quando o tratamento é realizado em conjunto 

com outras drogas (Roberts e Der, 2007). Esse tipo de tratamento, entretanto, 

apresenta um problema, uma vez que outras vias ativadas por Ras (PIK3, por exemplo) 

continuam ativas (Mitin et al., 2005).   
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 Uma outra estratégia envolve terapia gênica tais como o uso de oligos anti-sense 

ou RNAi contra Ras e Raf. Entretanto, ela apresenta sérias restrições, típicas de 

terapias gênicas. São elas: a eficiência de “entrega” da droga, a capacidade das células 

de absorver a droga, a seletividade e o silenciamento gênico (Andreyev et al. 2001; 

Cunningham et al., 2001; Monia et al., 1996; Gokhale et al., 2002; Brummelkamp et al., 

2002). 

     Uma questão importante, que deve ser levada em conta é que Ras é uma 

importante proteína para diversos tipos celulares, portanto, terapias que visem à 

diminuição de sua atividade direta ou indiretamente, devem ser realizadas 

cuidadosamente para que os efeitos colaterais sejam mínimos. Acredita-se que as 

células tumorais necessitem mais da atividade de Ras que células normais, o que as 

tornariam mais sensíveis a pequenas quantidades de drogas, que teoricamente, não 

seriam tóxicas ou seriam pouco tóxicas para células normais, entretanto, cuidados para 

que as células normais não estejam sendo gravemente lesadas com terapias anti-ras 

são importantes e fundamentais (Cox e Der, 2002). 

 

5.4. Mecanismos antiproliferativos 

 O correto balanço entre proliferação celular e apoptose ou morte celular 

programada é de grande relevância para a manutenção da homesotase de um 

organismo multicelular. Assim, a apoptose ou morte celular programada desempenha 

papel fundamental durante a embriogênese e organogênese, em organismos adultos, 

em tecidos com rápido “turn over” celular (epitélio de revestimento do intestino, 

linhagens hematopoiéticas), onde ocorre constante e intensamente apoptose para 

eliminação fisiológica de enorme quantidade de células e também para a formação e 
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manutenção do sistema imunológico. Além, disso, a apoptose pode ser ativada por 

mecanismos que causam danos ao DNA como estresses oxidativos, irradiação por UV 

e outros. Falhas nesse processo fisiológico podem resultar em diversas patologias e, 

dentre elas, contribuir para o surgimento de tumores. 

 Além disso, um outro mecanismo antiproliferativo, que envolve um bloqueio 

irreversível da progressão do ciclo celular, é a senescência celular. Ela ocorre 

comprovadamente em células em cultura e parece também estar relacionada com o 

envelhecimento celular observado in vivo. Nesse contexto, a senescência serviria para 

inibir a proliferação de células sujeitas a instabilidades cromossômicas, devido a causas 

variáveis como encurtamento dos telômeros, estresse oxidativo e ativação de 

oncogenes.  

 Atualmente, dentre as proteínas conhecidas, p53 pode ser considerada como 

uma proteína chave em processos antiproliferativos.  Essa proteína está envolvida tanto 

em processos de apoptose como em processos de senescência celular. Entretanto, 

embora os mecanismos que levem a ativação do processo de apoptose por p53 seja 

bem conhecidos, o mecanismo de ativação de senescência, assim como elementos 

“downstream” à ativação de p53 durante o processo de senescência são muito 

pobremente compreendidos (Levine et al., 2006). Estudos com culturas de células 

inidcam que a indução de senescência é um importante mecanismo anti-tumor (Serrano 

et al., 1997; Sewing et al., 1997; Woods et al., 1997). Dessa forma, esclarecimentos a 

esse respeito se fazem urgentes e podem ter importantes implicações no tratamento 

clínico de tumores e cânceres humanos. 

Lowe e colaboradores (2004) mostram que proliferação e morte celular são 

mecanismos opostos, porém interligados. Nesse trabalho, os autores propõem que 
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alguns fatores individuais fazem a integração desses dois fenômenos de forma a 

controlar se o destino de determinada célula será proliferação ou morte. Como se sabe, 

a superexpressão ou superatividade de muitos oncogenes também afeta a atividade 

desses fatores, tornando a célula mais sensível a apoptose e/ou senescência. Dessa 

forma, para que uma célula seja transformada ela tem que desatrelar vias de 

proliferação de vias de inibição de proliferação e/ou morte ou mesmo suprimir de 

alguma forma a ativação dessas vias antiproliferativas. Nesse trabalho os autores 

propõem um modelo em que as vias apotóticas e anti-apoptóticas estariam agindo em 

um equilíbrio dinâmico. Assim, a morte celular ou apoptose é controlada pela 

capacidade da célula de integrar sinais pro-apoptóticos com sinais anti-apoptóticos. Nas 

células saudáveis ou normais os sinais anti-apoptóticos são mais abundantes. Nesse 

modelo, a apoptose ocorre quando os sinais pró-apoptóticos excedem os sinais anti-

apoptóticos, atingindo um limiar que, uma vez ultrapassado, é irreversível. Por outro 

lado, células transformadas possuem um equilíbrio deslocado para a proliferação seja 

através do aumento nos sinais anti-apoptóticos ou decréscimo dos sinais pró-

apoptóticos. Essa situação por sua vez tornaria a célula mais sensível a tratamentos 

antiproliferativos (Lowe et al., 2004). 

 

5.5. Inibição da Proliferação de Células com K-Ras ativado 

  Neste trabalho apresentamos também uma alternativa para o tratamento de 

células e, possivelmente, de tumores transformados por K-Ras. Aqui nós propomos a 

utilização de agonistas de PKC que, conforme demonstrado nesta tese, provocam a 

morte celular de células transformadas por K-Ras. Mostramos ainda que a morte celular 

é dependente, ao menos parcialmente, dos níveis de K-Ras e que não ocorre em 
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células imortalizadas não transformadas (AR-1, Balb/c 3T3 e 3T3 Swiss) e ocorre em 

menor grau em células transformadas por H-Ras (B61). Utilizamos principalmente o 

PMA como agonista de PKC, mas mostramos que Briostatina I exerce efeito 

semelhante nas células Y1, com K-Ras amplificado. Mostramos ainda que não foi 

possível detectar apoptose quando as células são tratadas com PMA. Entretanto, há 

indícios de que o tratamento com PMA dispara um processo de senescência nessas 

células, como foi detectado pela marcação de β-galactosidase (pH 6). Entretanto, a 

marcação com β-galctosidade é seguida por um extenso descolamento das células da 

placa, indicativo de morte celular. Assim, acreditamos que a indução de senescência 

colabore parcialmente com a inibição da proliferação dessas células e seja seguida por 

processo de intensa morte celular, conforme os dados de curva de crescimento 

indicam.  

O mecanismo de ação do PMA sobre as células Y1 ainda não foi estabelecido, 

porém, alguns trabalhos da literatura podem nos fornecer informações relevantes a 

respeito de como essa droga agiria.  

O trabalho de Bivona e colaboradores (2006) indica que a ativação de PKC por 

Briostatina I ou PMA+ionomicina leva a uma fosforilação de K-Ras em sua cauda 

polibásica C-terminal, provocando internalização dessa proteína para membranas 

intracitoplasmáticas. Esse mecanismo resulta em morte celular por apoptose que é, 

provavelmente, mediada pela interação de K-Ras com Bcl-xL, que ocorre na membrana 

mitocondrial externa. Acreditamos que esse mecanismo possa estar ocorrendo também 

na linhagem Y1, embora não tenhamos detectado evidências de apoptose.  

Chen e Faller (1996) mostraram que a proteína K-Ras interage com Bcl-2 e que 

essa interação é estimulada quando a célula é estimulada a entrar em apoptose. 
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Curiosamente, nesse trabalho o mecanismo utilizado para a estimular a entrada em 

apoptose nessas células é através da inibição de PKC através do tratamento crônico 

(24 h) com PMA. Os autores interpretaram esse mecanismo como sendo devido à 

inibição de PKC, entretanto, é possível que o efeito observado seja decorrente da 

ativação de PKC que ocorreria no início do tratamento, fato que não foi considerado 

pelos autores.  

Em um outro estudo, Xia et al., 2007, mostram que a ativação de PKC é um fator 

necessário para proteger células transformadas por Ras da apoptose. Os autores 

mostram que a inibição de PKCδ, a qual pertence à subfamília de novas PKCs que é 

insensível à Ca+2, é suficiente para causar apoptose em células transformadas por Ras, 

mas causa pouco efeito nas respectivas células controle, que não possuem Ras 

ativado, independentemente de transformação. Esses resultados, no entanto, são 

contraditórios em relação ao trabalho de Bivona e colaboradores (2006) e também em 

relação ao que foi mostrado nesta tese, portanto, não acreditamos que esse seja o 

mecanismo de inibição por PMA apresentado pela célula Y1.   

Neste trabalho mostramos que tanto tratamentos curtos (2 h) quanto tratamentos 

mais longos (24 h) com PMA são capazes de induzir a morte celular em Y1. O 

tratamento curto já é suficiente para eliminar uma grande quantidade dessas células 

(cerca de 90%), enquanto o tratamento prolongado elimina quase 100% das células. 

Além disso, o tratamento prévio das células com inibidores de PKC é capaz de 

promover proteção contra a morte induzida por PMA. Assim, acreditamos que o 

mecanismo de morte induzido por PMA seja primordialmente causado pela ativação de 

PKC e não pela sua inibição, embora seja possível que a inibição de PKC por PMA 

contribua com uma pequena parcela para o efeito visto com tratamento prolongado. 
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Além disso, sabemos que PMA pode ativar também PKD, diretamente, e PLD 

indiretamente, via PKC α e β. Assim, é possível que essas proteínas também contribuam 

para o efeito inibitório de PMA.  

Por último, sabemos que PMA é um agente co-carcinogênico e isso é um 

empecilho para o possível uso terapêutico dessa droga. A Briostatina I, por sua vez, 

não é tumorigênica e mostrou efeito semelhante na célula estudada. Essa droga já vem 

sendo utilizada em testes clínicos (Kortmansky and Schwartz, 2003). Assim, essa droga 

poderia ser testada no tratamento de tumores transformados por K-Ras.  
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Conforme demonstram múltiplas publicações, tratamentos de tumores com Ras 

ativado e/ou super-expresso são difíceis, geram efeitos colaterais penosos e terminam 

em baixa eficácia (Boss,1989; Cox e Der, 2002, Rodriguez-Viciana et al., 2005). Por 

outro lado, a ocorrência de transformação maligna dependente de Ras exige que a 

célula obrigatoriamente escape do “Ras oncogene stress” que leva à apoptose ou 

senescência (Serrano et al., 1997; Lowe et al., 2004). Portanto, linhagens celulares 

malignas dependentes de Ras são necessariamente deficientes em vias apoptóticas, 

logo refratárias à morte celular programada. Assim, a melhor forma de conseguirmos 

tratamentos eficazes e com poucos efeitos colaterais para tumores dependentes de 

Ras é através da utilização de substâncias que distingam células transformadas por 

Ras de células normais.  

Nesta tese, mostramos duas substâncias potencialmente interessantes no 

tratamento de tumores dependentes de Ras. A primeira delas é o FGF2, que promove 

proliferação de células normais (função já bem estabelecida) mas capaz de disparar 

senescência, bloqueando a proliferação de células transformadas por Ras (tanto K-Ras 

quanto H-Ras), dessa forma, distinguindo células normais de malignas. Mostramos que 

FGF2 apresenta uma seletividade nunca antes observada para outros agentes anti-

tumorais tendo como alvo específico a expressão patológica da proteína Ras. Assim, só 

sobrevive ao tratamento prolongado com FGF2 aquelas células que perdem a 

superexpressão de Ras, e se tornam “curadas”. 

Nesta tese mostramos também que a ativação de PKC por PMA e Briostatina I 

em células Y1, que superexpressam K-Ras é capaz de inibir a sua proliferação, 

enquanto que células não transformadas são insensíveis a PMA. O efeito inibitório de 

PMA sobre Y1 passa pela indução de um processo de senescência, possivelmente 
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seguido por um processo de morte celular. Acreditamos que o esclarecimento do 

mecanismo de ação dessas duas substâncias deve trazer importantes implicações para 

o tratamento clínico de tumores transformados por Ras. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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