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i. INTRODUGCZO

1i.i. Antecedentes Histdricos e Racional Metodoldgico

A possibilidade de introduzir DNA exdgeno em célu-
las de mamfferos surgiu no 1infcio da década de 60 quando
Szybalska & Szybaski (1962) conseguiram transformar células
humanas mutantes HPRT por transferé&ncia de gene para
hipoxantina—-guanina fosforibosil  transferase. As condigdes
experimentais que permitiram o suceséo desta transferé&ncia ndo
estavam bem definidas o que levou a uma década de tentativas
frustradas e resultados ndo reprodutiveis. Em 1973, Graham & van
der - Eb descobriram, ‘empiricamente, que DNA de adenovirus,
coprecipitado com fosfato de cdlcio, era ingerido pelas células
chegando, - eventualmente, ao niicleo onde.se integrava ao genoma
celular transformando—as. S6 entdo foi possivel congstatar que o
"meio_ de transformagdo” de Szybalska & Szybalski envolvia a
formaééd de precipitado de fosfato de cdlcio.

Diversas varia¢des do método de coprecipitacdo de
Graham wvan der Eb surgiram desde entdo, principalmente no
sentido de permeabilizar a membrana celular (usando glicerol,
dimetilsulfdxido, polietilenoglicol, etc) para otimizar a
eficié&ncia do processo.

Cerca de uma -décéda depois, este método foi
utilizado por alguns laboratérios para isolar sequ@ncias qénicas'
presentes em tecido tumoral, capazes de causar transformacdo

maligna (Pulciani et al, 1982; Krontiris & Cooper, 1981; Shih &



Weinberg, 1982; Goldfarb et al, 1982). O ensaio destes autores
consistia em wutilizar a 1linhagem NIH-3T3 como célula-teste.
Supostamente esta seria uma linhagem ”"normal” cujo crescimento
é dependente de soro (como fonte de fatores de crescimento) e
substrato s6lido (para ancoragem) e €é regulada pela densidade
celular (a cultura entraria em fase estaciondria ao formar uma
monocamada de células confluentes). A modificacdo desta 1linhagem
por sequ@ncias tumorais oncog8nicas, resultaria na formagdo de
focos de células transformadas que crescem umas sobre as outras,
empilhando e se‘destacando claramente da monocamada formada pelas
células oriqinais. 0 isolamenéo e propagagdo destes focos,
aliados a tecnologia de DNA recombinante 3jd dispenivel na
época, permitiram a clonagem molecular de uma sequéncia de DNA
capaz de causar transformagdo dé células NIH-3T3 em cultura e
tumorogé&nese no animal (Krontiris & Cooper, 1981; Goldfarb et al
1982; Pulciani et al, 1982; Shih & Weinberg, 1982).

No final da década de 70 34 havia sido identifi-

cada uma sSequéncia celular {c—-src) homéloga a sequéncia
src
encontrada no retrovirus RSV (v-src) cujo produto (pp60 ) foi

associado 4 origem do sarcoma causado por este virus (Brugge et
al, 1979). Mais tarde foi demonstrado que v-src nada mais era do
que c-src recombinado com e transduzido por um retrovirus de agdo
retardada (Duesberg & Vogt, 1973 ; Martin & Duesberg, 1972;
Lai et al, 1973).

Foi, portanto, decorré&ncia natural buscar em

retrovirus, possiveis homologias com a sequéncia determinada para



o fragmento (pPEJ 6.6 kb) clonado a partir de DNA proveniente
de tumor de bexiga humano. O homélogo viral (v-ras) foi
encontrado em Ha-MSV (Der et al, 1982; Parada et al, 1982).
Outros autores (Reddy et al, 1982; Tabin et al, 1982)
demonstraram também gqgue a sequéncia proveniente do tumor
(EJ-c-ras) diferia da sequé&ncia encontrada em todas as células
normais (c-ras) em apenas um ponto levando a substituic¢do de uma
glicina por valina.

- -Por.volta de 30 sequéncias celulares (generi-
camente chamadas (c-onc) dos oncogenes virais (v-onc) jd4 foram
identificadas (Bishop, 1985).

A identificag3o e clonagem de oncogenes ativos
em tumores naturais baseava-se exclusivamente no ensaio de foco
que usava células NIH-3T3 como 1indicadoras. Tentativas de
utilizar outras células como linhagens indicadoras ndo estavam
sendo bem sucedidas por razbes ignoradas: ou o DNA exdgeno
simplesmente ndo se integrava ou integrava, era expresso mas ndo
transformava porque a transformagd3o dependia de outros produtos
celularesa. Comparando diversas células o grupo de Weinberg elegeu
NIH-3T3 por serem particularmente eficientes na tomada e
integracdo de DNA exdgeno (Smotkin et al, 1975). Mas as células
N1H-3T3 sdo metaestdveis ou pré-neopldsicas, ou seja, tém grande
tend&ncia a sofrer uma chamada transforma¢do espontd@nea. Se 1isto
facilita a detecgcdo da atividade oncogé&nica de DNA exdégeno,
também introduz dificuldades técnicas como distinguir focos

provocados prela expressio do DNA exdgeno dJdaqueles focos



resultantes de empilhamento das células espontaneamente
transformadas. Muito mais importante do que isto, porém, € que o
ensalo de NIH 86 .permite detectar um fendétipo extremo, a
transformagdo maligna. Outros possIQeis efeitos da expressao de
sequéncia exdégenas, como por exemplo, aparecimento de células
independentes de fatores do soro porém que mantém a resposta a
densidade, ndo poderiam ser detectadas com este ensalo. Além
disso o8 dados mostravam que apenas cerca de 15% dos tumores
naturais davam resultados positivos né’ ensaio da N1H-3T3 e na
maior parte destes o gene tranformante era identificado como
sendo oncogene ras. V
Cotransfeccdo de um marcador genético com o gene
de interésse havia sido desenvolvido para células mutantes TK™
humanas e de camundongo (Bacchetti et al, 1977; Wigler et al,
1977j.,Expresséo de Pglobina“.apés,cotransfecgéo de plasmidios
.contendo o gene para 9lobina e para TK foi demonstrada (Wigler
et al, 1979). Southern 8 Berg (1982) desenvolveram vetores de
expressdo para células - de mamiferos, contendo, além dos sinails
regulatérios, um gene que confere resisté&ncia a alguma droga, por
exemplo: o transposon Tn5 que confere resist&ncia a geneticina
G418; gpt: guanina fosforibosil transferase que permite resistén-

cia a dcido micé6lico ou dhfr: dihidrofolato redutase para

resisténcia a tioguanina (metotrexato). A grande vantagem destes
vetores é€ que dispensam a necessidade de células mutantes,
permitindo, portanto cotransfecg¢doco de gualquer tipo celular e,

apés selecio com a droga adequada, isolar coldonias resistentes 3



droqa,mas que podem ter integrado e estar expressando também o
gene de interésse.

Nesta época (1982) um pequeno  numero de
laboratérios (o nosso, inclusive) comegou a trabalhar com a idéia
de que produtos de oncogenes deveriam estar no mecanismo de agdo
dos fatores. de crescimento, atuando como receptores, transdutores
de sinais, efetuadores, etc. Passamos entSo a utilizar a linhagem
Balb-3T3 e um marcador genético (HSV-neo) para estudar o papel de
~proteinas oncogé&nicas na ag¢do de fatéres'de crescimento.  Basica-
mente nossa meta era mutar Balb-3T3 com oncogenes clonados
-através de transfecgdo—-mediada por DNA e verificar de que maneifa
-o produto deste gene  afetava a.resposta da célula a fatores de
crescimento. A substitui¢do de NIH-3T3 por Balb-3T3 fol baseada
em 2 pontos importantes: a) as linhagens disponiveis de Balb-3T3
::tém comportamento mais préximo de células normais e tém menor
'fendéncia a transformagdo espont@nea; b) ao confrério de NIH-3T3
que pfovém de camundongo suige "outbred”, Balb-3T3 foi isolada
de camundongos isog&nicos. ("inbred”) Balb-c, o que permite ndo
s6 analisar o efeito de oncogenes em "background” genético homo-
géneo, como também realizar ensaios de tumorogenicidade sem
precisar recorrer a animais imunodeprimidos (como € o caso para
células NIH—3T3).

A confirmacdo de que produtos de oncogenes estdo
ligados a agdo dos fatores de crescimento veio com a revelagdo
surpreendente e impactante de que o produto do oncogene v-8is

é homologo & cadeia B de PDGF (Doolitle et al, 1983; Waterfield



et al, 1983). 0 impacto foi devido a oferecer uma explicagdo, ao
nivel molecular, para a autonomia de crescimento dos tumores
causados por SSV (o virus de sarcoma de sIimios) isto é, o
oncogene v-gis deste virus codificaria para um fator de
crescimento (PDGF) o qual atuaria nos receptores especificos
presentes. nestasrcélulas; criando, assim, um curto-circuito no
controle da proliferagdo ou seja, um controle autécrino-hipétese
formulada. alguns anos antes pélo grupo de Todaro (Todaro e
DeLarco, 1978; Sporn & Todaro, 1980).

Logo em seguida foi demonstrado que o protoonco-
gene gigzg era um dos genes induziveis por PDGF (Kelly et al,
1983) .

Para atacar diretémente o problema da relagdo
entre oncogenes e fatores de crescimento, usamos uma construcdo
na qual o 'c-myc de camundongo estd sob a acdo de um promotor
viral induzivel (MMTV) e desenhamos um novo tipo de ensaio
baseado em dupla seleg¢do (tratamento com G418 em meio livre de
PDGF) (Armelin ef al, 1984). Neste trabalho foi demonstrado, pela
primeira vez,que o produto de um oncogene (c-myc) funciona como
mediador intracelular do produto de outro oncogene (c—-s3is) ou
sej)a, de PDGF. Com o novo ensaio, de dupla selecdo, foil possivel
também introduzir uma modificagdo conceitual - a expressao
congtitutiva de oncogenes pode levar a eliminag¢do total ou
parcial do requerimento para fatores de crescimento sem ,
necessariamente, provocar transforma¢do maligna. Dispondo de um

ensaio adequado é possivel entdo 1identificar os fatores



controladores da proliferacdo. Com este ensaio surgiu também uma
alternativa para a detec¢do de novos oncogenes em tecido tumoral,
aproveitada alids por Cooper e cols para confirmar a existéncia
do oncogene B-lym (Cooper et al, 1986).

0 racional que norteia este trabalho ¢€é o seguin-
te: se a alta expressdo de um oncogene (obtida por transfecgao
de construcdes devidamente dotadas de promotores fortes e/ou
moduldveis) levar & 1independé&ncia de um fator de crescimento
normalmente requerido por esta célﬁla, o produto deste oncogene
pode ser um dos componentes da via de ac¢do deste fétor, a qual se
encarrega de_transduzir 0 sinal mitog@&nico do receptor na membra-
na gté o niticleo (ou outros sitios celulares) onde o sinal seria
decodificado.

Para a célula Balb-3T3 (usada como paradigma de

~ célula normal) . sair do . estado de repouso (GO)‘ para entrar no
ciclo celular, ocorrem dois tipos de fatores (Stiles et al,
19795Efatores de "competé&ncia” (FGF, PDGF) e de T"progressdo”
~(EGF. e 1IGF)  conforme discutido mais adiante. O enfoque
experimental visa mapear as proteinas oncogé&nicas nas vias de
acdo destes dois tipos de fatores. O trabalho descrito nesta
‘tese fol realizado nos tiltimos dois anos e visa compreender a
interacdo entre os produtos dos oncogenes myc e fos e o papel
destes produtos no mecanismo de ag¢do dos fatores de competé&ncia

(FGF, PDGF) no "background” metabdlico das células Balb-3T3.
Alguns dos pontos levantados aqui serdo desenvol-

vidos nas seg¢dbes seguintes desta Introdugdo e na Discussdo.



1.2. Oncogenes: Elementos subversivos ou controla-—

dores naturais?

Oncogenes (ver revisSes de Bishop 1978, 1981,
1983, 1985 ; Duesberg, 1983 e Weiss et al, 1982) foram
inicialmente detectados em virus de RNA causadores de tumor em
animais de laboratério.

A histéria desta descoberta (Tooze 8 Sambrook,
1974) que tem aspectos fascinantes e pitorescos, aponta Rous como
o fundador da Virologia Tumoral por ter sido o primeiro a mostrar
que extratos filtrados de sarcoma de galinha induzem sarcoma em
animais sdos (Rous, 1911). Enguanto Shope (1933),trabalhando no
Jackson Memorial Laboratory, tentava 1isolar o virus causador de
tumores de coelhos selvagens, o pessoal técnico do biotério
-chamou  atencdo para o fato de -estar ocorrendo uma transmissdo de
carcinqma de mama, em linhagens de camundongo, de uma geracao
para oufra. Isto levou Bitter (1942) a procurar no leite materno
a possivel fonte de um agente viral e a descoberta do fator de
Bifter ou retrovirus do tipo B. Enquanto isto Gross procurava ©
virus da leucemia (tipo ¢C), atingindo seu objetivo em 1950. Em
1958, Temin & Rubin abriram novas pespectivas para o campo com a
introducdo de um ensaio "in vitro” para o virus tumoral RSV
baseado na capacidade deste virus de induzir "transforma¢do” das
células e formacdo de focos. Ao infectar ratos com virus de
leucemia isolado de camundongos, Harvey (1970) acabou induzindo
a formagd3o de sarcomas e isolando um virus de sarcoma destes

animais (Ha-MSV; Harvey murine sarcoma virus). Os diversos



retrovirus do tipo C isolados desde entd3oc se agrupam em duas
categorias: aqueles que s3do capazes de transformar células em
cultura (formag¢do de focos) e induzir a formac¢do de tumor rapida-
mente quando injetados em animais (virus do tipo sarcoma) e virus
de efeito mais tardio (leucemias) para os quais um ensaio "in
vitro” 86 foi desenhado mais recentemente (Scher & Siegler,
1975). O exame do genoma destes vIirus mostra que os dois tipos de

virus tém sBequ@ncias em comum {(gag, pel, env) relacionadas com

a estrutufa e a propagacdo da particula viral e sequé&ncias que sé
estao presentes nos virus de sarcoma. Gra¢as a um mutante de RSV
com alteracgao ekatamente nesta sequéncia diferente (Martin, 1970)
foi possivel mostrar gque esta sequBncia € responsdvel pela
indugdo dos sarcomas. Fol por isso designada v-src, o gene viral
causador de sarcomas, o0 primeiro oncogene identificado. A
exist8&ncia de oncogenes em virus era muito intrigante uma vez que
seus produtos ndoc té&m nada a ver nem com a sobrevivéncia nem
com a propagagdo da ‘partfcula viral, portanto, ndo conferem
nenhuma vantagem seletiva ao virus. A resposta a este mistério
surgiu quando foi descoberto, em células de mamliferos, uma
sequéncia (celular) homéloga ao v-src de RSV, designada c-src
para diferenciar da sequéncia viral (Brugge & Erickson, 1977).
Diversas sequ&ncias celulares (c-onc) homélogas aos oncogenes
virais (v-onc) foram entd3o identificadas 1levando a hipétese
unificadora e esclarecedora de que o8 retrovfirus nada mais sdo do
que transdutores de protooncogenes celulares (Bishop, 1983;

Duesberg, 1983).
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A baixa frequéncia de retrovirus contendo c-oncs
p6de entdo ser explicada: o aparecimento deles dependeria de dois
eventos raros: a) recombinacdo entre sequncias de c—-onc com
sequéncias wvirais nd3o relacionadas com c-onc; b) mutagdes que
levam um protooncogene celular a v-onc 6 uma vez que importantes
. diferencas tanto estruturais como funcionais sdo encontradas
entre c-onc e v-onc. Portanto, o8 oncogenes virais sdo os
préprios oncogenes celulares (protooncogenes) que foram incorpo-
rados aoc genoma viral por recombinaqéo dos retrovirus de infecgdo
lenta (causadores de leucemias) com 0 genoma celular (Bishop &
Varmus, 1982) Desta forma o v-onc difere de c-onc por: a)— estar
incorporado a um genoma viral e, portanto, sob o controle
transcripcional de ativadores ("enhancers”) virais; b) apresentar
a sequéncia codificante num segmento continuo de DNA, enquanto
nos. protooncogenes a sequéncia codificante ¢ entremeada de
regidoes ndao codificantes (introns); ¢) acumular mutacbes que
podem levar a4 aquisi¢do de maior potencial oncogénico.

As técnicas modernas-de DNA recombinante aliadas
a transfecgdo—mediada por DNA, permitiram ismsolar até agora
c8rca de 30 oncogenes, a maioria dos quais representado tanto em
retrovirus como no genoma celular. Uma proposta de nomenclatura
(Coffin et al, 1981) foi imediatamente adotada para v e c-oncs.

0s produtos de alguns oncogenes virais e celulares
jd estdo identificados; - € comum o produto de v-oncs aparecer
como uma proteina de fusdo com o produto do gene g9ag ou outro

gag-myc
gene viral (como ¢é o caso para pllo do wvirus MC 29,

gag —-pol—-myc gag-abl
p200 de OK10 ou pl20 de A-MLV). Vdrias pro-
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arc c-nmyc
te7 s oncogénicas aparecem fosforiladas (pp 60 ; .pp54 ;
’ c—fos
pp52 ). Algumas proteinas oncog&nicas podem 8er encontradas

no meio extracelular (sis), outras na membrana plagmdtica (abl,

——p—

erb B, fes, fmg), do lado de dentro da membrana (src, ras), no

citoplasma (sis, erb A, mos, mil/raf) e no nidcleo (myc, fos,

myb, ets, ski). Esta ubiquidade €é uma forte evidé&ncia de que

estas proteinas desempenham papel essencial na célula.

Apesar degsta diversidade, o eétudo da func¢do
das proteinas oncogénicas aponta para uma id€ia unificadora:
sdo componentes do sistema de transducdo e decodifica¢do da
informagao quimica contida nos fatores de crescimento e
hormdnios envolvidos na regulag¢do .da proliferacdo celular
(Stiles, 1983).

O primeiro produto oncoqénico para o qual se
encontrou uma possivel fuﬁcéo na célula € pp60src (Collet &
Erickson, 1978). Foi descoberto que esta proteina tem atividade
de tirosina-quinase, fosforilando a si mesma e uma série de
substratos celulares (Hunter & Cooper, 1985). S6 que até mesmo o
exame - minucioso e refinado dos substratos fosforilades ndo
iluminou o quadro onde se coloca a questdo crucial: o que leva
uma c€élula normal a neoplasia? Aos produtos de localizagdo
nuclear tem sido atribuido paﬁel de protefinas ligantes de DNA o
reguladoras da transcrigdo (Kingston et al, 1985)_ A anédlise
comparativa mostrou que p21ras é aﬁéloga a protefnas G regula-

doras da atividade de adenil ciclase (Hurley et al, 1984; Tamanol

et al, 1984). Uma importante diferenca entre a protefna normal
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e a mutada (tumoral) € na atividade de GTPase associada apenas
a primeira (Sweet et al, 1984; Gibbs et al, 1984) o que_permi—
tiu avancar um modelo de neoplasia baseado num curto-circuito
em analogia ao mecanismo de regulagdo da adenil ciclase (p21ras
ficaria permanentemente ativada pela ligacdo continua de GTP).

A descoberta de que pp60Brc tem atividade Ade
tirosina- quinase, associada aos dados de que alguns fatores de
crescimento (EGF, PDGF) ativam uma tirosina quinase presente nos
seus respectivos receptores, permitiram visualizar outro
mecanismo para o surgimento do estado neopldsico: uma permanente
ligagéo‘de receptofes que normalmente 56; 830 acionados por

fatores regulatérics do crescimento - (Beldin & Westermark, 1984;

Downward et al, 1984).

1.3. Controle da proliferagio celular por fatores

crescimento

A proliferacéb celular € diferencialmente contro-
lada "in vivo"”, uma vez que alquns tecidos tém alta taxa de reno-
vagdo (epitélio do revestimento das cristasg intestinais) enquanto
em outros o 1fIndice mitético €& baixissimo (hepatécitos, cdértex
adrenal) ou nulo (neurbnio). Em uns poucos casos foi possivel
identificar o estimulo que 1leva a proliferagdo dos tecidos
(hepatectomia parcial que leva os hepatdcitos a uma onda sincrd-
nica de sintese de DNA e divisdo celular) mas, na 8sua maior

parte, os sinais que operam "in vivo” eram, até muito recentemen-

de
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te, inteiramente desconhecidos. A cultura de células "in vitro”
ofereceu um modelo experimental para atacar o problema de contro-
le da proliferagdo celular. O sistema envolveu, desde o infcio, a
combinag¢do de uma superficie sélida, para ancoragem das células,
com um meio de cultura consistindo de uma parte quimicamente
definida (nutrientes, sais) e outra complexa e indefinida como
soro de animais. Foi postulado (Armelin, 1975) que soro € a fon-
te de sinalizagdo da proliferacdo, uma vez que a presenca de Soro
no-meio- € um requerimento absoluto para a divisao das células.
Ao contrdrio de <células normais que requerem alta concentracgdao
( 10%) de soro e, porténto, de fatores de crescimento no meio de
cultura, células transformadas crescem muito bem em concentra¢des
10-20 vezes menor de soro, sendo, portanto, mais independentes de
sinails extracelulares (Todaro et al, 1965; Armelin 1973; Holley &
Kiernam 1974; Pledger et al 1977). Dois aspectos tém sido focali-
zados em vdrios laboratdérios inclusive o nosso: a) como se
compﬁé; organiza e atua o (s) sistema (8) de controle de células
normais; b) come € este sistema de controle subvertido por
agentes causadores da transformacgdo méligha.

Tentativa de pﬁrificar estes sinalizadores de
proliferagdo a partir de sore foram inteiramente infrutiferas
(Lipton et al, 1971). Com.a introducﬁo‘de um ensaio adequado foi
possivel demonstrar que a hipéfise é uma fonte de fatores de
crescimento atuante em fibroblastos 3T3 (Armelin, 1973). A base
deste ensaio (carenciar a cultura para soro e, em seguida,
analisar a entrada em S desencadeada por frac¢des hipofisdrias)

permitiu o isolamento e purificag¢do ndo sé de FGF ("fibroblast
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growth factor”) como também de PDGF ("platelet-derived growth
factor”), IGF ("Insulin-like growth factor”), etc. EGF
("epidermal growth factor”) isolado na década de 60 (Cohen, 1962)
como um peptfdeo que acelerava a abertura de olho de camundongos
recém—nascidos, fol também identificado como um sinalizador
importante da proliferag¢do (Armelin, 1973).
Desde sua descoberta (Armelin, 1973) FGF fo1l
purificado de hipdéfise e de cérebro (onde pode ser gque seja
- armazenado) mas, pode ser encoﬁtrado em diversos tecidos
mesodermais, havendo indica¢fes de que pode ser sintetizado por
diversos tipos de células (Armelin, 1973; Armelin et al, 1957;
Gambarini -et al, 1979; Thomas, = 1980; Gospodarowicz et al, 1984,
1985: 1986; Baird et al 1985 a, b, c¢; Nishi et al 6 1985).
FGF compreende uma famflia de peptideos bdsicos e

—dcidos - (para revisdes "ver Thomas & Gimenez-Gallego, 1986;

i

Gaspodarowicz, et al, 1986). FGF bdsico foi purificado de hipséfi-
se e cérebro pelo grupo de Gospodarowicz (1975, 1978). FGF dcido
-fol descrito e purificado--de hipéfise (Gambarini & Armelin, 1979;
1982) e de cérebro (Thomas, 1980), Més 86 recentemente fol possi-
vel obter preparac¢des suficiehtemente homogé&neas para permitir o
- sequenciamento de _dois protétipos - de FGF: um bdsico ‘de 146
aminoacidos (Gimenez-Gallego et al, 1985) e um d&cido de 140
aminodcidos (Esch et al, 1985; Bohlen et al, 1985). Estudos de
receptores especificos de FGF foram desencadeados recentemente
(Neufeld & Gospodarowicz, 1985; 1986). Mais de 10 fatores de
crescimento isolados de diferentes tecidos, com atividade mitogé&-

‘nica para certos tipos celulares descritos como entidades
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quimicas diferentes dos fatores peptfidicos existentes, foram
recentemente identificados como membros da .familia de FGFs
(Thomas & Gimenez-Gallego, 1986; Gospodorowicz et al,1986).

0 estudo de FGF sofreu um grande avango com a
obten¢do de anticorpos contra estes peptideos e a montagem de
um radioimunoensaio (Bohlen et al, 1984).

Efeitos de FGF tem sido descritos tanto para
células em cultura como para sistemas "in vivo”. ‘A acdao de FGF
nio se restringe a fibroblastos atingindo uma gama variada de
tipos celulares todos de origem mesenquimal. Desde a descrig¢do de
FGF como fator mitog&nico para células 3T3 suigas (Armelin,
~1973), sua atividade ~promotora de: proliferagdo foi demonstrada
péra células cofticoadrenais. células de glioma de rato e
diversos outfos tipos celulares de origem mesodermal incluindo
-céiulas endofeliais; macrdfaoos, mioblastos, células de misculo
liso .de vasos, etc. (revisto por Gospodarowicz et al, 1986).
Uma ;tividade mitogé&nica que leva a contrabalangar a senescéncia
precoce .de células endoteliais de cdérnea fol descrita por
Gospodarowicz et al, 198l1). A exata relevancia deste potencial
mitogénico demonstrado em cultura, para processos biolégicos que
ocorrem nos organismos ndo estd bem definida. Indicag¢des de que
FGF pode ter papel importante em processos de reparo de leasles e
morfogé&nese em diversos tipos de tecidos e orgaos, s3do dadas pela
seguintes evidéncias:a) FGF promove a regeneracdo de extremidades
em anfibios (Gospodarowicz & Mescher, 1981); b) FGF € um dos
agentes anglog@nicos mais potentes até agora conhecidos (Thomas

et al, 1985) isto é, induz o crescimento de capilares sangul-
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. neos, promovendo, assim, a vascularizagdo de tecidosms; c¢) FGF
induz diferenciacdo das células cromaffinicas PCl2 mimetizando NGF
("nerve growth factor”) (Togari et al, 1985; Wagner & D'Amore,
1986) .

A acdo de FGF a nivel celular e molecular» &€ do
‘tipo pleiotfipica, como também ocorre com PDGF e EGF. Assim, ra-
pidamente, FGF causa alterag¢des morfoldgicas, rearranjos do
citoesqueleto, aumento da sintese proteica e de RNA, indugdo da
expressdao de genes especificos, etc;‘A multiplicidade e comple-
Xidade destes efeitos torna diffcil distinguir e estudar as
etapas primdrias da acdao destes fatores. Acredita-se &ue a
indug¢do dos protooncogenes .c-myc e .c-fos por FGF e PDGF,

recentemente descoberta (Kelly et al, 1983; Kruijer et al,

1984; Muller et al, 1984) tenha papel primordial na ag3o destes

- . fatores; esta hipétese ¢ objeto de estudo nesta tese.

Enfim, a ubiquidade e o alto grau de conservagao
do gene para FGF (dificultando durante tantos anos o desenvolvi-
-mento .-de um antisoro. coﬁtrar este peptfdeo) sugerem um papel
primordial no desenvolvimento, <crescimento e diferenciaclo do
individuo. A recente clonagem e sequenciamento dd gene para FGF
(Abraham et al, 1986 a e b; Jaye .et al, 1986) prometem ¢grandes
avangos no campo para o futuro préximo.

PDGF ¢é um fator peptfdico catidnico (pIl 10,5)
de 30 kd composto por 2 cadeias polipeptidicas (A e B), ligadas
por inumeras pontes S-S (Heldin et al, 1979) as quais sdo
essenciais para sua atividade (Johnsson et al 1982, 1984) e

armazenado em plaquetas. Foi purificado até homogeneidade
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eletroforética por 2 laboratérios, um americano e outro sueco
(Antonlades et al, 1979; Heldin et al, 1979) a partir de
plaquetas humanas. Recentemente o gene que codifica para PDGF foi
sequenciado (Devare et al, 1983). Diversos tipos de células
sintetizam PDGF mas o armazenamento é feito em plaquetas. PDGF
ndo ¢ encontrado na circulag¢do; na verdade , quando injetado em
macacos, desaparece da circulacdo em poucos minutos (Bowen—-Pope
et al, 1984). PDGF 86 € 1liberado das plagquetas quando o sangue
coagula (por ac¢do de trombina ou outros agentes). Admite-se entdo
que a acdo de PDGF (e de FGF também) seja mais do tipo pardcrina
ou autdcrina e ndo enddécrina como é o caso para'OS hormdnios
c¢ldssicos.

N3o estd claro ainda qual a forma nativa de PDGF:
tanto heterodimero como homodfmero de cadeia A ou de cadeia B,
tem s3ido descritos para as diferentes preparag¢des (Johnsson et
al, 1984; Stroobant & Waterfield, 1984; Heldin et al, 1986).
Existe a possibilidade de que a microheterogeneidade das
preparacgodes e mesmo a composigao de subunidades sejam
influenciadas pelos métodos de extracdo e purificagdo. Ao contrd-
rio de FGF que é extremamente 14bil, PDGF é resistente a uma
série de agentes fisicos (calor) e quimicos ( dcido, uréia, SDS) .
Se isto facilita sua purificagdo, a natureza basica de PDGF e sua
tendé&ncia a aderir a todo tipo de superficie, muito dificultam
tanto a purificacdo como o estudo deste fator.

Diversos tipos de células normais e transformadas
(tumorais) secretam PDGF ou moléculas semelhantes a PDGF estrutu-

ral e funcionalmente (revisto em Ross et al, 1986). Entre as
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células normais encontram-se plaquetas (megacariocitos), macréfa-
gos, células endoteliais, musculo liso e placenta. Fator tipo
PDGF que € inclusive neutralizado com anticorpo contra PDGF é
secretado por células transformadas pelo virus de DNA SV40
(Dicker et al, 1981; Bowen—-Pope et al, 1984; Stroobant et al,
1985) e por retrovirus de sarcoma de simios, SSV (Leal et al,
1985) este iultimo caso € facil dg compreender uma vVvezZ que a
proteina transformante de SSV, p28818 , é homéloga a PDGF
(Doolittle et al, 1983; Waterfield et al, 1983). Secrecdo de um
fator tipo PDGF jd fol descrito para osteosarcomas (Heldin et
al, 1980; Betsholtz et al, 1984) e gliomas humano (Betsholtz et
al, 1983; Nister et al, 1984). O possivel papel da secregdo deste
fator para o fendtipo tumoral com a formagc3o de um circuito
autocrino oferece uma explica¢do para a origem destas neoplasias.
Um complicador deste modelo € a produgdo de : moléculas
semelhantes a PDGF por tumores de células que nao sao
responsivas a este fator como\neuroblastoma. carcinoma de bexiga
e hepatomas (van Zoelen, 1985; Bowen-Pope et al, 1984; Niman et
al, 1984). A dispohibilidade de preparag¢des bastante puras Jd
permitiu estudos do receptor de PDGF. Somente células mesodermais
(que respondem a PDGF) ligam PDGF. iodinado com Kd. entre 10-? | e
10_ll M (Heldin et al, 1981; Huang et al, 1981). O receptor de
PDGF €& uma protefna de membrana de cerca de 180 Kd (Glenn et
al, 1982; Heldin et al 1983 ) cujos resfduos de tirosina sdo

fosforilados (autofosforilacdo?) por ligagdo de PDGF (EK et al,

1982; Nishimura et al, 1982; Cooper et al, 1982).
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Além de seu efeito mitogénico direto, PDGF age
também indiretamente estimulando a eritropoiese (Dainiak et al,
1983) e a resposta de certas células T apresentadoras de antige-
nos (Acres et al, 1985). Ativa também a secregdo de outros fatores
de crescimento (Clemmons et al, 1981). E um vasoconstritor
ainda mais potente que angiotensina II (Berk et al, 1986) e
funciona como quimioatraente para células em cultura (Grotendorsf
et al, 1982; Seppd et al, 1982).

Como FGF, PDGF também tem efeito pleiotipico.
Entre os efeitos mais imediatos de PDGF encontram-se a fosforila-
cdo de resfduos de tirosina do seu receptor (Eé et al, 1982;
Cooper et al, 1982; Nishimura - et -al, - —1982);valtera95es
morfoldgicas devido a pertubag¢fes do citoesqueleto (Bockus &
Stiles, 1983); estimulagcdo do metabolismo de fosfatiailinositol
(Habenicht et al, 1981, Berridge & Irvine, 1984); alteracgées do
transporte i8nico (Laat el al 1985) e aumento da incorporacgdo de
pfeéﬁrsores da sintese proteica e de RNA (Cockran et al, 1981;
Stiles, 1983). A transcrigdo de alguns genes € especificamente
induzida por PDGF (e fatores tipo PDGF como FGF) entre eles

destacam-se o0s protooncogenes_c—myc (Kelly et al, 1983) e c-fos

(Muller et al, 1984; Kruijer et -al, 1984; Cockran et al, 1984;
Greenberg_& Ziff, 1984).

Efeitos mais tardios da a¢do de PDGF - foram
recentemente - descritos (Zullo et al, 1985). Estes autores
mostraram a indugdo de interferon e da enzima 2,5 oligonucleoti-
dio sintetase apdés cérca de 8 horas do tratamento. com PDGF . Este

achado permitiu a formulacdo de um modelo para agdo deste fator
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onde o0s genes precocemente induzidos (fos, myc e outros) seriam

desligados pelos genes tardios gg-interferon) num "loop” auto-

regulatério.

1i.4. FusSo conceitual:s oncogenes e fatores de

crescimento

A agdo de fatores como FGF e PDGF levam células
Balb-3T3 que estdo em repouso. (GO), a se comprometer com um
programa de transcricdo que <culmina com a divisdo celular. Uma
sequéncia ordenada de eventos (Pledger et al, 1977; Stiles et al,
1979) ocorre dependendo da presenca de dois tipos de
controladores representados por PDGF (presente no soro mas ndo no
plasma) e somatomedinas, atualmente chamados IGFs ("insulin-like
growth factors”) presentes tanto no soro como no plasma. O
primeiro "sgensibiliza” as células tornando-as "competentes” para
a divis3o que 86 ocorrerd se os segundos (chamados fatores de
progressdo) forem fornecidos. A meia vida do estado de
competé&ncia foi determinada como sendo de. 18-20h (Singh et al,
1983; Stiles, 1983) sugerindo a participa¢do de mensageiros
estdveis, hipétese confirmada elegantemente por Smith & Stiles

(1981) por fusdo celular e corroborada por microinjecao de'mRNA

purificado (Armelin et al,. 1985) mostrando que a "memdria de
competéncié” é¢ dada por alguns mensageiros relativamente
estdveis.

A hipdtese de "compet&ncia - progressdo” (Pledger

et al 1977; Stiles et al, 1979), permite visualizar FGF e PDGF
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como fatores que retiram as cdélulas de GO colocando—-as na trilha
do ciclo celular (infcio de Gl) enquanto EGF‘ e IGFs atuariam,
reapectivamente na primeira e segunda metades de Gl levando as
células até um ponto, sem retorno, de comprometimento total com a
sintese de DNA (S) e divisd3o celular (M) (Pardee, 1974; Yen &
Pardee, 1978). Este modelo de controle da proliferacdo celular
por fatores de compet&ncia e de progressdo ndo se aplica apenas a
células 3T3 |, € encontrado também para fibroblastos humanos
(Bright & Gaffney, 1982) e para outros siétemas como linfdcitos
(Milner, 1977; Larsson & Coutinho, 1979) indicando que os
mecanismos de controle da proliferacdo podem ‘ser comuns a
diversos tipos celulares. Propriedades em comum, ao nivel

molecular, foram de fato encontradas mais recentemente (ver:

inducdo de protooncogenes myc e fos por fatores de competé&ncia

para fibroblastos e para 1linfdcitos, discutido .mais adiante).

0 mecanismo de ac¢do de fatores de competé&ncia
(FG?, PDGF) a nivel molecular, comegou a ser desvendado em. 1983.
0 grupo de Stiles clonou sequ&ncias (c-DNAs) que sdo especifica-
mente induzidas por PDGF designando-as KC, JE, JB, etc (Cochran
et al, 1983). Pledger et al (1981) havia descrito um grupo de
proteinas especificamente induzidas por PDGF. Era razodvel supor
que estes produtos, detectados em gel bidimensional apds marcag¢do
metabdlica com metionina S3§, por Pledger et al, (1981) eram
codificados pelos genes inauzrveis por PDGF mas néovse dispunha
de dados concretos para afirmar isto. Tornou—-se claro porém que

PDAF, um regulador extracelular, induzia a expressdo de uns

poucos genes cujos produtos poderiam ser os equivalentes
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intracelulares de PDGF (20s. mensageiros). Outras informag¢des
pertinentes, disponiveis na literatura, mostravam que: a) células
transformadas perdem o requerimento para PDGF (Balk, 1971; Scher
et al, 1978); b) diversos tumores produzem um fator de
crescimento homélogo a PDGF estrutural e funcionalmente sugerin-
do como causa do crescimento anfmalo um tipo de controle autdcri-
no,hipétese formulada inicialmente por Todaro e De Larco (1978).
Este conjunto de dados levaram Stiles (1983) a antecipar o papel
de produtos dos oncogenes virais e celulares na cascata de
eventos que comega com a interagdo fator-receptor e termina com a
divisdo celular. |

A vprimeira confirmacdo desta hipdtese lancada por.
Stiles (1983) veio com a revelagdo de que a sequéncia de aminod-
cidos de PDGF (Devare et al, 1983) ¢ homdéloga a sequéncia

v—-81s8 <
encontrada para p28 . o produto. do oncogene v-s8is de virus

)
de sarcoma de simios, SSV (Doolittle et al, 1983; Waterfield et
al, 1983). E outros dados Se geguiram: o receptor de EGF foi
identificado com o oncogene erb-B (do virus AEV causador de
eritroblastose avidfia) (Downward et al, 1984); alto grau de
homologia foi descrito para c-fms (o oncogene do virus de sarco-
~ma felino de Mc Donough) e o receptor de CSF. ("colony stimulating
factor"h um fator de crescimento do sistema hemopoiético (Sherr
et al, 1985). 0 esforco conjunto de dois laboratdérios sendo um dé
fatores de.crescimento‘(de C. Stiles) e putro de oncogenes (de

P. Leder) levou a descoberta de que entre os genes induziveis

por PDGF encontra-se o protooncogene c—-myc (Kelly et al, 1983) .
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Nesta dpoca 34 estavamos transfectando células

Balb-3T3 com oncogenes clonados (EJ-ras, v-src e o préprio c-myc)

com a finalidade de ver 8e a expressdo destes genes tornava
estas células independentes de PDGF, o que indicaria envolvimento
dos seus produtos na ag¢do deste fator de crescimento. Utilizando

entdo uma construcdo de c—myc onde o gene estd sob a agdo de um

promotor viral (MMTV) induzfvel por glucocorticoides pudemos
mostrar que a alta expressdo de c-myc realmente torna células
Balb-3T3 parcialmente independentes de PDGF (Armelin et al, 1984)

lancando o produto de c—-myc como forte candidato a mediador

intracelular de PDGF. O fato da independé&ncia serwapenas parcial
e de j& ter sido mostrado que havia um grupo (familia) de genes
induziveis por PDGF (Cochran et al, 1983) tornava 1imperioso
invocar outros mediadores intracelulares. Em 1984 | outro
protooncogene emergiu como candidato: c—-fos identificado entre os
genes induzidos por PDGF (Greenberg & Ziff, 1984; Kruijer et al,
1984; Miiller et al, 1984; Cochran et al, 1984). Confirmando a
previsdo de Stiles (1983) alguns protooncogenes codificam para
fatores de crescimento (caso de s8is/PDGF); outros codifiéém para
receptores de fatores de crescimento (EGF/erb B) e outros ainda
codificam para mediadores Jintracelulares da ac¢do de fatores de
crescimento (myc, fos).

E possivel: que o controle da proliferagdo de
células 3T3 por PDGF dependa da acdo conjunta (cooperativa) dos
produtos destes 2 protooncogenes (e/ou outros genes )3 clonados
mas ainda ndo 1identificados). Cooperacdo entre produtos de

oncogenes para o estabelecimento do fendtipo transformado, tem



24

sido encontrada para varios sistemas (Land et al, 1983; 1986;
Cleveland et al, 1986; Vogt et al, 1986). O controle da prolife-
racdao e a subversdo deste controle parecem depender do fino
balango entre produtos (onco)génicos regulatérios. Entender as
possivels interac¢des entre produtos de oncogenes e seus reflexos
no aparecimento da transformacdo maligna 83o os desafios que
tenho procurado enfrentar. No trabalho relatado nesta tese
focalizo as interag¢des entre os produtos do oncogene v-fos e do
protooncogene c-myc, tendo em “menfe esclarecer o papel destas

protefnas na acdo dos fatores de crescimento do tipo competéncia.
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2_ MATERIAL E M&TODOS
2_1. Plasmidios e Bactérias

A lista de plasmfdios wutilizados encontra—-se na
Tabela 1I. Todos, exceto BglII-p—-FBJ-2 foram gentilmente

cedidos por:
T. Roberts & D. Kaplan (Dana Farber Cancer Institute) - HSV-neo
P. Leder & H. Potter (Harvard Medical School) - pSY-neo

7

P. Leder & T. Stewart (Harvard Medical School) - MMTV-H3-myc e

MMTV-Xba-myc

I. Verma & T. Curran (Salk Institute, California) - pFBJ-2
R. Weinberg (MIT, Boston) - pEJ 6.6

P. Leder & K. Kelly (Harvard Medical School) - sondas de M13

0 plasmrfdio BquI—p—FBJ—Z foi construido em nos-
so laboratério partindo de pFBJ-2 (Curran et al, 1982). Apds

digestdo total com BglII, o fragmento de 7.7 kb foi eletrolui-

do, precipitado com etanol, ressuspenso em tampdo de ligase
(50 mM Tris-Cl pH 7,6; 10 mM MgCl ;10 mM DDT; 1 mM

2 ,
“ATP) . Apés adicdo de ligase de T4 (1 unidadeéﬂg DNA) e 1incubagdo

por 2 h a 37 C, o DNA foil recuperado e utilizado para transfor-
mar bacterias HB1O01l.

Todos os plasmidios sdo mantidos em HB101l.



Tabela I:

PLASMIDIOS

MARCADOR GENETICO

microglobulin

HSV—neo pBR322
P SV —neo pPBR327
7
ONCOGENES
RECOMBINANTES
MMTV-H3-mycC PBR322
MMTUV-Xba-myc pPBR322
/FFBJ—Z pBR322
Bgl - -=FBJ PBR
II 322
pEJ-6.6. ras pPBR
322
FRAGMENTOS PARA
SONDAS
st
-M13-1 exon M13
Ml3-p* 2~ M13

INSERTO

transposon
™nS
bacteriano

transposon
™n5
bacteriano

c—myc camund.

c—-myc camund.
(22e 3% exons)

I
v-fos do vi-
rus FBJ de
osteosarcoma

deleicdo de
v—-fos do
pFBJ-2

c-ras ativa-
do de tumor
de bexiga

fragmento do
12 exon c-myc
camund .

fragmento deP
2 microglo-
bulina

26

PROMOTOR

LTR de T.Roberts &
Harvey D. Kaplan
sarcoma (nao publ.)

de SV40 Southern &
Berg, 1982
LTR de Stewart et
Mouse al, 1984
Mammary
Tumor
LTR Stewart et
Mouse al, 1984
Mammary
Tumor
Virus
L?R do Curran et
virus al, 1982
FBJ
LTR de M.C.S. Ar-
virus melin (ndo
FBJ publicado
do pré- Shih &
pPrio Weinberg,
gene ras 1982
- Kelly et
al, 1983
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Para transformar HB1l0l com DNA de plasmidios,
utilizé—se o método de CaCl de Mandel & Higa, 1970. Culturas
em fase exponencial (OD : = 0,3) crescendo em meio LB (109

600nm
triptona; 59 extrato 1levedura; 10 g NaCl por 1litro sdo
resfriados a OOC. centrifugadas e o "pellet” de Dbactérias
ressuspenso em 20 mM acetato de sdédio pH 6,5; 0,1M CaCl .
Ap6s incubag¢do por 20 min. no gelo, as bactérias sdo colegadas e
e ressuspensas no mesmo tampdo frio. Apdés uma hora estas
bactérias agora "competentes” s83o misturadas com 100-500 ng DNaA
transformante e incubadas por 20 min no gelo. Em 8Seguida
submete-se as bactérias a um choque térmico (2.lmin, 420C):
adiciona-se meio LB fresco e incuba—se a,37oc,por_l h (sem. agi-
fagéo) antes de plaquear amostras de diluigdo seriada em placas
de agar-LB-A (meio LB contendo 50 g/ml ampicilina).

Col8nias de transformantes (que cresceram em
placas LB-A) sdo usadas para preparacdo de DNA de plasmfdios e
para manter estoques glicerinados (Cﬁltura exponencial em 402
glicerol, mantida a —700C).

Para preparagdo de DNA de plasmidio em grande
escala, utiliza-se o método de lise alcalina de Birnboim & Doly
(1979) modificado. Prepara—-se uma pré-cultura em meio LB-3;
dilui-se a pré-cultura 1/100 em 400 ml meio LB-A e mantem—se sob
agitacdo até oD ~ 0,6. Adiciona-se entdo cloranfenicol

600nm
(170/A0/m1) para amplificar o DNA plasmidial e 1incuba-se até o
dia seguinte. Apdés coleta das bactérias o "pellet” € ressuspenso

em tampdo GET (50 mM glicose; 50 mM Tris—-Cl pH 8,5; 10 mM

EDTA). Lisozima (25 mg/ml) é adicionada (10 min. a temperatura
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ambiente e as bactérias lisadas por adi¢do de 0,2 N NaOH; 1%
SDS (30 min no gelo). DNA de alto peso molecular e proteinas sdo
removidos por adig¢do de 1 volume de 3M acetato de potassio pH
4,8. O precipitado € removido e o sobrenadante (contendo o DNA
plasmidial) € precipitado com 0,6 volume de 1isopropanol. .0
precipitado é coletado, ressuspenso em tamp3o TE (10 mM Tris-
Cl pH 7,5; 1 mM EDTA). Este material pode ser tratado ou nao
com RNase (lOng/ml) e proteinase K (32ﬁg/m1) antes de ser
purificado em CsCl.

A purificagdo do DNA plasmidial é¢ feita por
centrifugacd3o em gradiente de CsCl sequndo Maniatis et al,f l1982.

Todas as- preparagdes de - plasmfdios - -sdo
certificadas através de diagndstico com enzimas de restricdo e
eletroforese dos produtos em gel de agarose. Aliguotas de DNA s3o

o
mantidas a -20 C. -

2.2. Linhagens de c&lulas

A linhagem Balb-3T3 foi obtida do laboratdério de
C,Stiles (DPana Farber Cancer Institute, Boston) numa passagem
muito préxima & populag¢do isolada por Aaronson-& Todaro (1968).
Estoques desta 1linhagem s8do mantidos congelados; a cada 6-8
semanas ou a cada experimento de transfec¢do uma amostra €
descongelada. Registros de cada  cultura s3o mantidos cuidadosa-

mente.
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LINHAGENS CELULARES
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Balb-3T3

myc 7E

myc 9E

B22 e

B44

B47

EJ-A

Aaronson & Todaro

~Armelin et al 1984

Armelin et al 1984

L  esta tese

Células de embrido de
camundongo, Parental

dos transfectantes,

Transfectante de

MMTV-Xba-myc .

Transfectante de

MMTVU~-H3-mycC .

Transfectante de

pFBJ-2 (v-fos).

Transfectante duplos
de MMTV-H3-myc e

pFBJ-2 (v-fos) .

Transfectante de

pEJ-6.6 (ras)-
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O meio de cultura consiéte de DME (meio de
Dulbecco) suplementado com 10% FCS (soro fetal bovino).

As culturas sdo mantidas em garrafas ou placas,
sob atmosfera de 5% CO -~ 95% ar.

Estoqueszde cada 1linhagem (ver Tabela 1I) s3o
congservados em 102 DMSO no meio de cultura acima e mantidos em
N2 liquido.

2.3. Transfecglio de células Balb—-3T3

0 método que Graham & wvan der Eb (1973) desenvol-
veram para estudar a infectividade de adenovirus baseia-se na
formagdo de um co-precipitado de DNA e fosfato de cdlcio.

Somente DNA plasmidial purificado em Cs Cl e
certificado por diagndstico de restrigdo, ¢ utilizado.

Culturas recém~descongeladas de Balb-3T3 sdo
plagqueadas (4-—5x105 células/placa de 6 cmsé)lS—ZOh antes da
transfec¢do, em 10% FCS-DME.

A miétura de DNA para cada placa € preparada de
modo a ter: 1§ﬂg DNA carregador (DNA de salmdo sonicado e
desnaturado por calor); %pg DNA marcador (contendo .0 gene neo
que permite selecionar os transfectantes com base na resisténcia
a geneticina G418); 20/ug DNA recombinante contendo oncogene.
Note-se que a razdo DNA marcador/oncogene ¢ mantida 1/20 ou
1/40. Algumas placas recebem apenas DNA carregador (controle da

selegdo com G418) e outras recebem DNA carregador e marcador

genético.
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A mistura de DNA (num volume mdximo de SOPJ) é
suspensa em 0,5 ml tamp3o HEBS (8qg/1 NacCl; 0,38 g/1 KCl; 0,1lqg/1
Na HPO anidro; 1lg/l glicose; 59/1 tampdo HEPES. Apds acertar o}
szpar: 7,1 o tampdo € esterilizado por filtragdo). O precipi-
tado € formado por adig¢do de CaCl para concentragdo final
0,125M. Apdés 20 min a temperatéra ambiente, esta mistura €
gotejada nas placas as quais ficam 3 temperatura ambiente e
atmosfera normal por 0,5 h. Depois deste perfodo as placas sdo
incubadas a 37OC e 53¢ CO por 4 h para facilitar a formagdo do
preéipitado. :

0O meio ¢€é entdo removido e as plécas submetidas
a choque de glicerol 1523 em HEBS por exatamente 4 minutos. O
glicerol € removido‘ e as culturas in;ubadas em 10% FCS-DME
contendo 5 mM butirato de sdédio (Gorman, 1985) o qual aumenta
a eficiéncia da transfecgdo. Apds 24 h o butirato & removido e
as culturas incubadas por mais 2 dias em melo fresco 10% FCS-DME.

Ao cabo deste perfodo cada placa € tripsinizada e
seu conteudo subdividido na base de 1:5 em placas contendo o meio
seletivo (102 FCS-DME com SOQPQ/ml geneticina G418 da Gibco ou da
Sigma) .

As placas sd3o mantidas em meio sgeletivo por  2-3
semanas (com renovac¢do do meio a cada 3 dias) até o desenvolvi-
mento de colonias G418 - resistentes.

Para isolamento de linhagens trasfectantes
colonias G418r bem isoladas sd3o recolhidas com auxilio de aneis

de clonagem, por tripsinizacdo. Estas células s3o0 mantidas em

meio seletivo até o congelamento de amostras.
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2.4. Medidas do Crescimento de Celulas

Culturas subconfluentes s3do tripsinizadas para
obtengdo de uma suspensdo homogénea de células em 5% FCS-DME. A
suaspengdo & distribuida em placas de 35mm (Descarplast, Rio de
Janeiro) ou bandejas de 24 pogos (Costar, Estados Unidos) numa
densidade de 5x103 células/cmz. No dia seguinte o meio & removi-
do e, apés lavagem com PBS, substituido por meio fresco de
diferentes composigdes. A determinados intervalos de tempo,
algumas culturas =sdo tripsinizadas e fixadas com formol para
poaterior contagem do numero de células. O conteﬁd6 de cada placa
ou pogo é c&letado em 0,3 ml tripsina; 0,6 ml PBSA e 0,1 ml
formaldeido 37% para tubos Eppendorfv que s3dao armazenados e

contados todos no mesmo dia em contador eletrdnico do tipo

Coulter (Celm, Sdo Paulo).

2.5. HormGnios e Fatbres de Crescimento

Insulina e hidrocortisona sdo da Sigma Chem. Co.
Estoques concentrados (em dgua e etanol, respectivamente) sdo
mantidos. congelados.

EGF ("epidermal growth factor”™) é obtido da
Collaborative Research (Boston, Estados Unidos).

FGF ("fibroblast growth factor”) .é preparado
e gentilmente cedido por Angelo Gambarini e Paulo Lee Ho, do
nosso laboratdrio. O material utilizado nesta tese corresponde

a um "pool” de fracdes da coluna de carboximetil-Sephadex
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(Gambarini & Armelin, 1982).

A fonte de PDGF ("platelet-derived growth factor™)
utilizada foi o chamado extrato de plaqueta, o qual também contém
TGFs e outros materiais. Para preparar EXTRATO DE PLAQUETAS, pro-
cede-se da seguinte manelira: Bolsas contendo "papa de plaquetas”
(concentrado de plaquetas em plasma) vencidas sdo gentilmente
cedidas»pelo Banco de Sangue do Sdo Paulo.

O material de 30-50 bolsas € misturado e centri-
fugado (rotbr GSA da Sorvall, 7 Krpm, 20 min) para coletar as
rlaquetas. Apés lavagem em 0,15 M NaCl, as plaquetas sdo
suspensas em 25 ml 0,15 M NaCl e congeladas (~20°Ci até o dia
seguinte para lisar. Este lisado €é entdo diluido 1:3 em 1,5 M
NaCl, aquecido a 80 Copor 15 minutos e centrifugado (rotor
Ss34 da éorvall, 15 Krpﬁ, 20 min) para eliminar detritos. O so-
brenadante € dializado extensivamente contra NaCl 0,15M,
esterilizado por filtragdo em membrana Millipore (0,45/p) e
armazenado no congelador em alfquotas. Para determinar a
atividade mitogénica deste extrato de plaquetas, difefentes
.volumes do extrato\(ou de uma diluigdo 1/10) sdo adicionados a
cultura confluentes de Balb-3T3 em repouso e 52 plasma-DME
(bandejas de 9690905),Timidina—?ﬂ éwincorpérada entre 12 e .24
h apés a adigcdo do extrato e as células processadas para
autoradiografia.

Uma unidade de atividade = quantidade (/}d) de
extrato necessaria para obter 50% de marcacdo (50% das células

com nmicleos radiativamente marcados).

TGEﬁ foi preparado e gentilmente cedido por
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Anita Roberts (NIH, Bethesda).
2.46. Preparagao de Plasm=a

Plasma humano, obtido do Banco de Sangue de Sao
Paulo, é processado em bateladas de 1l1. Apds centrifugag¢do para
remogcdo de qualquer plaqueta residual, (rotor GSA; 8 Krpm, 1lh) o
sobrenadante € aquecido a 58°C por 1 h, dializado extensivamen-
te contra 0,15 M NaCl, centrifugado (idem acima), prefiltrado
em bolachas filtrantes e depois filtrado, para esterilizar, em

o
membrana Millipore 0,27&. Alfquotas s83o mantidas a -20 C.

2.7. Ensaio de Atividade Mitogéeénica {(Armelin, i973)

Culturas (esparsas ou confluentes) s3o submetidas
ar caréncia de soro (0,2% FCS-DME) ou a presenca de 52 plasma
por 24 h. Nestas condi¢des células Balb-3T3 entram em repouso
(estado GO).

Hormdénios e/ou fatores de crescimento sdo adicio-
nados as células GO e sua atividade mitog&nica évaliada apés
incorporac¢do de timidina—BH (0,§/ACi/m1; 10-7M) por autoradiogra-
fia ou por medida da incorporagdo de 3H—TdR em DNA. Para auto-
radiografia, as culturas sdo fixadas com TCA 102, lavadas com
etanol, secas e cobertas com emulsdo fotogrdfica (Kodak NBT-2)
ou "stripping-film” (Kodak Ar-10). Para medida da radiatividade,

as culturas sdo processadas como para autoradiografia sendo, em

seguida, o material fixado dissolvido em 0,5N NaOH. A solucgdo
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alcalina € embebida em papel de filtro grosso, e o filtro é
lavado em TCA Sgetanol e acetona, seco e contado)‘em liquido de
cintilagéo)no Cintilador Liquido para determinar cpm incorporado
em DNA/placa.

2.8. Crescimento de c€lulas em Suspensio de agarose

(M.C-5. Armelin, nio public.)

Bandejas de 24 pogos (Costar, Estados Unidos) 8d&o
forradas com uma camada de 0,6% agarose em 10% plasma-DME (0,5
ﬁl/ pPoGo) .

Uma suspensdo homogé&nea de. células € obtida por
tripsiniza¢do, diluida seriadamente em 10% plasma-DME liquido e
aplicada (em 1oqﬂl) sobre a camada de agarose 0,63 com pipeta-
dor Gilson.

A solu¢do de 0,3% agarose em 10 ‘plasma-DME €
ent§d adicionada (Iml/pogo) . Apés solidificagdo, meio 1fquido
"10% plasma-DME € adicionado (0,5 ml/poc¢o).

HormOnios e fatores de crescimento s3oc adiciona-
dos ao meio lfquido,o qual € renovado a cada 2-3 dias,.

Ao cabo de 15-20 dias as colbnias que se desenvol-

veram sdo contadas com auxilio de uma lupa.

2.9. Extragio e Purificag3io de DNA e RNA de cé€lulas
de mamiferos, segundo Chirgwin et al, 1979

{modificado) .

Células da 1linhagem parental {(Balb-3T3) ou dos
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transfectantes s3o mantidas em placas de 15 cm didmetro em 102
. FCS-DME até atingir a conflué€ncia ou a densidade de saturacdo
correspondente.

0 meilo é¢ entdo removido, as culturas lavadas
com PBS e incubadas em 5% plasma-DME por 20-24 h. Apdés este
perfodo as placas sdo lavadas com PBS estéril e as células
lisadas por adic¢do de 2-3 ml de 4dM isotiocianato de guanidina;'
25 mM citrato de sdédio pH 7,0; 0,1 M g-mercaptoetanol. 0O
contettdo de cada placa é¢ ragpado com l3mina de borracha
("policial”) e transferido para a préxima placa.

0 lisado celular (m&ximo de 3ml) é.entéo colocado
em tubo de nitrocelulose contendo 2ml de 5,7 M CsCl em 25 mM
acetato de sddioc pH 5,0. Apdés centrifugacdo (SW50.1; 17h;
38Krpm) a banda de DNA (no topo) é coletada com pipeta Pasteur
grossa e o RNA (sedimentado no fundo) € ressuspenso em H O
estéril. ‘

O DNA ¢ dializado, tratado com RNase (ZO/ug/ml) e
proteinase K (3%ﬂg/m1)lextrafdo com fenol/clorofdrmio, precipi-
tado com etanol e redigsolvido em 0,1 x SSC.

Amostras de RNA e DNA 830 diluidas em TE para
medidas de 2260 € raz30 A260/A280 para apreciagdo da pureza do

material.
2.10. Sondas radiativas de DNA

Trés tipos de sondas foram preparadas por: a)"Nick

translation”: b) "0ljgolabelling™; ¢) Sonda de M13 (esta udllima
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32
€ descrita em 2.11.) utilizando o P dATP preparado no labo-

ratério de J.C. Maia; M.H. Juliani e S.L. Gomes do nosso Depar-
tamento.

A reagd3o de "nick translation” foil feita como
descrito em Maniatis et al, 1982. O método descrito por Feinberg
& Vogelstein (1983 e 1984) foi usado para preparar sondas por
"oligolabeling”. A atividade especifica usualmente € lOdem/
8g para "nick” e 109dpm/ g para sonda de OLB.

Normalmente usa—se apenas insertos (de preferéncia

correspondentes apenas a re@ido codificadora do gene).

2.44i. Analise da integrasio e expressio de oncogenes

nos transfectantes

DNA purificado como descrite no item 2.9. é
digerido com enzima de restri¢do (em geral Eco Rl), fracionado em
gel de agarose, transferido para filtro de nitrocelulose e hibri-
zado segundo Southern (1975) para verificar a integracdo do onco-
gene de interésse.

Para andlise da expressado tem-se utilizado
hibridizacdo do tipo Northern (géis e "dot-blotg”) e ensaio de
protecdo da nuclease Sl.

0 fracionamento de RNA, feito em gel de agarose 1%
contendo 2,2 M formaldefdo e eletroforese em tampdaoc MOPS ¢€
seguido de hibridizacdo do tipo Northern segundo Thomas, 1980,
descrito em Maniatis et al, 1982. "Dot blots” sdo feitos (segundo

White & BRancroft, 1982): amostras de RBRNA total, em 15 x SSC,
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)
sd0 previamente tratadas com formaldeido por 15 min. a 65 C,

diluidas seriadamente 1:2 e aplicadas (em 100 /d) no aparelho
("minifold”) da BRL contendo o filtro de nitrocelulose. 0s fil-
tros =do assados a BOOC por 2 h e depois hibridizados, com
sondas de DNA marcado radiativamente com 32P, em: 5 X SSPE; 502
formamida; 5 x solucdo de Denhardt; 0,12 SDS; 5¢ sulfato de
dextrana e lOOJﬁg/ml DNA de timo.

Hibridizag¢do de RNA, fracionado em gel ou aplicado
em "dots”, tem funcionado bem para detectar a expressdo de fos;
jd para myc o ensaio de protecdo da nuclease S1 tem dado melhores
resultados.

Para o ensaio de S1 (Ley et al, 1982) uma sonda
de DNA simples fita, correspondente a um fragmento do gene clona-
do ém M13, € preparada da seguinte maneira: 10-30 ng DNA de M13
recombinante sdo misturadas com 1 ng de "primer” de M13 (15 bp)
em 10 1 de tampdo contendo 10 mM Tris-Cl pH 7,5; 10 mM
MgCl; 50 mM NaCl. Apdés incubagdo a GSOC por 15 min. e
resfiiamento lento até temperatura ambiente, a extensdo do
"primer” € iniciada por adi¢do 30 mM de 4dCTP, dGTP e
dTNP frios, 150/uCi c{—ggATP e 10 unidades de DNA polimerase
de Klenow (fragmento grande). Apés polimerizag¢do (1 h, temperatu-
ra ambiente) e caca com 20 mM JdATP frio (15 min, temper. amb)

o DNA € digerido com uma enzima de restricdo que cliva logo apés

o inserto (Hind III) por pelo menos 1 h a 370C. 0 material é

entdo tratado com 85% formamida, misturado com tampdo TBE e
o

corantes, aquecido por 2 min. 100 C e aplicado a gel desnaturante

(5% acrilamida; 8 M uré€ia). Apés a corrida o gel €& envoltoc em
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pldstico e exposto a filme de raio-X por alguns minutos para
localizar o fragmento radiativo gque serd usado como sonda. Este
fragmento €& recortado do gel, eletroluido em TBE (por 2 h, 90 V)
precipitado em etanol usando t RNA como carregador, coletado e
ressuspenso em H O. A radiatividade (Cerenkoff counts) €
determinada por cgntagem de aliquotas aplicadas a papel Whatmann
3MM em espectrdmetro de cintilagdo. Aliduotas da sonda (cerca de
50.000 cpm) sdo entdo hibridizadas, em solucd3o, com lO/UQ RNA
total na seguinte solucdo: 20 mM Tris-Cl1 pH 7,5; 1 mM EDTA;

500 mM NaCl; 0,12 SDS e 75% formamida. Apdés desnaturacdo (15

min, 750C) a mistura € incubada por pelo menos 2 h na temperatu-
ra adequada~(58qc~para o fragmento do primeiro exon de myc e
52°C para 2 “microglobulina).

Logo apdés a hibridizacdo, a nuclease S1 € adicio-
nada (1000 unidades/amostra de RNA) e a reagdo (em 0,3 M NaCl;
60 mM acetato de sdédio pH 4,5; 3mM ZnSO e 10 g tRNA)
incuﬁada por 1 h a 37OC. Cada reagdo é extrafda com 1 volume
de mistura fenol/cloroférmio. precipitada com etanol e o
precipitado, ressuspenso eh formamida contendo corantes e
desnaturado por calor (2 min, lOOOC) é aplicado a gel desnatu-

rante de sequenciamento (5% acrilamida, 8 M uréia). Ao final da

corrida o gel € seco e exposto a filme de raio X.
2.12. Medidas do potencial tumorogénico de células

Culturas em fase exponencial de crescimento sdo

tripsinizadas e as células ressuspensas em DME (sem soro) numa
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concentracdao de 10 células/ml. Cerca de 10 células (em 0,1 ml)
sd3o injetadas subcutaneamente no dorso de camundongos Balb-c.

08 animais imunocompetentes utilizados provém do
Biotério do Instituto de Quimica (USP). 08 camundongos
imunodeprimidos do tipo "nude” foram gentilmente cedidos pelo Dr.
Ricardo Brentani e os.experimentos conduzidos no Instituto Ludwig

de Pesquisas sobre o Cancer ( S3o Paulo).
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3. RESULTADOS

3.1. Construcio de mutantes de células Balb—3T3 por

introdug3o de oncogenes clonados

.Para estudar o papel dos oncogenes myc e fos no
controle- da proliferacdo celular, células Balb-3T3 foram
transfectadas com oncogenes clonados visando gerar transfectantes
gimples = (myc, fos) e duplos {(myc + fogs). 08 plasmidios
utilizados estdo esquematizados na fig.l. pFBJ-2 (Curran et al,
1982) possul o oncogene viral v-fos sob ag¢do do prdéprio promotor
viral (forte); este plasmidio consiste do provirus inteiro do
virus FBJ clonade mno vetor pBR 322. 0 plasmfdio MMTV;HB_ng
(Armelin et al, 1984) possui o protooncogene c—-myc de camundongo,
com seus 3 exons e 2 introns numa constru¢do que inclui o

promotor MMTV do virus de tumor de mama murine, o que torna a
_expressdo de c-myc induzivel por hormdnios glucocorticdides
(Parké et al, 1974; Stallcup et al, 1979).

Cotransfecgdo do marcador genético HSV-neo (fig.
1) e oncogenes, numa proporcao de 1:20, foi adotado para aumentar
a- probabilidade das colbnias G418 resistentes terem também
integrado o oncogene de interesse.

A seleg¢do baseou-se exclusivamente na resisténcia
a geneficina G418 conferida pelo gene neo.

Linhagens celulares de Balb-3T3 transfectadas com

myc haviam sido g¢geradas anteriormente (Armelin et al, 1984,
r

1685). A eficié&ncia de obtencd3o de colBnias G418 variava entre
-4 -3 2 3 r 6

10 e 10 , ou seja 10 - 10 coldnias G418 /10 células/ g DNA.
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PLASMIDIOS RECOMBINANTES

/
MARCADORES GENETICOS

Neo (Tn 5)
; r
Promotor ' Poli A amp
R (LTR de Ha SV) (TK) R
Neo (Tns)
Promotor Sv a0 amp’ L
R (Sv 40)

ONCOGENES

[MMTV -H3 - ¢~ myc]

| o exoﬁHzg exon}{gggFOM
; r
Promotor X X amp

R (MMTV) . R
: " gag pol env v—fos [p FBJ-2—v—fos]
oA ] 1 1 vz,

LTR —l | —| T LTR amp’

R H (FBJ) Bg Bg Bg P (FBJ) H R

Bgly ApFBJ
LTR | | ~LTR omp’
R H (FBJ) Bg P (FBJ) H R
- - a2)
EJ -ras amp’
R B B R

Fig. 1 Esquema dos plasmfdios recombinantes utilizados para

transfectar células Balb-3T3. Refs. na Tabela I. Promotorm;
~“WW PBR322; ampr - gene?—lactamase qQque confere resisténcia a

ampicilina. As letras correspondem a sfittos atacdveis por enzimas

de restrigdo: EcoRl (R); Xhol (X); Hind III (H) ; BglII (Bg);
PvulIl (P); Bam Hl (B).



43

Ao tentar gerar transfectantes de v—-fosg através da
cotrangsfecgdo de HSV-neo e pFBJ-2, verificou-se que o rendimen-
to de colbnias G418r era drasticamente reduzido (fig. 2) e
tabela III). Entretanto, se as células sdo cotransfectadas com
v-fos e c¢-myc, este efeito de v-fos € contrabalancado e o
rendimento de colfnias G418r passa a ter valores intermedidrios
(Tabela III). pFBJ-2 diminui também o rendimento de coldnias
quBr resultantes da transfe¢gdo del EJ-ras (Tabela III). A
‘interferé&ncia de pFBJ-2 com o rendimento de colBnias G418r foi
confirmado usando outro vetor (pSV -neo) éontendo o mesmo
marcador genético Aéo.(Tabela IV).zi

Para verificar se este efeito de pFBJ-2-v—fos
era devido a v-fos ou a outras sequ&ncias virais presentes neste
plasmidio, construiu-se o plasmfdio BglﬁgA—pFBJ—z. DNA purifi-
cado de pFBJ-2 foi digerido com B;I I obtendo-se, como
- previsto através do mapa de restrig¢do (Curran et al, 1982) 3 ban-
das (7,8; 1,6 e 0,6 kb) conforme mostra a fig. 3. A banda de
7.8kb foi eletroeluida e o DNA precipitado com etanol e ressus-
penso em tampdo adequado para a¢do de ligase. Apdés recirculari-
zacdo da banda de 7.8 kb com ligase de T4, este DNA foi utilizado
para transformar bactérias HB10l. Colonias transformantes, sele-
cionadas pela resisténcia a ampicilina, foram wutilizadas para
preparar DNA de Bq%ﬁfﬁ—pFBJ—Z.

A Tabela V mostra os resultados de rendimento de
coldnias G418r. Como se pode observar, quando se utilizé

Bg%:[k—pFBJ—Z, no qual a maior parte da sequéncia codifica-
A

dora de v—fos foi eliminada, nd3o mais se observa diminuicdo do
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Fig. 2 Coldnias G418r obtidas por cotransfecg¢gdo de células Balb-
3T3 com o marcador genético HSV-neo +/- oncogenes: a) apenas
HSV-neo; b) HSV-neo + pFBJ-2-v-fos; <¢) HSV- peo +
MMTV-H3—-c-mvc; d) HSV-neo + pFBJ-2-v—-fos + MMTVU-H3-c-myc, Em 4
aparecem marcas dos anéis de clonagem usados para remover algumas
coldnias.
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Tabela III: A integracg¢do de pFBJ-2 (v—-fos) reduz o rendimento
r
de colonias G418 , mas c—myc e EJ-ras contrabalancam este efeito.

r
No. coldonias G418 /placa

Plasmfidios transfectados Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
HSV-neo 146 85 100
HSV-neo + pFBJ-2 (20/ug) 14 3 5
HSV-neo + pFBJ-2 (QO/MQ) 6 3 3
HSV-neo + MMTV-H3—myc. 98 83 65
HSV-neo+pFBJ—-2+MMTV+H3-myc 44 42 13
HSV-neo+pEJ 6.6 - 179 190

HSV-neo+pEJ 6.6+pFBJ—-2:. ' - 53 63
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Tabela IV: O efeito inibitério de pFBJ-2 no rendimento de
r .
coldonias G418 ¢ independente do vetor que carrega o marcador

genético neo.

r
No. colonias G418 /placa

Plasmfdios transfectados

Exp. 1 Exp. 2
pPSV —neo 525 105
7 ’ :
P8V -neo + pFBJ-2 353 50 )
7
pSV -neo + BglA pFBJ - 225

7 IX
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Fig. 3 Constru_¢do do recombinante BglII pFBJ com deleigdo

de parte da sequéncia codificadora de v—fos. DNA do plasmidio
pFBJ-2 (canails 1, 3 e 5) foi digerido com BqglII (canal 1)

ou Hind III (canal 5) ou ndo digerido (canal 3). Como padr&es de
peso molecular inclui-se DNA de fago digerido com EcoRl (canal

2) ou Hind III (canal 4).
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Tabela V: O plasmidio Bgl A pFBJ, que tem deleicdo na
II
sequéncia codificante para v-fos, ndo inibe a formaclo de
r
-colonias G418 .

r
No. de colonias G418 /placa

Plasmidios transfectados

Exp. 1 Exp. 2
HSV-neo 10 24
HSV—neo ; pFBJ-2 | zero 6
HSV-neo + Bgl A pFBJ 8 39

11
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r
nimero de coldnias G418 , sugerindo, portanto gue o produto de

v-fos pode ser o responsdvel pelo efeito observado.
Para geracéo das linhagens transfectantes, colb-
nias quer foram clonadas e mantidas sob pressdo seletiva até o
congelamento de amostras. Ao contrdrio de todos os outros
transfectantes até ent3o obtidos (Armelin et al, 1984, 1985)
células de coldnias G418r transfectadas com pFBJ-2 apresentavam
difiéuldades para crescer e alteracdes morfolégicas, tendendo a
degenerag¢do e morte celular. Empiricamente, lverificou-se que a
adicdo de extrato de plaqueta a estas culturas permitia o
desenvolvimento das células e 1solamento de linhagens (fig. 4).
Entretanto ndo foil possivel contrabalancar o efeito negativo de p
FBJ-2 no rendimento de colbnias G418 através da adigdo de
Vextrato de plaquetas as culturas durante todo o processo de
selecdo com G418.
Ao contrdrio dos transfectantes simples v-fos, os
transfectantes duplos (v-fos+c-myc) e simples c—myc (como myc7 E
e myc9E anteriormente i1solados e descritos em Armelin et al,
1984) nao tém nenhuma dificuldade para crescer. Até agora isolou-

g8e cerca de 12 transfectantes v-fos, 20 c-myc e 9 duplos

(v—fos+c—myc) alguns dos quais eatdo sendo estudados e caracteri-

zados.

2.2. Analise da integra¢io e expressao dos oncogenes

myc € fos nas linhagens transfectantes

Para verificar a integragao de oncogenes exdégenos

nos transfectantes utiliza-se o método de hibridizagao do tipo
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Southern (1975).

A expressdo de myc € analisada através do ensaio
de protecdo da nuclease Sl. Apesar de mais laborioso, este méto-
do tem funcionado melhor do que hibridizagdo do tipo Northern.
Para o ensaio de S1 utiliza-se wuma sSonda de fita simples
radicativamente marcada. Dispde—se de fragmentos do protooncogene
c—mycC (10. ou 20. exon) de camundongo clonados em M13. A prepara-
¢do da sonda (descrita em Métodos) consiste em desnaturar o DNA
de M13, juntar com "primer” especial de M13 e estender, & partir
deste primer, a cadeia de DNA utilizando DNA polimerase (frag-
mento de Klenow) e pelo menos um desoxirtiibonucleotideo trifoasfato
marcado com P32. Apé6s restri¢do com uma enzima que cliva o DNA
logo ap6s o fragmento de myc, o DNA Aé desnaturado e fracionado
em gel desnaturante (8 M wuréia) de acrilamida. Na figura 5
ilustra—se a obtenc¢do de uma sonda de 401 baseg correspondente
ao lo. exon do c-myc de camundongo. Na mesma figura encontra-se
a sonda de /%{microglobulina (960 bases) que é hibridizada
com amostras paralelas de RNA como controle para a quantidade
total de RNA. Amostras (10 ug) ‘de RNA total (obtidd@s de culturas
confluentes mantidas em plasma por 24h) sdo entdo hibridizadas,
em solugdo, com a sonda preparada. Apés hibridizagado, a mistura
¢ tratada com nuclease Sl que & especffica para dcido nucleico
de fita simples. O hibrido (protegido da Sl1) € desnaturado e o
material analisado em gel desnaturante (8M ur€ia) de acrilamida.
Os resultados de expressdo de myc por ensaio de Sl e por
hibridizacao do tipo Northermn, podem ser vistos na fig. 6. E

possivel distinguir transcritos de c-myc enddégeno (iniciados em
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Fig. 5 Preparo de sondas de DNA simples fita para usar em

ensaios de S1. 0s fragmentos dos genes c—myc (1° exon, camundon-
go) e (32—microglobulina ddo sondas de 401 e 960 bases, respecti-

vamente.
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Fig. 6 Express3o de myc analisada por gel de Northern (a) ou
engaio de S1 (B). Canal a: transfectante myc 7E 1induzido com
hidrocortisona; b-d: parental Balb-3T3 ndo restimulada ({b) ou
restimulada com PDGF por 0,5h(c) ou 3h (d). No ensaio de Sl:
parental Balb-3T3 (canais 1-5) sincronizada em GO e ndo nresti-
mulada (canal 1, 4 e 5) ou tratada com PDGF por 3h (canal 2,3) ou
com hidrocortisona (canal 5) e o transfectante myc S9E (6-9) ndo
resfimulado (6) ou tratado apenas com hidrocortisona (7) ou com
hidrocortisona + EGF (8) ou apenas com EGF (9). Aliquotas parale-
lags de 10 g de RNA total foram hibridizadas respectivamente com
a sonda de myc e a sonda de 2-microglobulina.
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seus préprios promotores Pl e P2; em células Balb—-3T3 iniciados
preferencialmente de P2) dos transcritos exdégenos (iniciados no
promotor MMTV do plasmfdio MMTV-H3-myc utilizado para a obtencdo
destes transfectantes). A fig. 6 mostra que: a) conforme descri-
to anteriormente, a ekpress&o de myc € baixa em células que
"estdo em GO (parental n8o estimulada) e alta em células submeti-
das a tratamento eom PDGF por 3 h; b) o transfectante myc 7 E
tratado com hidrocortisona (hormdnio qgque induz o promotor MMTV)
apresenta transcritos de aproximadamente 4kb correspondentes ao
myc exdégeno (apesar de myc 7E possuir apenas o 20. e o 30. exons
no myc exdégeno, a transcricdo se inicia do promotor de MMTV o que
acarreta em tamanho maior-do -que o transcrito enddgeno); c) o
transfectante myc 9E apresenta alta expressdo constitutiva do myc
exégeno, mas esta expressdo € ainda maior quando a célula €
tratada com hidrocortisoma (superando a parental tratada por 3 h
com PDGF). Na fig. 6 encontram—se também os resultados do cnﬁaio
de pr&tegéo de S1 com uma sonda de M13 para ;12—microolobulina,
um gene estrutural cuja expressdo ndo é sujeita A& regulacgldo e
que, portanto, permite controlar a quantidade total de RNA na
amostra. Como se pode verificar os resultados obtidos com a sonda
de myc ndo s3o devidos a diferentes quantidades de RNA. Como
mostrado aqui e confirmando resultados anteriores, myc 7E e myc
9E sdo transfectantes nos quais a expressdo do myc exdégeno pode
ser modulada por hormdnios glucocorticdides.

0s resultados da expressdo de myc no transfectante B47/
encontram-se na fig. 7A. Como se pode verificar, células B47

apresentam baixo nivel de expressdo constitutiva de myc , mas
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Fig. 7 Expressao de myc analisada por ensalo de 81 (A) e por

hibridizacdo Dot-Blot (B). Célula parental Balb-3T3 (canal 1-3)
restimulada com PDGF por 3h (1); ndo restimulada (2); tratada com
hidrocortisona (3); transfectante duplo B47 (c-myc + v—-fos) nao
tratado (4) ou tratado com hidrocortisona (5). Em B, canal a:
transfectante com alta expressdo de pyc enddgeno; b ¢ ¢ parental
Balb—3T3 ndo restimulada (b) ou restimulada com PDGF por 0,5 h
(c); d: transfectante duplo B44 (C_myc + v-fom): e: transfectante

simples B22 (v—-fos).



56

este nivel ¢é significativamente aumentado guando as células B30
tratadas com hidrocortisona. A fig. 7B mostra que o transfectante
B44 apresenta expressdo basal constitutiva significante de myc
quando comparado com a parental ndo estimulada.

Para analisar a expressdo de fos nos transfectan-
tes utilizou-se hibridizagao do tipo Northern (g€is e
"dot-blots”). As mesmas8 preparac¢des utilizadas para medir a
expressdo de myc sdo usadas para medir fos. E importante
lembrar que este RNA provem de culturas confluentes mantidas em
meio contendo plasma (5%) por 24 h. Amostras (15 ¢) de RNA sdo
fracionadas em g¢€is desnaturantes de agarose-formaldeido. Apés
.transferé&ncia, o filtro;”de&,nitrogglulose ¢ hibridizado com

sondas radioativamente marcadas com P por "nick translation” ou

por "oligolabelling”. Dois fragmentos de pFBJ-2 tém sido

. utilizados: um de 5,8kb gque corresponde ao .provirus inteiro e que

é obtido por digestdo com Bind III e outro de 1,3kb que corres-
ponde. apenas a sequéncia codificante de v-fog e que ¢€é obtido
por digestdo com PVU]I e BgllII .Resultados idé&nticos foram obtidos
com ambas as sondas. 0Os resulfados. apresentados nas figs 8 e 9
mostram claramente que: a) na linhagem parental A3l, o transcrito
de 2,2 kb, correspondente ao c-fos sé aparece em células tratadas
com PDGF por tempo curto (30 minutos) ou seja, nas células esti-

‘nmuladas com PDGF por 3 h ou tratadas com hidrocortisona por 24 h,

ndo se detecta expressdo constitutiva de c-fos. A express3lo de
c-fos ¢ detectdvel, mas ndo tdo expressiva em células NIH-3T3

tratadas com PDGF por 1 h; b) tratamento com hidrocortisona, que

provoca inducdo da expressdo do c¢c-myc exdégeno na linhagem myc 7E
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Fig. 8 Expressdo- de fos- analisada por hibridizacdo tipo
Northern. 1 e 2: duplos transfectantes B44 (1) e B47 (2); 3:
transfectante simples myc 7E tratado com hidrocortisona; 4-5:
parental Balb-3T3 ndo restimulada (4) ou restimulada com PDGF
por 0,5 h (5) e 3 h (6). Os transcritos de fos enddgeno (2,2 kb)
e exégeno (3,4 kb) estd3o indicados. T
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ndo leva ao aparecimento de transcritos de c—-fos nesta linhagem;
c) nos transfectantes duplos B44 e B47, por outro lado, altos
niveis de um transcrito de 3,2 kb, correspondente a v-fog, sdo
detectados enquanto nos transfectantes simples de v-fos este
transcrito de 3,2 kb ou nao ¢ detectado ou aparece em niveis
baixissimos. A expressdo constitutiva de v-fos nos duplos
transfectantes & compardvel aquela encontrada para c-fo8 na
linhagem parental super induzida por 30 min de tratamento com
PDGF .

As células B47 ndo induzidas por hidrocortisona
apresentam alto nfvel de fos exdgeno ao lado de um nIvei de c—myc
endégeno muito. baixo e equivalente ao da célula parental ndo
estimulada. Esta verificagdo experimental permite responder uma
questdo atual importante: fatores de crescimento induzem a
transcricdo de c~fos (pico. aos 30 min) e de c-myc (pico as 3 .h)
0 que leva a supor que a protefna fos induzida seja mediadora
na indugdo de c¢-myc. Para testar esta possibilidade outros
autores wusaram inibidores de-sintese de protefna, durante a

indugdo de c—fos e c-myc por fatores de crescimento (Greenberg e

'Z1ff, 1984). Mas o8 resultados foram ambiguos e estes autores
consideraram esta questdo ainda aberta. 0s resultados com B47
acima referidos resolvem a questd3o inequivocamente,pols mostram
gque alta expressdo de fos ndo leva necessariamente, a aumento da
expressdo do c-myc enddégeno indicando que o fator de crescimento
(PDGF ou FGF) induz expressdo sequencial de c¢—-fos e c¢—-myc
'indépendente um do outro.

Conclui-se, portanto, que fol possivel Qerar
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transfectantes simples e duplos de MMTV-H3-c-myc e pFBJ-2-v-fos
com caracteristicas extremamente desejdveis e raras como a
expressdo induzivel de c-myc (nos transfectantes myc 7E e myc 9E
e duplos B44 e B47) e alta expressdo constitutiva de c-myc (9E)

e v-fos (B44 e BA47)

3.3. Caracteriza¢io dos transfectantes simples

(c—myc e v—Fos) e duples (c—myc+v—Ffos) de c€lulas Balb—31

Diversos paradmetros estdo sendo usados para anali-
sar o efeito da expressdo constitutiva dos oncogenes myc e fos
no comportamento das células Balb-3T3: transforma¢do morfdlogica,
resposta a hormdnios e fatores de crescimento (em monocamada e

suspensdo) e potencial tumorogénico.
3.3.4i. Caracteristicas morfoldgicas

A fig. 10 mostra o aspecto dos trans-
fectantes B22Z (YZEE?)' myc 9E e B47 (usados como protdétipos) com-—
parados com & linhagem parental Balb-3T3. Como ilustrado nesta
figura, os transfectantes simples c-myc nd3o diferem da linhagem
parental enquanto os transfectantes simples v-fos tém um aspecto
um pouco diferente e uma tend&ncia a degenera¢do celular na
ausé&ncia de extrato de plaqueta, mas € importante salientar que
os dois transfectantes simples apresentam células achatadas que
crescem até cobrir a superficie com uma monocamada. As células
do duplo transfectante B47, porém, s3o afiladas e crescem
desorganizadamente formando multicamadas. Portanto a express8o

constitutiva de c-myc ou de v—-fos ndo leva a chamada transforma-
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¢do morfoldgica de Balb-3T3. Mas a express3o constitutiva
concomitante destes dois genes leva ao aparecimento de transfor-
macdao morfolégica, possivelmente por efeito cooperativo dos

seus produtos.

3.3.2. Crescimento dos transfectantes em
siubstrato salido: efeito de hormGnios e fatores de cresci-
mento

Curvas de crescimento como as da fig.
11 mostram que o transfectante myc 9E que tem alta 'expressao
constitutiva de myc, € dependente de fatores presentes no soro
(e ausentes no plasma, como PDGF) o que confirma e estende dados
anteriores nossos (Armelin et al, 1984). Como mostra é fig. 10
e conforme relatado na sessdo 3.1, o transfectante B22 (v-fos)
86 cresce se além dos 108 de soro, o meio for complementado com
extrato de plaqueta (que contém PDGF e outros fatores como TGF <«

e ). Sendo c-fos e c-mycC induziveis precocemente na agdo mito-

génica de PDGF, era importante verificar se a expressdo constitu-
tiva simultd3nea destes dols genes tornaria as células capazes de
crescer no meio contendo plasma (pobre em PDGF) ao invés de soro.
As curvas de crescimento para o transfectante duplo B47, mantido
em Soro e plasma na auséncia e na presenga de hidrocortisona,
sdo comparadas com as curvas obtidas para a célula parental na
fig. 12. Como se pode verificar, o crescimento de células B47
em plasma, apesar de maior do que da célula parental, ainda ¢
subdtimo mesmo na presenca de hidrocortisona, mostrando que a
expressdo simultl@nea de fos e myc ndo permite superar a necensi-

dade de PDGF no meio. Nesta fig. 12 ilustra-se também o efeito de
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Fig. 11 Curvas de crescimento da linhagem parental Balb-3T3 (A)
e da linhagem transfectante myc O9OE em 10% soro (o0—0) ou 10%
plasma (e—e) .
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Fig. 12 Curvas de crescimento da linhagem parental Balb-3T3 (A)
e do transfectante duplo B47 c—myc+v—fos (B) em 5% soro (o0—o0);

5% soro + hidrocortisona (e—e);

5¢ plasma (O—11) ou 5%

plasma + hidrocortisona (=—m) .
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hidrocortisona no crescimento destas células. Ao contrdrio da
célula parental que praticamente ndo é afetada por este hormb-
nio, c€élulas B47 respondem a hidrocortisona (supostamente via
ativagdo do promotor do MMTV-H3-myc exégeno) através de um
aumento na velocidade dé crescimento (TD passa de 21,6 a 15,6) e
..na densidade de saturacdo (D ) que passa de 6,8 x 104 al,é6 x

105 céls/cmz. A parental apr:senta T de 24 heD de 3 x 104
células/cm2 independente da adicéoD de hidroco?tisona ao meio
contendo 5% soro. Conclui-se, portanto, gue a expressdo de myc e
fos ndo garantem crescimento dJ6timo em meio carente de PDGF) mas
expressdo elevada de c-myc acelera o crescimento (tanto ;m soro
como em plasma).

0 efeito de hormbnios e fatores de

crescimento foi analisado por medidas de: a) numero de células

-ap6s um periodo de crescimento ou b)-tomada de timidina 3H e
determinacdo da % niucleos marcados ou de radifltividade incorpo-—
rada emLDNA.

- Na - fig. 13 mostra-se o crescimento

do transfectante myc 9E em meio contendo 10% de plasma
suplementado ou ndo com hidrocortisona, EGF e PDGF. Como pode ser
visto, a célula parental ndo responde a hidrocortisona enquanto
em myc 9E o efeito deste hormdnio € limitado,mas significante.
EGF tem um pequeno efeito na célula parental e um efeito dramdti-
co no transfectante myc 9E, mostrando que alta expressdo constitu-
tiva de myc sensibiliza as células a EGF, resultado publicado
pela primeira vez por nés (Armelin et al., 1984) e confirmado por

outros autores (Roberts et al, 1985, Balk et al, 1985; Stern et
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al, 1986). Ambas, parental e myc 9E , respondem a PDGF corrobo-
rando os resultados da fig. 11. O crescimento do duplo transfec-
tante em plasma € apresentado na Tabela VI. Suplementag¢do deste
meio com hidrocortisona acarreta em aumento de 2,5 vezes no nu-
mero de células; insulina n3o tem efeito algum geja isoladamente
ou em -combinacdo com hidrocortisona.

Nas Tabelas VII e VIII mostra—-se o
efeito de hidrocortisona, insulina e FGF na entrada de células
B47 confluentes na fase S (examinando—-se apenas o primeiro ciclo
de divisdo celular). Pode—se verificar que, quando se submete
culturas quasi-confluentes de B47 a car&ncia de soro (Tabela
VII), -hidrocortisona e insulina. t&m um efeito razodvel por si s6
(aumento de 2 a 3 vezeé na 2 nécleos marcados) enquanto FGF
aumenta de 6 vezes. Combinagdao de 1insulina e hidrocortisona
~resulta--em moderado sinergismo. Por outro lado hidrocortisona e
FGF tém tm efeito sinergistico altissimo (47 v&zes o basal). De-
ve—-se ﬁotar, entretanto, que o sinergismo entre insulina e hidro-
‘cortisona € muito depéndente da dernsidade celular,ndo ocorrendo
em células B47 superconfluentes submetidas a meio contendo
5% de plasma (Tab. VIII).

0s dados apresentados na TabelalX mostram que,
ao contrdrio da célula parental, B47 n8o responde a EGF seja
isoladamente ou em combinacdo com hidrocortisona, 1insulina ou
ambos. Este resultado é oposto aquele encontrado para o

transfectante myc 9E que se mostra super-regponsivo a EGF.
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Tabela VI: Crescimento do duplo transfectante B47 (myc + fos) em

5% plasma-DME suplementado ou ndo com hidrocortisona (100 ng/ml)

e insulina (I/uq/ml).

2
células/cm .

2 -4 . *
Horm8nio No. de células/cm (x 10 ) No. Relativo
adic%pnado no‘50. dia de células
- 2,0 1
Insulina 2,1 ' 0,9 - 1,1
Hidrocortisona 4,8 2,4 - 2,6
' Ins. + Hidroc. 4,6 2,5 - 2,7
. % 3 experimentos independentes
3
No. de células no lo. dia apds o plaqueamento = 3 - 4 x 10
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. Tabela VII: Atividade mitog&nica de hormdnios (hidrocortisona,
insulina) e fator de crescimento (FGF) em culturas confluentes de

células B47 (myc + fos) carenciadas para soro.

Adicdo % niucleos marcados
- 1,4
Hidrocortisona 3,3
Insulina ‘ 4,8
FGF : ‘ 8,4
Hidroc. + Ins. 13,8
FGF + Ins. ’ ' S ‘ e 66,0
Soro : 96,0

Concentracdes: H: 100 ng/ml
I: lfq/ml:
FGF: 1 )ua/ml

Soro: 10% FCS
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Tabela VIII: Atividade Mitog&nica de hormBnios (hidrocortisona,
insulina) e fator de crescimento (FGF) em culturas
super—-confluentes de células B47 (myc+fos) mantidas em 5%

plasma—-DME.

2 micleos marcados

Adicao
Exp. 1 Exp. 2

- | 0,5 0,3
Hidrocortisona 1,2 1,6
Insulina ’ - 1,5 : 1,2 ~-
Hidroc. + Ins. 1,0 0,8
FGF - 50,0
Soro 63,0 —

Culturas mantidas até conflu@ncia em 12% FCS-DME, transferidas
bpara 4% plasma-DME por 24 h e restimuladas por 24 h com

3
incorporacdo de timidina- H nas udltimas 12 h.

Concentragtes: idem Tabela VII
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Tabelas IX: Crescimento de células Balb-3T3 (parental) e B47
(duplo transfectante myc+fos) em 5%-plasma-DME suplementado ou
ndao com hormfnios (hidrocortisona, insulina) e/ou fator de

crescimento (EGF).

Suplementacdo do meio : No. relativo de células/pogco

5% plasma-DME : Balb-3T3 B47
(parental) (myc + fos)

- 1 1

Insulina 0,9 - 1

Hidrocortisona 0,9 - 2,4

EGF | 2,7 1,3

Hidroc. + Ins. 0,9 2,3

Hidroc. + EGF 1,3 2,9

Insf + EGF 1,7 0,8

Hidroc: + Ins. + EGF 0,8 ? 2,7

Concentrac¢bes: idem Tabela VIII; EGF: 10 ng/ml.
Culturas mantidas em bandejas de 24 pogos por 5 dias nos
diferentes meios.lﬂiveis basais (em 5% plasma-DME sem

4q 4q

'suplementacéo) correspondem a 1,9 x 10 e 2,3 x 10 células/pogo

para, respectivamente Balb-3T3 e B47.
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3.3.3. Crescimento em suspensio de agaroses

efeito de horm8nios e fatores de crescimento

Dos inumeros pardmetros de cultura de
células, verifica-se que aquele que melhor correlaciona com ©
potencial tumorog&nico (capacidade de induzir a formacdo de
tumores sdélidos quando injetadas em animais) € a formagdo de
coldnias em meio semi—sélido (metocel, agar, agarose). A andlise
dos transfectantes simples e duplos nmoétra que apenas os duplos
transfectantes sdo capazes de crescer em suspensdo. A Tabela X
mostra gque a eficié&ncia de plagueamento de B47 em 102 soro e 0.3%
agarose ¢é relativamente alta comparada com o transfectante B61
(EJd-ras) (resﬁectivamente 17 e 29% das células plaqueadas formam
coldnias macroscépicas). Em meio contendo 10% plasma e 0,32
agarose, as células B47 tém um crescimento reduzido (eficié&ncia
de plagqueamento de 1-2% e colbnias de tamanho bem menor). A busca
de condigdes que permitissem crescimento de B47 em plasma levou
aos resultados apresentados nas figs. 14 e 15 que podem ser resu-

.midos da seguinte maneira:. a) suplementacdo do meio apenas com
hidrocortisona provoca um aumento no numero de células/coldnia e
no numero de colbnias; b) EGF e insulina ou a éombinacéo deles,
ndo tem efeito algum; c) combinacdo de hidrocortisona com insuli-
na permite obter a mesma eficiéncia de plaqueamento obtida em 102
soro; d) FGF, PDGF e TGF ndo té&m efeito expressivo sobre o cres-
cimento em suspensdo; PDGF tem até um estranho efeito deletério
em suspensao para o qual ndo se tem ainda uma explicagdo. Portan-
to, foi possivel vérificar que a expresséo constitutiva concomi-

tante de c-myc e v-fos torna as células (B47) independentes de
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Fig. ‘14 Crescimento clonal em suspensdo de agarose do transfec-—
tante duplo myc+fos B47 (A e B) e da linhagem parental Balb-3T3
(C e D) na auséncia (A e C) e na presenca de hidrocortisona (B e
D).
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Fig. 15 Crescimento clonal em suspensd8o de agarose do transfec-
tante duplo myc+fos B47 em 102 plasma-DME suplementado ou ndo com
hidrocortisona (H); insulina (I); EGF (E); FGF (F); PDGF (P);
TGF (T) ou 10% soro fetal bovino (S8). Indéculo: 500 células/pogo.
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Tabela X: Efici&ncia de Plagqueamento em suspensdo de agarose.

Linhagem celular No. colgnias/poco Eficié&ncia de
plagqueamento (%)

Balb-3T3 zero Zero
{(Parental)
.~ BA47 33,5 ( 8,5) 17
(myc + fos)

B61 57 ( 4,5) 29
(EJ-ras)

200 células/pogo plagqueadas em 10% FCS-DME. Colonias contadas aos

20 dias (duplicatas).
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fatores de competé&ncia (FGF, PDGF) para crescimento em suspenséq

mas ndo para crescimento em substrato sdlido.

3.3.4. Medidas do poaotencial tumdrogénicn

dos transfectantes

Como mencionado no item anterior, a
capacidade de formar colBnias em suspensdo correlaciona bastante
bem com a capacidade de induzir a formac3o de tumores em animais.
A alta efici&ncia de plaqueamento de B47 em suspensdo de agarose,
levou—-nos a verificar se eram capazes de induzir a formag¢do de
tumores em camundongos tratados ou ndo com dexametasona (ﬁéra
otimizar a expressdo de c¢c—-myc exdgeno em B47).

0s resultados encontram—-se na Tabela
XI. Como ge pode verificar, em condicgles em que o transfectante

--de EJ-ras induz tumor em qQuase 100% dos animais injetados, B47
nao é capaz de induzir a formagdo de tumores ou causar nenhuma
a1teré¢§o anatomo-patoldgica viéivel,seja em animais tratados com
dexametasona 6u ndao tratados:. Alguns destes animais foram acompa-
nhados por 6 meses sem alteracgao.

Conclui-se entdo que apesar da

expressdo constitutiva concomitante de c—myc e v-fos permitir o

crescimento em suspensdo, ela ndo torna as células tumorog&nicas.
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Tabela XI: Ensaio de tumorogenicidade de células Balb-3T3
(parental); B47 (transfectante duplo myc-fos) e B6l

(transfectante de EJ-ras).

Linhagem Tipo de Animal Tratamento ¢/ No. animais com tumor/

Infectada injetado dexametasona No. animais infectados
Nude - ' 0/4
Balb~-3T3 Nude + 0/4
(parental) ‘
Normal - 0/3
Nude - 0/8
- B47 Nude + 0/7
- {myc + fos)
Normal - 0/2
B61 Nude - 7/8

(EJd-ras)

20 dias apés as injec¢des o8 animais injetados com B61 34
apresentaram tumores volumosos e foram sacrificados. Os demais
animais que ndo desenvolveram tumores foram acompanhados por 3 (e
alguns por 6) meses sem nenhuma indicagéo de tumor.

. Dexametasona: Sjpg/animal a cada 3 dias.
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DISCUSSAO

- 0 egstudo do controle da proliferacdo celular foil possibili-
tado pelo desenvolvimento da cultura de células "in vitro”, um
marco decisivo na sua evolugdo tendo sido o 1i1solamento da linha-
gem 3T3 (Aaronson & Todaro,1968). Conforme discutido extensamente
em Armelin & Armelin (1986) esta iinhaqem constitui-se num
exceiente paradigma de células normais 6 pois tem seu crescimento
fortemente regulado por efetuadores ektracelulares.

A entrada de células Balb-3T3 no ciclo celular (transicdo
GO / G1) é éesencadeada por uma classe de fatores de
crescimento, os fatores de competé&ncia (FGF, PDGF).

Os protooncogenes c—myc e c—-fos sdo precocemente induzidos

na acao de fatores de compet&ncia (Kelly et al, 1983; Greenberg
8-Ziff, 1984; Muller et al, 1984; Cochran et al, 1984; Kruijer et
al, 1984). Um destes protooncogenes (c-myc) foi apontado como um
possIQél mediador intracelular do sinal mitog&nico dado por PDGF
(Armelin et al, 1984) uma vez que a expressdo constitutiva deste
gene abole parcialmente o requerimento para PDGF no meio de
cultura.

0 fato da expressdo de c-fos preceder a de c-myc na acgdo de
PDGF, motivou a idéia de que o produto de c-fos agisse, em trans,
como promotor da transcrigdo de c-myc. Esta questdo foi ataéada
por Greenberg et al (1986) usando inibidores de sintese protgica)
mas os proéprios autores concluiram que a questo continua em

aberto. 0Os resultados descritos nesta tese trazem uma

contribuigdo para esta questdo: no duplo transfectante B47
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convivem uma alta expressdo constitutiva do v—-fos ao lado de uma

baixa expressao do c-myc enddégeno (note-se que o c-myc exégeno

praticamente nao € detectdvel a ndo ser quando induzido -com
hidrocortisoma). Estes resultados mostram que a alta expressdo
de fos ndo leva necessariamente a inducdo de myc e sugerem que O
- produto de fos (induzido precocemente por PDGF) ndo é o
responsdvel d;reto pela onda de expressdo de myc que ocorre 1l a
2 horas depois.

Flutuac¢des nos niveis de myc e fos tém sido associadas com
o8 processos de divisdo e diferenciagdo celular. Trabalhos
recentes (revistos em. Muller, 1986 e Armelin & Armelin, 1986)
apontam: para correlac¢fes de  alto nivel de RYC cCcom programa
proliferativo e alto nfvel de fos com diferenciagdo celular,
éntretanto o gquadro estd apenas comecando a ser esbogado.

Evidéncias-de que alta expressdo de myc sinaliza divisao
celular sdo: a) myc € induzivel, em fibroblastos, por fatores de
crescimento (PDGF, FGF, EGF) e em 1linfécitos por agentes
mitogénicos (LPS, lectinas, etc) (Kelly at al, 1983; Greenberg &
Ziff, 1984; Muller et al, 1984; Kruijer et al, 1984) mas Bravo et
al (1985) mostraram que tanto as células parentais A431 (que sdo
inibidas por EGF) .como variantes resistentes a EGF té&m myc e fos
induzido com idéntico padrdo; b) alta 'expresséo de myc alivia o
requerimento de PDGF no meio de cultura (Armelin et al, 1984) e
induz divisd3o celular quando microinjetado (Kaczmarek et al,
1985); c) myc € induzido na regenerag¢do de ffgado que ocorre

apés hepatectomia parcial (Makino et al, 1984) e na proliferacdo

de macrdéfagos induzida por M~-CSF, o fator de crescimento destas
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células (Muller et al, 1985); d) alta expressdo de myc é
encontrada em células quimicamente transformadas, em linfomas,
leucemias e alguns tipos de carcinoma (Campisi et al, 1984) e
aumenta a expectativa de duragdo de culturas primdrias de
camundongo, daf myc ter sido ciassificado como um oncogene
imortalizante (Land et al, 1983; Ruley, 1983). Trabalhos recentes
(Goudeau et al, 1986; Taylor et al, 1986) mostram que na
segmentacao do ovo de anfibios (Xenopus) onde o ciclo celular
é muito curto (minutos) e nao corresponde Aas fases do ciclo
celular no adulto (horas) a expressdo de myc ndo correlaciona com
.a velocidade d; divisdo celular. H4 indicac8es também de que
diminuicdo da expressdo de . myc sinaliza - diferenciacdo celular
(Reistma et al, 1983; Jonak & Knight, 1984; Einat et al, 1985;
Muller et al, 1985; Prochuwinick et al, 1986; Dmitrovsky et al,
1986) .

0 produto de fos tem sido associado tanto com crescimento
como cgm diferenciacdo. Dois argumentos fortes para (o}
envolvimento deste oncogene com proliferacdo sdo: a) expressdo de
fos € induzida por fatores de crescimento; vale aqui, porém a

mesma ressalva feita para myc (Bravo et al, 1985); b) bloqueio.da

expressdo de fos, através de um anti-mensageiro, leva a inibicgdo

——

da divisd3o celular (Holt et al, 1986). Duas linhas de investiga-

¢do implicam fos na diferenciac¢d3o: medidams da express3o deste

gene em sistemas que estdo diferenciando sob agdo de algum agente

e diferenciacdo 1induzida por transfec¢d80c de fos. Assim, alta

expressdo de fos foi encontrada para diversas linhagens do

sistema hemopoiético que diferenciam sob agdo de agente viral
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(FLV-Friend Leukemia Virus); quimico ou biogufmico (promotor de
tumor TPA, dimetilsulféxido, derivados de vitamina D, interferon,
NGF-fator de crescimento de nervo) (Gonda & Metcalf, 1984; Muller
et al, 1984; 1985; Mitchell et al, 1985; Greenberg et al, 1985;
Kruijer et al, 1985; Conscience et al, 1986). A introdugdo de

v—-fos em células F9 de teratocarcinoma leva a diferenciacao

destas células (Muller et al, 1984). Mas a correlacdo ndo é
perfeita e um exemplo disto ¢é o fato de fos ser induzido por
EGF (e por FGF e PDGF também) em células cromafinicas PClZ) mas
ndo induzir diferenciacdo (enquanto FGF 1nduz ambos fos e
diferenciagdo) (Toga;i et al, 1985; Wagner & D’Amore, 1986).
Além disso Mitchell e cola. (1986) @ mogtraram que a expressdo de

c—-fos ndo ¢€é nem suficiente nem necessdria para uma linhagem do

sistema hemopoiético diferenciar em macrdéfagos.

.~ ... 08 dados referidos acima, outros da literatura e nossos
préprios resultados sugerem que a expressdo ou nao dos protoonco-
genesi&zs e EEE e as relagbes guantitativas entre: o produto des-—
tes genes. e deles com outros produtos génicos, constituem—-se nos
g8inails moleculares que determinam o caminho que as células viéo

seguir nos processos de ontog@énese e morfogénese dos tecidos.

Para estudar o papel dos oncogenes myc e fos e da interacado

entre eles na a¢do mitogé&nica de PDGF e na transformac¢do maligna
construimos transfectantes simples e duplos (expressando apenas
um ou ambos o038 genes) de células Balb—-3T3. Adotou—-se cotrans-
fecgdo destes genes com o transposon Tn5 bacteriano para garantir
uma selecdo neutra, baseada exclusivamente na resisténcia a

geneticina G418 (conferida pelo Tnb). 0 racional destes
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experimentos baseia-se em atribuir, a um determinado produto
gé&nico, um papel na acdo de PDGF, se a presen¢a continua deste
produto na célula eliminar (total ou parcialmente) a necessidade
de se adicionar PDGF ao meio de cultura. |

O0s transfectantes simples de myc foram obtidos (Armelin,
1984) por introdugdo do plasmfdio MMTV-H3-myc no qual o proto-
oncogene de camundongo ¢ dirigido pelo promotor de MMTV, o qual
é induzi{vel por glucocorticéides. 0 plasmfdio p FBJ-2 foi
escolhido para gerar os transfectantes de fog por ter v-fos sob
a acdo de um promotor viral forte. Para nossa surpresa, a

expressdao constitutiva de v—-fos nos transfectantes simples 1levou

a- -alteracbes morfolégicas -que lembram células que estdo em crise
(de senescé&ncia) ou em processo de diferencia¢do terminal. Este
efeito pode ser contrabalang¢ado por adicdo de extrato de plaqueta
ao meio ou por cotransfecgdo de myc e fos. Estes dados apoiam a
hip6tese de envolvimento destes genes na decisdo: dividir ou
diferenciar .

0 papel de myc e fos na transformacdo maligna foi atacado
diretamente. Verificou-se que a expressdo constitutiva de myc ou
de fos ndo acarreta em transformacdo morfoldgica nem torna as

células tumorogfnicas. J4 a expressd3o constitutiva concomitante

de myc e fos leva a transformacd3o morfoldégica e aguisigdo da

capacidade de crescer em suspensdo mas nd3o a malignidade pois as
células continuam sendo incapazes de induzir a formacdo de tumor
quando injetadas. Portanto, ou estes genes ndo estdo envolvidos
nos procegssos que levam a tumorogénese ou outros produtos

gé&nicos sdo necessdrios para complementar a agdo deles.
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Cooperag¢do entre produtos de oncogenes no estabelecimento
da transformag¢3o maligna tem sido relatadz na literatura (Ruley,
1983; Land et al,61983; 1986; Vogt et al, 1986; Cleveland et al,
1986). Estudos de complementagdo levaram Weinberg & cols. (Land
et al 1983; 1986; Parada et al, 1984 e RuleyF 1983) a conclusdo
de que 2 oncogenes sSdo necessdrios para a transformacdo neopldsi-

ca e a propor uma classificacdo dos oncogenes em 2 classes: a)

imortalizantes (myg, El1A, PyLT); b) transformantes (ras, EIB,
PYyMT e vdrios outros). Propusemos uma interpretacdo alternati-
va (Armelin & Armelin, 1986) na qual produtos de oncogenes seriam
08 reguladores naturais do ciclo celular com altera¢fes na compo-
sicdo e/ou relagdo estequiométrica entre eles podendo levar tanto
a imortalizagdo como a transformac¢do neopldsica. De fato diversos
trabalhos recentes mostram que, dependendo das condig¢fes, o mesmo
produto 'gé&nico’ pode atuar . em “imortalizacdo e senescéncia
conforme mostrado para myc e‘£§§ (Land et al, 1986; Spandidos &
wilkié, 1984; Vennstrom et al, 1985; Keath et al 1984) e para
fos” (Jenuwein et al, l§é5). Dd mesma forma p21ras. associady até
recentemente apenas com transformacao maligna, desencadeia
divisdo celular quando injetada em fibroblastos (Stacey & Kung,
1984; Feramisco et al, 1984; Mulcahy et al, 1985) e diferenciacdo
quando microinjetada em células cromaffnicas PCl2 levando—-as a
formagdo de prolongamentos nervosos (Bar-Sagi & Feramisco, 1985).
No caso de fos € importante lembrar que existem 2 retrovi-
rus que carregam fos: FBJ-MSV que codifica para gssfos e FBR-MSV
gag-fos

que codifica para uma prote{na de fus3o p75 . Além disso

FBR-MSV contém ainda uma sequ&ncia (fox) considerada oncogénica
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também. '

0 grupo de Miuller (Jenuwein et al, 1985; Miller, 1986)
estudou a participacdo do oncogene fos na imortalizagdo e trans-
formacdo de fibroblastos de camundongo (MEF, cultura primdria)
através de infecc¢do viral (FBJ ou FBR) e de transfec¢do com plas-
mfdios -recombinantes carregando -es v-oncs de cada virus. Estes
autores verificaram gque: a) plasmidios recombinantes contendo o
gene neo e os provirus de FBR ou dg FBJ permitem a formagdo de
coldnias G418f mas as coldnias provenientes de FBR podem ser
subcultivadas indefinidamente enquanto as de FBJ senescem; b)
tanto virus como o recombinante de FBR transformam as MEF dando
focos caracteristicos; c) o-recombinante de FBJ ndo transforma
e o virus FBJ 86 transforma .se a infecgdo for feita simultanea-—
mente com um virus "helpér", MuLV. Nosso resultados concordam
.-eom estes uma vez que mostramos que fos de FBJ leva a alteragdes
morfolégicas (senescéncia ou diferenciacado) mas nado a
transformacﬁo maligna. Além disso verificamos que pFBJ-2 naoc
induz a formacdo de focos em Balb-3T3 enquanto uma construcdo de
FBR (pFBR-1) forma claros focos na mesma célula (resultados
ndo publicados).

Apesar das diferencas entre as sequéncias de FBJ-fos e
FBR-fos e entre seus produtos gé&nicos (van Beveren et al, 1983;
1984: Verma, 1986) € muito provével que o oncogene fox esteja
influenciando a atividade biolégica de Egg no FBR.

A andlise comparativa dos transfectantes simples e duplos

com relac30 aos requerimentos de hormonios e fatores de cresci-

mento tanto em monocamada como em suspensadao permitiu obter
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informac¢Oes importantes sobre o papel dos produtos de myc e fos
na acdo mitog&nica de PDGF.

Utilizando o critério de 1independ&ncia em relagdo a PDGF,
verificou-se que a expressdo constitutiva concomitante de myc e

ng confere as células independé&ncia de PDGF para crescimento
em suspensdo, mas ndo em monocamada. As interac¢des da célula com
o substrato ’de apoio e a organizagdo do complexo superficie
celular—-membrana-citoesqueleto desempenham importante papel no
controle da divisdo celular. Uma demonstracdo elegante disto &

dada pelos trabalhos de Folkman 8 Moscona (1978; Salomon et al

1981; O'Neil, 1979, 1986). -Aliando o enfoque biloquimico a

~utilizacgdo de mutantes regulatérios da linhagem C de glioma de

n

6
rato chegamos a conclusio que hormdnios glucocorticdides atuam

diferencialmente sobre a proliferacdo destas células dependendo

~delas estarem aderidas. :a Bupe;ficie;:ou em suspensdo (Armelin &

Armelin, 1983). O duplo transfectante B47 (myc+§9§) entra em

repouso quando mantido em monocamada e meio contendo plasma.

_.Por outro-lado, em suspensdo de agarose, suplementac¢do do meio

contendo 102 plésma apenas com hidrocortisona (que garante alta
expregsdo de EXS) e insulina (que atua como o8 fatores de
progressdo IGFg) -permite . crescimento mdximo, dispensando,
portanto, - a presenga de PDGF. Estes resultados mostraram
claramente que os produtos de myc e fos podem ser os unicos

mediadores intracelulares de PDGF para crescimento em suspensado;

mas certamente outros progutos génicos (induziveis ou ndo por
{

fatores de crescimento) esféo envolvidos na acdo deste fator de

compet&ncia para crescimento em monocamada. E preciso
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distinguir entdo, entre os genes de compet?ncia, aqueles
relacionados apenas com crescimento em substrato s6lido
porque seus produtos devem participar da transdug¢do do =sinal
mitogé&nico de PDGF através de uma rede altamente organizada de
fibras (superficie celular/citoesqueleto) a qual ndo estd presen-
te em células em suspensdo.

Verificou-se que hidrocortisona estimula a proliferagdo de
B47 tanto em monocamada como em suspensdo. Este resultado confir-
ma e estende dados anteriores (Armelin et al 1984) que implicam
myc no processo de divisdo celular.

0 efeito conjunto de hidrocortisona e insulina também foi
diferente em monocamada e - suspensdo: um Sinergismo moderado e
dependente da densidade foi dbservado para B47 crescendo em
substrato s6lido; enquanto sinergismo acentuado (quase 50 vézes)

-0Corre em - -:-suspensdo. Estes resultados mostram novamente que a

expressido de myc e fos torna as células totalmente competentes

para éfescimento em suspensdo (exigindo especificamente o]
fatores de progressdo IGFs mas ndo EGF) enquanto para monocama-
da outros mediadores intracelulares s30 necessdrios. Uma
contraprova disto € o alto sinergismo observado entre hidrocor-
tisona e FGF (fator de compet&ncia que desencadeia a expressdo de
um conjunto de genes).

Mostramos pela primeira vez (Armelin gt al, 1984) e outros
autores confirm&ram (Roberts et al, 1985; Balk et al, 1985;
Sorrentino et al, 1986) que a alta expressdo de myc sensibiliza

as células a EGF. Ao contrdrio dos IGFs , EGF nd3o pode ser

classificado estritamente como fator de progressdo uma vez que :
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a) tem um certo potencial mitogénico na auséncia de outros
fatores (Carpenter & Cohen, 1979; Liboi et al, 1986); b) induz a

expressdo de c-fos e c-myc embora em menor extensdo gque o8

fatores de compet@ncia PDGF e FGF (Miuller et al, 1984; Bravo et
al, 1985). Um resultado totalmente inesperado foi de que o duplo
transfectante B47 ndo s8¢ € sensibilizado como até perdeu a
resposta a EGF. Nao se tem elementos para fazer afirmaéaes sobre
as possiveis causas para 1isto -~ se é devido a perda de
receptores na membrana ou a algum mediador intracelular de sua

acdo.
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O efeito doB oncogenes myc e fgg na acao mitooénica de
PDGF e no estabelecimento da transformacdo maligna foi estudado
através da geracdo de mutantes de células Balb-3T3 por cotrans-

feccdo de v-fos e c-myc e um marcador genético (neo) que permite

selec30o dos transfectantes por resist&ncia a geneticina G418. A

andlise dos transfectantes simples (c—myc ou v-fos) e duplos

(c—myct+v-fos) permitiu chegar as seguintes conclusdes:

1) Indugdo da expressadao de myc leva a aumento da proliferagdo

—_—

celular.

2) Alta expressdo-de v—-fos ndo induz a expressdo de c-myc;

portanto o pico de fos que precede o pico de myc na agdo de

PDGF ndo deve ser atribufdo a uma relacdo causa - efeito.

3) A expressdo de v-fos nao leva a transformacdao de Balb-3T3 mas

sim & morte celular (senesc@ncia/diferenciacdo).

4) 08 produtos de c-myc e c~-fos sdo componentgs do sistema de

transduc3o do sinal mitogBnico de PDGF pois abolem parcial-
mente p requerimento de PDGF para crescimento em substrato

s6lido e totalmente para crescimento em suspensdo.

%) A expressdo concomitante de c-myc e v-fos garante crescimento
. 6timo em suspensdo apenas na prescnca de fatores de progres-—

sd3o IGFs.

6) Alta expressd3o de c-myc € v-fos ndo determipam potencial

tumorooénicolembora leve a8 transformagao morfoldoica e

capacidade de creacer em suspensdo.
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