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ABREVIATURAS

EGF: "epidermal Qrowth factor"

FGF: "fibroblast Qrowth factor"

IGF: "insulin-like growth factor"

PDGF: "platelet-derived Qrowth f~ctor"

TGF: "transforminQ growth factor"

EDTA: ácido etilenodiamino tetraacético

FCS: soro fetal bovino

DME: "Dulbecco's modified EaQles's medium"

HEPES: ácido N-2-Hidroxietilpiperazine-N'-s- etanosulfOnico

PBS "phosphate-buffered saline"

TE: tampáo Tris-Cl (pH 7,5) contendo EDTA

TBE: tampão Tris-borato (pH 8,3) contendo EDTA

GO. Gl, S, G2, M : fases do ciclo celular

T :
D

D :
S

TCA:

tempo de dobramento da população

densidade de saturação

ácido tricloroacético



1. INTRODUC~O

1.1. Antecedentes Históricos e Racional Metodológico

A possibilidade-de introduzir DNA ex6Qeno em célu-

las de mamíferos surQiu no início da década de 60 quando

Szybalska &.. Szybaski (1962) conseQuiram transformar células

frustradas e resultados nãoreprodutíveie. Em 1973, Graham &.. van

experimentais que permitiram o sucesso desta traneferência n~o

~ uma década de tentativas

paraQene

As condições

de

transferase.

transferência

fosforibosil

-HPRT por

estavam bem definidas o que levou

humanas mutantes

hipoxantina-guanina

der Eb descobriram, empirica-mente, que DNA de adenovirus,

coprecipitado com fosfato de cálcio, era inQerido pelas células

celular transformando-as~ S6 então foi possível constatar que o

Diversas variações do método de coprecipitação de

formação de precipitado de fosfato de cálcio.

aotimizar

(usando Qlicerol,

etc) para

cêrca de uma década depois, este método foi

presentes em tecido tumoral, capazes de causar transformação

maliQna (Pulciani et aI, 1982; Krontiris &.. Cooper, 1981; Shih &..

dimetilsulf6xido, polietilenoQlicol,

eficiência do processo.

utilizado por alQuns laborat6rios para isolar sequências Qênicas

"meio de transformação" de Szybalska &.. Szybalski envolvia a

Graham van der Eb surQiram desde ent~o, principalmente no

sentido de permeabilizar a membrana celular

chegando, eventualmente, ao núcleo onde se integrava ao genoma
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WeinberQ, 1982; Goldfarb et aI, 1982). O ensaio destes autores

consistia em utilizar a linhaQem NIH-3T3 como célula-teste.

Supostamente esta seria uma linha~em "normal" cujo crescimento

é dependente de soro (como fonte de fatores de crescimento) e

substrato s6lido (para ancoraQem) e é reQulada pela densidade

celular (a cultura entraria em fase estacionária ao formar uma

monocamada de células confluentes). A modificação desta linhagem

por sequências tumorais oncoQênicas, resultaria n~ formação de

focos de células transfoimadas que crescem umas sobre as outras,

empilhando e se destacando claramente da monocamada formada pelas

células originais. O isolamento e propagação destes focos,

aliados à tecnoloQia de DNA recombinante já disponível na

época, permitiram a clonaQem molecular de uma sequência de DNA

capaz de causar transformaç~o de células NIH-3T3 em cultura e

tumoroQênese no animal (Krontiris &..Cooper, 1981; Goldfarb et aI

1982; Pulciani et aI, 1982; Shih &.. WeinberQ, 1982).

No final da década de 70 já havia sido identifi-

cada uma sequência celular (c-src) hom61oga à sequência
src

encontrada no retrovirus RSV (v-src) cujo produto (pp60 ) foi

associado à origem do sarcoma causado por este virus (BruQge et

aI, 1979). Mais tarde foi demonstrado que v-src nada mais era do

que c-arc recombinado com e transduzido por um retrovirus de aç~o

retardada (DuesberQ &.. VOQt, 1973

Lai et aI, 1973).

Martin &.. Duesberg, 1972;

Foi, portanto, decorrência natural buscar em

retrovirus, possíveis homoloQi48 com a sequência determinada para
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1982) .

1982)

foi(v-ras)

~ partir de DNA proveniente

hom6looo viral

1982; Parada et aI,

1982; Tabin et aI,

o fraomento (pEJ 6.6 kb) clonado

de tumor de bexioa humano. O

encontrado em Ha-MSV (Der et aI,

Outros autores (Reddy et aI,

demonstraram também que a sequência proveniente do tumor

(EJ-c-ras) diferia da sequência encontrada em todas as células

normais (c-ras) em apenas um ponto levando ~ substituição de uma

olicina por valina.

Por volta de 30 sequências celulares (generi­

camente chamadas (c-onc) dos oncogenes virais (v-onc) já foram

identificadas (Bishop, 1985).

A identificação e clonagem de oncooenes ativos

em tumores naturais baseava-se exclusivamente no ensaio de foco

que usava células NIH-3T3 como indicadoras. Tentativas de

utilizar outras células como linhagens indicadoras não estavam

sendo bem" sucedidas por razões ionoradas: ou o DNA ex60eno

simplesmente não se integrava ou integrava, era expresso mas não

transformava porque a transformação dependia de outros produtos

celulares. Comparando diversas células o grupo de Weinberg elegeu

NIH-3T3 por serem particularmente eficientes na tomada e

inteoração de DNA ex60eno (Smotkin et aI, 1975). Mas as células

NIH-3T3 são metaestáveis ou pré-neoplásicas, ou seja, têm grande

tendência a sofrer uma chamada transformação espont&nea. Se isto

facilita a detecção da atividade oncogênica de DNA ex6geno,

também introduz dificuldades técnicas como distinouir focos

provocados pela expressão do DNA ex60eno daqueles focos
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resultantes de empilhamento das células espontaneamente

transformadas. Muito mais importante do que isto. porém, é que o

ensaio de NIH só permite detectar um fenótipo extremo, a

transformação maligna. outros possíveis efeitos da expressão de

sequência exógenas, como por exemplo, aparecimento de células

independentes de fatores do soro porém que mantém a resposta a

densidade, não poderiam ser detectadas com este ensaio. Além

disso os dados mostravam que apenas cerca de 1St dos tumores

naturais davam resultados positivos no ensaio da N1H-3T3 e na

maior parte destes o gene tranformante era identificado como

sendo oncogene raso

Cotransfecção de um marcador genético com o gene

de interêsse havia sido desenvolvido para células mutantes TK­

humanas e de camundongo (Bacchetti et aI, 1977i Wigler et aI,

1977}. ~ Expressão de ~globina. após_cotransfecção de plasmídios

contendo o gene para globina e para TK foi demonstrada (Wigler

et aI, 1979). Southern ~ Berg (1982) desenvolveram vetores de

expressão para células de mamíferos, contendo, além dos sinais

permitindo, portanto cotransfecção de qualquer tipo celular e,

após seleção com a droga adequada, isolar colônias resistentes ~

regulatórios, um gene que confere resistência a alguma droga, por

exemplo: o transposon Tn5 que confere resistência a geneticina

G418i ~t: guanina fosforibosil transferase que permite resistên­

cia a ácido micólico ou dhfr: dihidrofolato redutase para

resistência a tioguanina (metotrexato). A grande vantagem destes

vetores é que dispensam a necessidade de células mutantes,
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droga mas que podem ter integrado e estar expreseando também o,
gene de interêsse.

Nesta época (1982) um pequeno número de

laboratórios (o nosso, inclusive) começou a trabalhar com a idéia

de que produtos de oncogenes deveriam estar no mecanismo de ação

dos fatores de crescimento, atuando como receptores, transdutores

de sinais. efetuadores, etc. Passamos então a utilizar a linhagem

Balb-3T3 e um marcador genético (HSV-neo) para estudar o papel de

proteinas oncogênicas na ação de fatores de crescimento. Basica-

mente nossa meta era mutar Balb-3T3 com oncogenes clonados

através de transfecção-mediada por DNA e verificar de que maneira

. o produto dest.egene. afetava a. resposta da . célula a fatores de

células NIH-3T3).

precisar recorrer a animais imunodeprimidos (como é o caso para

gêneo. como também realizar ensaios de tumorogenicidade sem

isoladasuíço "outbred", Balb-3T3 foique provém de camundongo

é homologo ~ cadeia B de PDGF (Doolitle et aI, 1983; Waterfield

A confirmação de que produtoe de oncogenes estão

ligados a ação dos fatores de crescimento veio com a revelação

surpreendente e impactante de que o produto do oncogene v-sis

só analisar o efeito de oncogenes em "background" genético homo-

crescimento. A substituição de NIH-3T3 por Balb-3T3 foi baseada

de camundongos isogênico~ ("inbred") Balb-c, o que permite não

em 2 pontos importantes: a) as linhagens disponíveis de Balb-3T3

. tendência a transformação espontânea~ b) ao contrário de NIH-3T3

,::têmcomportamento ma.is próxi·mo de células normais e têm menor
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et ai, 1983). O impacto foi devido a oferecer uma explicaç~o, ao

nível molecular, para a autonomia de crescimento dos tumores

causados por SSV (o
,

Vlrus de sarcoma de símios) isto é, o

oncoQene v-sis deste
,

Vlrus codificaria para um fator de

crescimento (PDGF) o qual atuaria nos receptores específicos

presentes nestas células, criando. assim, um curto-circuito no

controle da proliferaç~o ou seja, um controle autócrino-hipótese

formulada alQuns anos antes pelo grupo de Todaro (Todaro e

DeLarco; 1978; Sporn ~ Todaro, 1980).

LOQo em seQuida foi demonstrado que o protoonco-

gene c-myc era um dos genes induzíveis por PDGF (Kelly et ai,

1983).

Para atacar diretamente o problema da relaç~o

entre oncogenes e fatores de crescimento, usamos uma construç~o

parcial do requerimento para fatores de crescimento sem

necessariamente, provocar transformação maliQna. Dispondo de um

na qual o"c-mYE de camundonQoestá sob a ação de um promotor

(c-sis) ou

a expressão

então identificar os fatores~ possível

(MMTV) e desenhamos um novo tipo de ensaio

adequado

baseado em dupla seleç~o (tratamento com G418 em meio livre de

constitutiva de oncoQenes pode levar a eliminação total ou

também introduzir uma modificação conceitual

primeira vez,que o produto de um oncogene (c-myc) funciona como

seja, de PDGF. Com o novo ensaio, de dupla seleção, foi possível

ensaio

mediador intracelular do produto de outro oncogene

viral induzível

PDGF) (Armelin et ai, 1984). Neste trabalho foi demonstrado, pela
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controladores da proliferação. Com este ensaio surQiu também uma

alternativa para a detecção de novos oncoQenes em tecido tumoral,

aproveitada aliás por Cooper e cols para confirmar a existência

do oncoQene B-lym (Cooper et aI, 1986).

o racional que norteia este trabalho é o seguin-

te: se a alta expressão de um oncogene (obtida por transfecção

de construções devidamente dotadas de promotores fortes e/ou

moduláveis) levar à independência de um fator de crescimento

normalmente requerido por esta célula, o produto deste oncogene

pode ser um dos componentes da via de ação deste fator, a qual se

encarrega de transduzir o sinal mitogênico do receptor na membra-

decodificado.

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

vidos nas seções seguintes desta Introdução e na Discussão.

e de Wprogressãow

adiante. O enfoque

(FGF, PDGF)

últimos dois anos e visa compreender a

conforme discutido maise IGF)

Alguns dos pontos levantados aqui serão desenvol-

ação destes dois tipos de fatores. O trabalho descrito nesta

interação entre os produtos dos oncoQenes myc e fos e o papel

ciclo celular, ocorrem dois tipos de fatores (Stiles et aI,

destes produtos no mecanismo de ação dos fatores de competência

na até o nócleo (ou outros sítios celulares) onde o sinal seria

experimental visa mapear as proteínas oncogênicas nas vias de

célula normal) sair do estado de -repouso (GO) para entrar no

(FGF, PDGF) no wbackQround w metab6lico das células Balb-3T3.

. -
1979}:fatores de WcompetênciaW

tese foi realizado nos

~(EGF
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1.2. Oncogenes: Elementos subversivos ou controla­

dores naturais?

1983, 1985

OncoQenes

Duesberg,

(ver revisões de

1983 e Weiss et

Bishop 1978, 1981,

aI, 1982) foram

inialalmente detectados em vírus de RNA causadores de tumor em

animais de laborat6rio.

A hist6ria desta descoberta (Tooze ~ Sambrook,

1974) que tem aspectos fascinantes e pitorescos, aponta Rous como

o fundador da ViroloQia Tumoral por ter sido o primeiro a mostrar

que extratos filtrados de sarcoma de Qalinha induzem sarcoma em

animais sãos (Rous, 1911)~ Enquanto Shope (1933),trabalhando no

Jackson Memorial Laboratory, tentava isolar o virus causador de

tumores de coelhos selvagens, o pessoal técnico do biotério

-chamou atenção para o fato de estar ocorrendo uma transmissão de

carcinoma de mama, em linhagens de camundonQo, de uma geração

para outra. Isto levou Bitter (1942) a procurar no leite materno

a possível fonte de um agente viral e à descoberta do fator de

Bitter ou retrovírus do tipo B. Enquanto isto Gross procurava o

vírus da leucemia (tipo C), atinQindo seu objetivo em 1950. Em

1958, Temin ~ Rubin abriram novas pespectivas para o campo com a

introdução de um ensaio "in vitro" para o víru~ tumoral RSV

baseado na capacidade deste vírus de induzir "transformaç~o" das

células e formação de focos. Ao infectar ratos com vírus de

leucemia isolado de camundongos, Harvey (1970) acabou induzindo

a formação de sarcomas e isolando um vírus de ~arcoma destes

animais (Ha-MSV; Harvey murine sarcoma vírus). Os diversos
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retrovírus do tipo C isolados desde ent~o se aQrupam em duas

cateQorias: aqueles que s~o capazes de transformar células em

cultura (formação de focos) e induzir a formaç~o de tumor rapida­

mente quando injetados em animais (vírus do tipo sarcoma) e vírus

de efeito mais tardio (leucemias) para os quais um ensaio "in

vitro" s6 foi desenhado maiá recentemente (Scher ~ SieQler,

1975). O exame do Qenoma destes vírus mostra que os dois tipos de

vírus têm sequências em comum (QaQ, pol, env) relacionadas com-- -- --
a estrutura e a propagação da partícula viral e sequências que s6

estão presentes nos vírus de sarcoma. Graçae a um mutante de RSV

com alteração exatamente nesta sequência diferente (Martin, 1970)

foí possível mostrar que esta sequência é respons~vel pela

indução dos sarcomas. Foi por isso desiQnada v-src, o gene viral

causador de sarcomas, o primeiro oncoQene identificado. A

~xistência de onCOQenes em vírus et~ muito intriQante uma vez que

seus produtos não têm nada a ver nem com a sobrevivência nem

com a propaQação da partícula viral, portanto, não conferem

nenhuma vantagem seletiva ao vírus. A resposta a este mistério

surgiu quando foi descoberto, em células de mamíferos, uma

sequência (celular) hom610Qa ao v-src de RSV, designada c-src

para diferenciar da sequência viral (BruQQe ~ Erickson, 1977).

Diversas sequências celulares (c-onc) hom6loQas aos oncogenes

virais (v-onc) foram ent~o identificadas levando A hip6tese

unificadora e esclarecedora de que os retrovírus nada mais são do

que transdutores de protooncoQenes celulares (Bishop, 1983;

DuesberQ, 1983).
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A baixa frequência de retrovlruB contendo c-oncs

pôde então ser explicada: o aparecimento deles dependeria de dois

eventos raros: a) recombinação entre sequências de c-onc com

sequências virais não relacionadas com c-onc; b) mutações que

levam um protooncogene celular a v-onc , uma vez que importantes

diferenças tanto estruturais como funcionais são encontradas

entre c-onc e v-onc. Portanto, os oncogenes virais são os

próprios oncogenes celulares (protooncogenes) que foram incorpo-

rados ao genoma viral por recombinação dos retrovírus de infecção

lenta (causadores de leucemias) com o 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 sequência codificante num segmento contínuo de DNA, enquanto

nos_ protooDcOgenes a sequência codificante é entremeada de

regiões não codificantes (introns); c) acumular mutações que

~ transfecção-mediada por DNA, permitiram isolar até agora

Os produtos de alguns oncogenes virais e celulares

(Coffin et aI, 1981) foi imediatamente adotada para v e c-oncs.

oncogênico.maior potencial

é comum o produto de v-oncs aparecer

aquisição de~

As técnicas modernas"'de DNA recombinante aliadas

como uma proteína de fusão com o produto do gene gag ou outro
gag-myc

gene viral (como é o caso para pllO do víruB MC 29,
gag -pol-myc gag-abl

p200 de OKIO ou pl20 de A-MLV). Várias pro-

já estão identificados;

podem levar

retrovírus cumo no genoma celular. Uma proposta de nomenclatura

cêrca de 30 oncogenes, a maioria dos quais representado tanto em
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estas proteínas desempenham papel essencial na célula.

erb D. fes. fms). do lado de dentro da membrana (~. ~). no

citoplasma (s~s. erb A. mos. mil/raf) e no núcleo (~, to~,

myb. ets. ski). Esta ubiquidade é uma forte evidência de que

no meio extracelular (sis). outras na membrana plasmática

9rc
terd~s oncoQênicas aparecem fosforiladas (pp 60

c-fos
pp52 ). AIQumaa proteínas oncoQênicas podem ser encontradas

:;:;a--

Apesar desta diversidade. o estudo da funçao

das proteínas oncoQênicas aponta para uma idéia unificadora:

são componentes do sistema de transdução e decodificação da

informação química contida nos fatores de cresci mente:

hormônios envolvidos na regulação .da proliferação celular

(stiles. 1983).

o primeiro produto oncoQênico para o qual ge
are

encontrou uma possível função na célula é pp60 (Collet ~

Erickson. 1978). Foi descoberto que esta proteína tem atividade

de tirosina-quinase. fosforilando a si mesma e uma série de

substratos ceiulares (Hunter ~ Coopero 1985). S6 que até mesmo o

exame - minucioso e refinado dos substratos fosforiladoe n~o

iluminou o quadro onde se coloca a questão crucial: o que leva

uma célula normal ~ neoplasia? Aos produtos de localização

nuclear tem sido atribuído papel de proteínas liQantes de DNA e

reguladoras da transcriçao (KinQston et ai. 1985). A anál i til!.
ras '.

comparativa mostrou que p21 é análoga a proteínas G regula-

doras da atividade de adenil ciclase (Hurley et ai. 1984; Tamanoi

et ai. 1984). Uma importante diferença entre a proteín~ norm~l
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e a mutada (tumoral) é na atividade de GTPase associad~ apenas

~ primeira (Sweet et aI, 1984; Gibbs et aI, 1984) o que permi-

crescimento

mecanismo para o surgimento do estado neoplásico: uma permanente

identificar o estímulo que leva ~ proliferação dos tecidos

outrovisualizar

contínua de GTP).

tem atividade de

permitiramreceptores,

(EGF, PDGF) ativam uma tirosina quinase presente nos

ou nulo (neurOnio). Em uns poucos casos foi possível

1.3. Controle da-proli~eração celular por ~atores

A prolifeFação celular é diferencialmente contro-

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

adrenal)

ligação de receptores que normalmente s6 são acionados por

lada "in vivo", uma vez que alguns tecidos têm alta taxa de reno-

nica de síntese de DNA e divisão celular) mas, na sua maior

tirosina- quinase, associada aos dados de que alguns fatores de

vação (epitélio do revestimento das crista~ intestinais) enquanto

crescimento

fatores regulat6rios do crescimento (Heldin ~ Westermark, 1984;

tiu avançar um modelo de neoplasia baseado num curto-circuito
ras

em analogia ao mecanismo de regulação da adenil ciclase (p21

seus respectivos

ficaria permanentemente ativada pela ligação
src

A descoberta de que pp60

Downward et aI, 1984).

em outros o índice mit6tico é baixíssimo (hepat6citos, c6rtex

(hepatectomia parcial que leva os hepat6citos a uma onda sincrô-

e
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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 proliferação celular. O sistema envolveu. desde o início. a

combinação de uma superfície s6lida. 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 (Armei in. 1975) que soro é a fon­

te de sinalização da proliferação. uma vez que a presença de soro

n-o~mei()- é um requerimento absoluta para a divisão das células.

Ao contrário de células normais que requerem alta concentração

( 10l) de soro e. portanto. de fatores de crescimento no meio de

cultura. células transformadas cr-escem muito bem em concentrações

10-20 vezes menor de soro. sendo. portanto. mais independentes de

sinais extracelulares (Todaro et aI. 1965; Armelin 1973; Holley ~

Kiernam 1974; Pledqer et aI 1977). Dois aspectos têm sido focali­

zados em vários laborat6rios inclusive o nosso: a) como se

compõe. organiza e atua o (s) sistema (s) de controle de células

normais; b) come- é este sist-ema de controle subvertido por

agentes causadores da transformaç&o maligna.

Tentativa de purificar estes sinalizadores de

proliferação à partir de soro foram inteiramente infrutíferas

(Lipton et aI. 1971). Com a introdução de um ensaio adequado foi

possível demonstrar que a hip6fise é uma fonte de fatores de

creseimento atuante em fibroblastos 3T3 (ArmeI in. 1973). A base

deste ensaio (carenciar a cultura para soro e. em seguida.

analisar a entrada em S desencadeada por frações hipofisárias)

permitiu o isolamento e purificação não s6 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 peptídeo que acelerava a abertura de olho de camundongos

recém-nascidos, foi também identificado como um sinalizador

importante da proliferaçâo (ArmeI in, 1973).

Desde sua descoberta (ArmeI in, 1973) FGF foi

purificado de hip6fise e de cérebro (onde pode ser que seja

armazenado) mas, pode ser encontrado em diversos tecidos

mesodermais, havendo indicações de que pode ser sintetizado por

diversos tipos de células (Armelin, 1973; Armelin et aI, 1977;

Gambarini et al,1979; ThoJI\as, 1980; Gospodarowicz et aI, 1984. ..

1985, 1986; Baird et al,1985 a, b, c; Nishi et aI) 1985).

FGF compreende uma família de peptídeos básicos e

~ácidos - (para r-evisões ver Thomas &. Gimenez-Gallego, 1986;

Gaspodarowicz, et aI, 1986). FGF básico foi purificado de hip6fi­

se e cérebro pelo grupo de Gospodarowicz (1975, 1978). FGF ácido

-foi descri to e: purificado·"de hip6fise (Gambarini &. Armelin, 1979;

1982) e de cérebro (Thomas, 1980). Mas s6 recentemente foi possí­

vel obter preparações suficientemente homogêneas para permitir o

- sequenciamento de .dois prot6tipos de FGF: um básico de 146

aminoácidos (Gimenez-Gallego et aI. 1985) e um ácido de 140

aminoácidos (Esch et aI, 1985; Bohlen et aI. 1985). Estudos de

receptores específicos de FGF foram desencadeados recentemente

(Neufeld &. Gospodarowicz. 1985; 1986). Mais de 10 fatores de

crescimento isolados de diferentes tecidos, com atividade mitogê­

nica para certos tipos celulares descritos como entidades
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químicas diferentes dos fatores peptídicos existentes, foram

recentemente identificados como membros da familia de FGFs

(Thomas ~ Gimenez-Galleoo, 1986; Oospodorowicz et al,1986).

O estudo de FGF sofreu um orande avanço com a

obtenção de anticorpos contra estes peptídeos e a montagem de

um radioimunoensaio (Bohlen et aI, 1984).

Efeitos de FGF tem sido descritos tanto para

células em cultura como para sistemas win vivo w. A ação de FOF

não se restrino~ a fibroblastos atinoindo uma gama variada de

tipos celulares todos de orioem mesenquimal. Desde a descriç~o de

FGF como fator mitooênico para células 3T3 suiças (ArmeI in,

,1973), ,sua· atividade c-prom'ot-ora "de- proliferação foi demonBtrada

para células corticoadrenais, células de glioma de rato e

diversos outros tipos celulares de orioem mesodermal incluindo

'--'--células endoteliais, macr6faoos, mioblastos, células de mllsculo

liso de vasos, etc. (revisto por Gospodarowicz et aI, 1986).

Uma atividade mitogênica Que leva a contrabalançar a seneBcência

precoce de células endoteliais de c6rnea foi descrita por

Gospodarowicz et aI, 1981). A exata relevância deste potencial

mitogênico demonstrado em cultura, pàra processos bio16oicoB Que

ocorrem nos organismos n:io está- bem definida. Indicações d-e Que

FGF pode ter papel importante em processos de reparo de lesões e

morfogênese em diversos tipos de tecidos e orgãos, são dadaB pela

seouintes evidências:a) FOF promove a reoeneração de extremidades

em anfibios (Gospodarowicz ~ Mescher, 1981); b) FGF é um dos

agentes angiooênicoB mais potentes até aoora conhecidos (Thomas

et aI. 1985) isto é, induz o crescimento de capilares sanouí-
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avanços no campo para o futuro próximo.

.neos, promovendo, assim, a vascularização de tecidos; c) FGF

induz diferenciação das células cromafínicas PC12 mimetizando NGF

-fatores; esta hipótese é objeto de estudo nesta tese.

Enfim, a ubiquidade e o alto grau de conservação

do gene para FGF (dificultando durante tantos anos o desenvolvi-

homogeneidade

sugerem um papel

1983; Kruijer et aI,

papel primordial na ação destes

(Johnsson et aI 1982, 1984) e

et aI,

Foi purificado até

(Togari et aI, 1985; Wagner ~ D'Amore,

armazenado em plaquetas.

essenciais para sua atividade

recentemente descoberta {Kelly

1984; Müller et aI, 1984) tenha

1986).

("nerve growth factor")

mento-.de um- antisoro contra este peptídeo)

PDGF é um fator peptídico catiônico (p! 10,5)

de 30 kd composto por 2 cadeias polipeptídicas (A e B), ligadas

por inúmeras pontes S-S (Heldin et aI, 1979) as Quais são

primordial no desenvolvimento, crescimento e diferenciação do

individuo. A recente clonagem e sequenciamento do gene para FGF

(Abraham et aI, 1986 a e b; Jaye .-et aI, 1986) prometem grandes

A ação de FGF a nível celular e molecular é do

.tipo pleiotípica, como também ocorre com PDGF e EGF. Assim, ra­

pidamente, FGF causa alterações morfol6gicas, rearranjos do

citoesqueleto, aumento da síntese protéica e de RNA, induç~o da

expressão de genes específicos, etc. 'A multiplicidade e comple­

xidade destes efeitos torna difícil distinguir e estudar as

etapas primárias da ação destes fatores. Acredita-se que a

indução dos protooncogenes _c-:myc e _c-fos por FGF e PDGF,
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eletroforética por 2 laborat6rios, um americano e outro sueco

(Antoniades et aI, 1979; Heldin et aI, 1979) ~ partir de

plaquetas humanas. Recentemente o gene que codifica para PDGF foi

sequenciado (Devare et aI, 1983). Diversos tipos de células

sintetizam PDGF mas o armazenamento é feito em plaquetas. PDGF

n&o é encontrado na circulação; na verdade I quando injetado em

macacos, desaparece da circulação em poucos minutos (Bowen-Pope

et aI, 1984). PDGF s6 é liberado das plaquetas quando o sangue

coagula (por aç~o de trombina ou outros agentes). Admite-se então

que a ação de PDGF (e de FGF também) seja mais do tipo parácrina

ou aut6crina e não end6crina como é o caso para os hormônios

cláesicos.

Não está claro ainda qual a forma nativa de PDGF:

tendência a aderir a todo tipo de superfície, muito dificultam

(tumorais) secretam PDGF ou moléculas semelhantes a PDGF estrutu-

tanto a purificacão como o estudo deste fator.

é resistente a uma

subunidades sejamdea composiçãomesmo

é extremamente lábil, PDGF

e

Diversos tipos de células normais e transformadas

ral e funcionalmente (revisto em Ross et aI, 1986). Entre as

Existe a possibilidade de que a microheterogeneidade das

influenciadas pelos métodos de extração e purificação. Ao contrá-

tem sido descritos para as diferentes preparações (Johnsson et

preparações

,
série de agentes físicos (calor) e químicos ( ácido, ureia, SDS).

tanto heterodímero como homodímero de cadeia A ou de cadeia B,

Se isto facilita sua purificação, a natureza básica de PDGF e sua

rio de FGF que

aI, 1984; Stroobant ~ Waterfield, 1984; Heldin et aI, 1986).
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células normais encontram-se plaquetas (meQacariócitos), macr6fa-

secretado por células transformadas pelo virus de ONA SV40

POGF é uma proteína de membrana de cerca de 180 Kd (Glenn et

Q08, células endoteliais, m~sculo liso e placenta. Fator tipó

e

de

a POGF

moléculas

vez que a

receptor

que não são

é hom610Qa

produção de

compreender uma

é a

tumores de células

modelo

a PDGF por

M (Heldin et aI, 1981; Huang et aI, 1981). O

1982; Nishimura et aI, 1982; Cooper et aI, 1982).

aI, 1982; Heldin et aI 1983) cujos resíduos de tirosina são

aI, 1984). A disponibilidade de preparações bastante puras já

permitiu estudos do receptor de.PDGF. Somente células mesodermais
-9

10

responsivas a este fator como neuroblastoma, carcinoma de bexiga

Um complicador deste

aI, 1980; Betsholtz et aI, 1984) e Qliomas humano (Betsholtz et

foaforilados (autofosforilação?) por liQação de POGF (EK et aI,

autócrino oferece uma explicação para a origem destas neoplasias.

fator para o fenótipo tumoral com a formação de um circuito

e hepatomas (van Zoelen, 1985; Bowen-Pope et aI, 1984; Niman et

1985) e por retrovírus de sarcoma de símios, SSV (Leal et aI,

fator tipo POGF já foi descrito para osteosarcomas (Heldin et

aI, 1983; Nister et aI, 1984). O possível papel da secreção deste

semelhantes

(Ooolittle et aI, 1983; Waterfield et aI, 1983). Secreção de um

(que respondem a PDGF) ligam PDGF iodinado com Kd entre
-11

10

POOF que é inclusive neutralizado com anticorpo contra POGF é

1985) este último caso é fácil de
sis

proteína transformante de SSV, p28

(Oicker et aI, 1981; Bowen-Pope et aI, 1984; Stroobant et aI,
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mOBtraram a indução de interferon e da enzima 2,5 oligonucleotí­

dio sintetase ap6s cêrca de 8 horas do tratamento com PDGF. Este

achado permitiu a formulação de um modelo para ação deste fator

Além de seu efeito mitogênico direto, PDGF age

também indiretamente estimulando a eritropoiese (Dainiak et aI,

1983) e a resposta de certas células T apresentadoras de antíge­

nos (Acre8 et al,1985). Ativa também a secreção de outros fatores

de crescimento (Clemmons et aI, 1981). ~ um vasoconstritor

ainda mais potente que anQiotensina 11 (Berk et aI, 1986) e

funciona como quimioatraente para células em cultura (Grotendorst

et aI, 1982; Seppã et aI, 1982).

Como FGF, PDGF também tem efeito pleiotípico.

Entre os efeitos mais imediatos de PDGF encontram-se a fosforila­

ção de resíduos de tirosina do seu receptor (EK et aI, 1982;

. foram

autores

de PDGF

Estes1985) .aI,et(Zullodescritosrecentemente

Cooper et aI, 1982 ; Nishimura et· aI, - -1982) ; alterações

morfol6gicas devido a pertubações do citoesqueleto (Bockus ~

Stiles, 1983); estimulação do metabolismo de fosfatidilinositol

(Habenicht et aI, 1981, Berri-<jge &..Irvi-ne, 1984); alterações do

transporte iônico (Laat el aI 1985) e aumento da incorporação de

precursores da síntese proteica e de RNA (Cockran et aI, 1981;

Stiles, 1983). A transcrição de alguns oenes é especificamente

induzida por PDGF (e fatores tipo PDGF como FGF) entre eles

destacam-se os protooncogenes c-myc (Kelly et aI, 1983) e c-fos

(M~ller et aI, 1984; Kruijer et-al,1984; Cockran et ai, 1984;

Greenberg ~ Ziff, 1984).

Efeitos mais tardios da ação
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onde os ~eneB precocemente induzidos (fos. myc e outros) seriam-- ---

desligados pelos ~ene9 tardios (fi-interferon) num "loop" auto-

regulat6rio.

1.4. Fusão conceitual: oncogenes e ~atores de

crescimento

A ação de fatores como FGF e PDGF levam células

Balb-3T3 que estão em repouso (GO» a se comprometer com um

pro~rama de transcriçâo que culmina com a divisão celular. Uma

sequência ordenada de eventos (Pledger et aI. 1977;' Stiles et' aI.

1979) ocorre dependendo da presença de dois tipos de

controladores representados por PDGF (presente no soro mas não no

plasma) e somatomedinas. atualmente chamados IGFs ("insulin-like

growth factors") presentes tanto no soro como no plasma. O

primeiro "sensibiliza" as células tornando-as "competentes" para

a divisão que só ocorrerá se os segundos (chamados fatores de

progressão) forem fornecidos. A meia vida do estado de

competência foi determinada como sendo de 18-20h (Singh et aI,

1983~ Stiles. 1983) su~erindo a participaçâo de mensageiros

estáveis. hip6tese confirmada elegantemente por. Smith L Sti~es

(1981) por fusão celular e corroborada por microinjeção de mRNA

purificado (Armelin et aI." 1985) mostrando que a "mem6ria de

competência" é dada por al~uns mensageiros relativamente

estáveis.

A hip6tese de "competência - pro~ressão" (Pledger

et aI 1977; Stiles et aI, 1979). permite visualizar FGF e PDGF
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como fatores que retiram as células de GO colocando-as na trilha

do ciclo celular (início de 01) enquanto EGF e IGFs atuariam,

re~pectivamente na primeira e segunda metades de Gl levando as

(FOF, PDGF) a nível molecular, começou a ser desvendado em 1983.

por fatores de competência e de progressão não se aplica apenas a

mecanismos de controle da proliferação podem ser comuns a

equivalentes

indicando que os

poderiam ser os

(1981) havia descrito um grupo de

é encontrado também para fibroblastos humanos

tipos celulares. Propriedades em comum, ao nível

1977; Larsson &. Coutinho, 1979)

poucos genes cujos produtos

proteínas especificamente induzidas por PDGF. Era razoável supor

de dados concretos para afirmar isto. Tornou-se claro porém que

mente induzidas por PDGF designando-as KC, JE, JB, etc (Cochran

o grupo de Stiles clonou sequências (c-DNAs) que são especifica-

induçao de protooncogenes myc e fos por fatores de competência

para flbroblastos e para linfócitos, discutido _mais adiante).

molecular, foram de fato encontradas mais recentemente (ver:

o mecanismo de ação de fatores de competência

PDGF, um regulador extracelular, induzia a expressão de uns

codificados. pelos genes induzíveis por PDGF mas não se dispunha

et aI, 1983). Pledger et aI

que estes produtos, detectados em gel bidimensional ap6s marcação
35

metab6lica com metionina S . , por Pledger et ai, {198l) eram

diveraos

célulaB 3T3

(Bright &. Gaffney, 1982) e para outros sistemas como linf6citos

Pardee, 1978). Este modelo de controle da proliferação celular

síntese de DNA (S) e divis~o celular (M) (Pardee, 1974; Yen &.

(l'lilner,

c~lulas até um ponto, sem retorno, de comprometimento total com a
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intracelulares de PDGF (20s. mensa~eir08). Outras informações

pertinentes, disponíveis na literatura, mostravam que: a) células

transformadas perdem o requerimento para PDGF (Balk, 1971; Scher

et aI, 1978); b) diversos tumores produzem um fator de

crescimento homólogo a PDGF estrutural e funcionalmente sugerin-

do como causa do crescimento anômalo um tipo de controle autócri-

no,hip~tese 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 começa com a interação fator-receptor e termina com a

divisão celular.

A primeira confirmação desta hipótese lançada por_

Stiles (1983) veio com a revelação de que a sequência de aminoá-

o produta,.ào_ oncogene v-sis de

eidos de PDGF (Devare
v-sis

encontrada. para p28- _ _

et aI, 1983) é homóloga
..

à sequência

virus

de sarcoma de simios, SSV (Doolittle et aI, 1983; Waterfield et

identificado com o onco~ene erb-B (do virus AEV causador de

-
aI, 1983). E outros dados se se~uiram: o receptor de EGF foi

eritroblastose aviárià) (Downward et aI, 1984); alto grau de

homologia foi descrito para e-fms (o onco~ene do vírus de sarco-

ma felino de Me Donough) e o receptor de CSF (Wcolony stimulating

factor"), um fator de crescimento do sistema hemopoi~tico (Sherr

et ai, 1985)~ O esforço conjunto de dois laboratórios sendo um de

fatores de crescimento (de C. Stiles) e outro de. oncogenes (de

P. Leder) levou à descoberta de que entre os ~enes induzíveis

por PDGF encontra-se o protoonco~ene c-mye (Kel1y et aI, 1983).
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Nesta ~poca já estavamos transfectando células

Ba1b-3T3 com oncogenes clonados (EJ-ras, v-src e o próprio C-myc)

com a finalidade de ver ae a expressão destes genes tornava

estas células independentes de PDGF, o que indicaria envolvimento

dos seus produtos na aç~o deste fator de crescimento. Utilizando

então uma construção de c-myc onde.o gene está sob a ação de um

promotor vira1 (MMTV) induzíve1 por glucocorticóides pudemos'

mostrar que a alta expressão de c-myc realmente torna células

Balb-3T3 parcialmente independentes de PDGF (Armelin et aI, 1984)

lançando o produto de c-myc como forte candidato a mediador

intracelular de PDGF. O fato da independência ser 'apenas parcial

e de já ter sido mostrado que havia um grupo {família)_de genes

induzíveis por PDGF (Cochran et aI, 1983) tornava imperioso

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 aI,

1984; Müller et aI, 1984; Cochran et aI, 1984). Confirmando a

previsão de Stiles (1983) alguns protooncogenes codificam para

fatores de crescimento (caso de sis/PDGF); outros codificam para

receptores de fatores de crescimento (EGF/erb B) e outros ainda

codificam para mediadores intracelulares da ação de fatores. de

crescimento (myc, fos).

~ possível- que o controle da proliferação de

células 3T3 por PDGF dependa da ação conjunta (cooperativa) dos

produtos destes 2 protooncogenes (e/ou outros genes já clonados

mas ainda não identificados). Cooperação entre produtos de

oncogenes para o estabelecimento do fenótipo transformado, tem
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sido encontrada para varios sistemas (Land et aI, 1983; 1986;

Cleveland et aI, 1986; Voot et aI, 1986). O controle da prolife­

ração e a subversão deste controle parecem depender do fino

balanço entre produtos (onco)oênicos reoulat6rios. Entender as

possiveis interações entre produtos de oncooenes e seus reflexos

no aparecimento da transformação maliona são os desafios que

tenho procurado enfrentar. No trabalho relatado nesta tese

focalizo as interações entre os produtos do oncogene v-fos e do

protooncooene c-myc, tendo em '-mente esclarecer o papel destas

proteínas na ação dos fatores de crescimento do tipo competência.
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2_ MATERIAL E M~TODOS

2_~_ Plasmídios e Bactérias

Todos os plaemídios são mantidos em HBI01.

MMTV-Xba-myc

I. Verma ~ T. Curran (Salk Institute, California) - pFBJ-2

incubação

transfor-

QentilmenteforamBQIII-p-FBJ-2

do, precipitado com etanol, ressuspenso em tampão de liQase

mar bacterias HB101_

o plasmídio BQIlI-p-FBJ-2 foi construído em nos-

A lista de plasmídios utilizados encontra-se na

so laboratório partindo de pFBJ-2 (Curran et aI J 1982). Ap6s

digestão total com BQIII, o fraQmento de 7.7 kb foi eletroluí-

P. Leder ~ K. Kelly (Harvard MedicaI School) -sondas de M13

R. WeinberQ (MIT, Boston) - pEJ 6.6

(50 mM Tris-Cl pH 7,6; 10 mM MQCI ;10 mM DDT; 1 mM
2

ATP). Após ad~ção de liQase de T4 (1 unidade~ DNA) e

por 2 h ~ 37 C, o DNA foi recuperado e utilizado para

P. Leder ~ T. stewart (Harvard MedicaI School) - MMTV-H3-myc e

P. Leder ~ H. Potter (Harvard MedicaI School) - pSV-neo
.7

T. Roberts ~ D. Kaplan (Dana Farber Cancer Institute) - HSV-neo

cedidos por:

Tabela I. Todos, exceto
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bactérias agora wcompetentesW são misturadas com 100-500 ng DNA

dilui-se a pré-cultura 1/100 em 400 ml meio LB-A e mantem-se sob

Culturas

é ressuspenso

cloranfenicol

incuba-se até o

é adicionada (lO mino a temperatura

utiliza-se o método de CaCI de MandeI ~ Hi~a, 1970.
2

em fase exponencial (OD - 0,3) crescendo em meio LB (10g
600nm

triptona; 5~ extrato levedura; 10 9 NaCI por litro são
o

resfriados à O C, centrifu~adas e o wpellet w de bactérias

Para transformar HB101 com DNA de plasmídioB,

e ressuspensas no mesmo tampão frio. Após uma hora estas

Colônias de transformantes (que cresceram em

Para preparação de DNA de plasmídio em grande

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

ressuspenso em 20 mM acetato de sódio pH 6,5;0,lM CaCI .
2

Após incubação por 20 mino no ~elo, as bactérias são coletadas e

tação) antes de plaquear amostras de diluição seriada em placas

EDTA). Lisozima (25 m~/ml)

placas LB-A) são usadas para prepara~ão de DNA de plasmídios e

agitação at~ OD - 0,6. Adiciona-se então
600nm

(170~/ml) para amplificar o DNA plasmidial e

dia se~uinte. Após coleta das bactérias o wpellet W

(1979) modificado. Prepara-se uma pré-cultura em meio LB-A;

para manter estoques ~licerinados (cultura exponencial em 40l
o

glicerol, mantida à -70 C).

escala, utiliza-se o método de lise alcalina de Birnboim ~ Doly

de agar-LB-A (meio LB contendo 50 g/ml ampicilina).

transformante e incubadas por 20 min no gelo. Em seguida
o

submete-se as bactérias a um choque térmico (2 .min, 42 C):
o

adiciona-se meio LB fresco e incuba-se à 37 C por 1 h {sem agi-
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2.2. Linhagens de células

A linhagem Balb-3T3 foi obtida do laborat6rio de

é feita por

antes de ser

plasmídios- -sãode

(30rlml)K

preparaçõesas-Todas

é coletado, ressuspenso em tampâo TE (10 mM Tris-

A purificação do DNA plasmidial

Estoques desta linhagem sâo mantidos congelados; a cada 6-8

muito pr6xima à população isolada por Aaronson-~ Todaro (1968).

(10~/ml) e proteinase

purificado em CsCl.

semanas ou a cada experimento de transfecção uma amostra é

descongelada. Re9istroB de cada cultura sâo mantidos cuidadosa-

C, 'Sti les (Dana Farber Cancer Insti tute. Boston) numa passagem

eletroforese dos produtos em gel de agarose. Alíguotas de DNA são
o

mantidas à -20 C.

precipitado

plasmidial) é precipitado com 0,6 volume de isopropanol. O

Cl pH 7,5; 1 mM EDTA). Este material pode ser tratado ou não

certificadas através de dia9n6stico com enzimas de restrição e

centrifugação em gradiente de CsCl segundo Maniatis et al,1982.

com RNase

ambiente e as bactérias lisadas por adição de 0,2 N NaOH; 1t

removidos por adição de 1 volume de 3M acetato de potassio pH

SDS (30 min no gelo). DNA de alto peso molecular e proteínas são

4,8. O precipitado é removido e o sobrenadante (contendo o DNA

mente.
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Tabela 11: LINHAGENS CELULARES

Balb-3T3

myc 7E

myc 9E

REF.

Aaronson ~ Todaro

Armelin et aI 1984

ArmeIin et aI 1984

DESCRIÇAO

Células de embrião de

camundongo.Parental

dos transfectantes.

Transfectante de

MMTV-Xba-myc •

Transfectante de

MMTV-H3-myc .

B22

B44

B47

EJ-A

esta tese

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 consiste de DME (meio de

Dulbecco) suplementado com lOl FCS (soro fetal bovino).

As culturas são mantidas em Qarrafas ou placas,

conservados em 10% DMSO no meio de cultura acima e mantidos em

genético.

1/40. Algumas placas recebem apenas DNA carregador (controle da

sonicado e

é mantida 1/20 ou

salmão(DNA decarregadorDNA15r

A mistura de DNA para cada placa é preparada de

ter:a

a Qeneticina G418); 20~ DNA recombinante contendo oncogene.

2.3. TransTec~ão de células Balb-3T3

Somente DNA plasmidial purificado em Cs Cl e

Note-se que a razão DNA marcador/oncogene

modo

seleção com G418) e outras recebem DNA carregador e marcador

desnaturado por calor); ljt.<J DNA marcador (contendo -o gene neo

que permite selecionar .os transfectantes com base na resistência

Culturas recém-descongeladas de Balb-3T3 são
5

plaqueadas (4-5xlO células/placa de 6 em ~)15-20h antes da

transfecção, em 10l FCS-DME.

o método que Graham ~ van der Eb (1973) desenvol­

veram para estudar a infectivtdade de adenov{rus baseia~se na

N liquido.
2

formação de um co-precipitado de DNA e fosfato de cálcio.

certificado por diagnóstico de restrição, é utilizado.

sob atmosfera de 5l CO - 95% ar.
2

Estoques de cada linhagem (ver Tabela I) são
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a e.ficiência da transfecção. ApDS.24 h.o butirato é removido e

O meio é então removido e as placas submetidas

é

aneis

trasfectanteslinhagens

à temperatura ambiente e

de

por 4 h para facilitar a formação do

h. Depois deste período as placas são

isolamento

As placas são mantidas em meio seletivo por 2-3

Para

normal por 0,5
o

à 37 C e 5% CO
2

(com renovação do meio a cada 3 dias) até o desenvolvi-

incubadas

gotejada nas placas as quais ficam

mento de colonias G418 - resistentes.

~

Ao cabo deste período cada placa é tripsinizada e

glicerol é removido e as culturas incubadas em 10% FCS-DME

meio seletivo até o congelamento de amostras.

precipitado.

r
colonias G418 bem isoladas são recolhidas com auxílio de

a choque de glicerol 15% em HEBS por exatamente 4 minutos. O

Na HPO anidro; 19/1 glicose; 5Q/1 tampão HEPES. Ap6s acertar o
2 4

pH para 7,1 o tampão é esterilizado por filtração). O precipi-

contendo 5 mM butirato de s6dio (Gorman, 1985) o qual aumenta

atmosfera

de clonagem, por tripsinização. Estas células são mantidas em

semanas

as culturas incubadas por mais 2 dias em meio fresco 10% FCS-DME.

seletivo (10% FCS-DME com 500f4/ml geneticina G418 da Gibco ou da

Sigma).

tado é formado por adição de CaC1 para concentração final
2

0,125M. Ap6s 20 min à temperatura ambiente, esta mistura é

A mistura de DNA (num volume máximo de 50~)

suspensa em 0,5 ml tampão HEBS (8Q/l NaCl; 0,38 g/l KCl; 0,lg/1

seu conteúdo subdividido na base de 1:5 em placas contendo o meio



posterior contagem do número de células. O conteúdo de cada placa

al~umas culturas são tripsinizadas e fixadas com formol para

contados todos no mesmo dia em contador eletrônico do tipo
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é preparado

é obtido da

Células

("fibroblast growth factor")

("epidermal growth factor")

24 poços (Costar, Estados Unidos) numa
2

células/em . No dia seguinte o meio é removi-'

EGF

FGF

2.4. Medidas do Crescimento de

nosso laboratório. O material utilizado nesta tese corresponde

mantidos congelados.

Estoques concentrados (em água e etanol, respectivamente) são

e gentilmente cedido por Angelo Gambarini e Paulo Lee Ho, do

a um "pool" de frações da coluna de carboximetil-Sephadex

2.5. Hormônios e Fatores de Crescimento

culturas subconfluentes são tripsinizadas para

Insulina e hidrocortisona são da Sigma Chem. Co.

Collaborative Research (Boston, Estados Unidos).

Coulter (Celm, São Paulo).

ou poço é coletado em 0,3 mltripsina; 0,6 ml PBSA e O~l ml

formaldefdo 37t para tubos Eppendorf que são armazenados e

diferentes composições. A determinados intervalos de tempo,

ou bandejas de
3

densidade de 5xlO

obtenç~o de uma suspensão homo~ênea de células em 5t FCS-DME. A

8uspensão é distribuida em placas de 35mm (Descarplast, Rio de

do e, após lavagem com PBS, substituído por meio fresco de

Janeiro)
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(Gambarini ~ Armelin, 1982).

A fonte de POaF ("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 maneira: Bolsas contendo "papa de plaquetas"

O material de 30-50 bolsas é misturado e centri-

brenadante é dializado extensivamente contra NaCI 0,15M,

cedidas pelo Banco de Sanoue do São Paulo.

a

por

(r) de

células

quantidade

e oentilmente cedido

alíquotas. Para determinar

unidade de atividade

para obter 50% de marcação (50t das

TGFJ foi preparado

Uma

com núcleos radiativamente marcados).

.
volumes do extrato (ou de urna diluição 1/10) são adicionados a

autoradioQrafia.

armazenado no congelador em

esterilizado por filtraçr10 em membrana Millipore (0,45/"') e

atividade mitogênica deste extrato de plaquetas, diferentes

extrato necessária

SS34 da Sorvall, 15 Krpm, 20 min) para eliminar detritos. O so-

cultura confluentes de Balb-3T3 em repouso e 5t plasma-DME
3

(bandejas de 96 poços). Timidina-~H~ é_incorporada entre 12 e _24

h ap6s a adição do extrato e as células processadas para

fugado (rotor GSA da Sorvall, 7 Krpm, 20 min) para coletar as

plaquetas. Ap6s lavaoem em 0,15 M NaCl, as plaquetas são
o

suspensas em 25 ml 0,15 M NaCl e congeladas (-20 C) até o dia

seguinte para lisar. Este lisado é então diluído 1:3 em 1,5 M
o

NaCI, aquecido à 80 C por 15 minutos e centrifugado (rotor

(concentrado de plaquetaB em plasma) vencidas são gentilmente
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ml/ poço).

A solução de 0,3% agarose em 10tplasma-DME é

(Balb-3T3) oU dos

sobre a camada de agarose 0,6t com pipeta-

Células da linhagem parental

(modi-f'icado).

de mamí~erosF sEgundo Chirgwin et al F 1979

2.9. Extração e Puri~icação de DNA e RNA de células

Uma suspensãobomogênea de células é obtida por

Hormônios e fatores de crescimento são adiciona-

Bandejas de 24 poços (Costar, Estados Unidos) são

(H.C.S. Armelin F não public.>

2.8. Crescimento de células em Suspensão de agarose

veram são contadas com auxílio de uma lupa.

dos ao meio líQuidoJo Qual é renovado a cada 2-3 dias.

Ao cabo de 15~20 dias as colbnias Que se desenvol-

tripsinização, diluída seriadamente em 10% plasma-DME líquido e

10t plasma-DME é adicionado (0,5 ml/poço).

aplicada (em l00;J)

dor Gilson.

então adicionada (Iml/poço). Após solidificação, meio líquido

forradas com uma camada de 0,6t agarose em 10% plasma-DME (0,5

alcalina é embebida em papel de filtro grosso, e o filtro é

lavado em TCA 5~etanol e acetona, s~co e contado) em líquido de

cintilação)no Cintilador Líquido para determinar cpm incorporado

em DNA/placa.
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em tubo de nitrocelulose contendo 2ml de 5,7 M CsCl em 25 mM

última

as culturas lavadas

é ressuspenso em H O
2

sonda de M13 (e9ta

é coletada com pipeta Pasteur

é raspado com lâmina de borracha

é ent~o removido,o meio

translation": b) "01 i901abelhf\g"; c)

Amostras de RNA ~ DNA são diluidas em TE para

medidas de A260 e raz~o A260/A280 para apreciação da pureza do

O DNA é dializado. tratado com HNase (20~/ml) e

proteinase K (3~/ml)J extraído com fenol/clorofórmio, precipi­

tado com etanol e redissolvido em 0.1 x SSC.

2.10. Sondas r~diativ~s de DNA

Três tipos de 90ndas foram preparadas por: a)"Nick

O lisado celular (máximo de 3ml) é então colocado

Qcossa e o RNA (sedimentado no fundo)

38Krpm) a banda de DNA (no topo)

estéril.

acetato de s6dio pH 5,0. Ap6s centrifuQaç~o (SW50.1; 17h;

lisadas por adiç~o de 2-3 ml de 4M isotiocianato de guanidina;

período as placas B~O lavadas com PBS estéril e as células

25 mM citrato de s6dio pH 7,0; 0,1 M p-mercaptoetano1. O

("policial") e transferido para a pr6xima placa.

conteúdo de cada placa

transfectantes são mantidas em placas de 15 em diâmetro em 10~

FCS-DME até atin9ir a confluência ou a densidade de saturação

com PBS e incubadas em 5% plasma-DME por 20-24 h. Ap6s este

correspondente.
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32
é descrita em 2.11.) utilizando ~ P dATP preparado no labo-

nos trans~ectantes

tamento.

Normalmente usa-se apenas insertos (de preferência

1980,

é

tem-se utilizado

preparar sondas por
8

10 dpm/

usado para

da express~oanálise

e 1984) foi

Para

Vogelstein (1983

White &.. Bancroft, 1982): amostras de RNA total, em 15 x SSC,

O fracionamento de RNA, feito em gel de agarose 1%

proteç~o da nuclease SI.

DNA purificado como descrito no item 2.9. é

A reação de "nick translation" foi feita como

2.11. Análise da integração e expressão de oncogenes

descrito em Maniatis et aI, 1982. "Dot blots" são feitos (segundo

seguido de hibridização do tipo Northern segundo Thomas,

gel de agarose, transferido para filtro de nitrocelulose ehibri-

gene de interêsse.

&..

contendo 2,2 M formaldeído e eletroforese em tampão MOPS é

hibridização do tipo Northern (g~is e "dot-blots") e ensaio de

zado segundo Southern (1975) para verificar a integração do onco-

correspondentes apenas à região codificadora do gene).

digerido com enzima de restriç~o (em geral Eco RI), fracionado em

"oligolabeling". A atividade específica usualmente
9

sg para "nick" e 10 dpm/ 9 para sonda de OLB.

rat6rio de J.C. Maia; M.H. Juliani e S.L. Gomes do nosso Depar-

descrito em Maniatis et al, 1982. O método descrito por Feinberg
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são previamente tratadas com formaldeido por 15 mino ~

o
65 C,

resultados.

(51 acrilamida: 8 M uréia). Após a corrida o gel é envolto em

Para o ensaio de SI (Ley et aI, 1982) uma sonda

100 rIm 1 DNA de timo.

Hibridização de RNA, fracionado em gelou aplicado

já para myc o ensaio de proteção da nuclease SI tem dado melhores

em "dots", tem funcionado bem para detectar a expressão de fOSi

então tratado com 85l formamida, misturado com tampão TBE e
o

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

formamida; 5 x solução de Denhardt; O,lt SDS; 5~ sulfato de

ra ambiente) e caça com 20 mM dATP frio (15 min, tempero amb)

o DNA é diQerido com uma enzima de restrição que cliva logo após
o

o inserto (Hind 111) por pelo menos 1 h à 37 C. O material é

dextrana e

em 10 1 de tampão contendo 10 mM Tris-Cl pH 7,5; 10 mM
o

MQCl; 50 mM NaCl. Após incubação ~ 65 C por 15 mino e
2

resfriamento lento até temperatura ambiente, a extensão do

do em M13, é preparada da seguinte maneira: 10-30 ng DNA de M13

"primer" é iniciada por adição 30 mM de dCTP, dGTP e
32

dTNP frios, 150 jWCi ~-PdATP e 10 unidades de DNA polimerase

de Klenow (fraomento orande). Após polimerização (1 h, temperatu-

recombinante são misturadas com 1 ng de "primer" de M13 (15 bp)

de DNA simples fita, correspondente a um fragmento do gene clona-

diluidas seriadamente 1:2 e aplicadas (em 100 jU) no aparelho

("minifold") da BRL contendo o filtro de nitrocelulose. Os fil­
o

tros são assados à 80 C por 2 h e depois hibridizados, com
32

sondas de DNA marcado radiativamente com P, em: 5 x SSPE; 50~
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corrida o gel é seco e exposto a filme de raio X.

tripsinizadas e as células reSBuspensas em DME (sem soro) numa

volume

com etanol e o
/

mistura fenol/cloroformio, precipitada

2.12. Medidas do po~encial ~umorogênico de células

Culturas em fase exponencial de crescimento são

localizar o fraQmento radiativo que ser~ usado como sonda. Este

pl~stico e exposto a filme de raio-X por alQuns minutos para

500 mM NaCl; O,ll SDS e 75l formamida. Após desnaturação (15
o

min, 75 C) a mistura é incubada por pelo menos 2h na temperatu­
o

ra adequada (58 C para o fraomento do primeiro exon de myc e

52o C para ~«- -microglobul ina) .

Logo após a hibridizaç~o, a nuclease SI é adicio-

nada (1000 unidades/amostra de RNA) e a reaç~o (em 0,3 M NaCl;

50.000 cpm) são então hibridizadas, em solução, com 10~ RNA

total na seguinte solução: 20 mM Tris-CI pH 7,5; 1 mM EDTA;

3MM em espectrOmetro de cintilaç~o_ Alíquotas da sonda (cerca de

ressuspenso em H· O. A radiatividade (Cerenkoff counts) é
2

determinada por contagem de alíquotas aplicadas a papel Whatmann

fraQmento é recortado do gel, eletroluido em TBE(por 2 h, 90 V)

precipitado em etanol usando t RNA como carregador, coletado e

precipitado, ressuspenso em formamida contendo corantes e
o

desnaturado por calor (2 min, 100 C) é aplicado a gel desnatu-

rante de sequenciamento (5l acrilamida, 8 M ur~ia). Ao final da

de

60 mM acetato de sódio pH 4,5; 3mM ZnSO e 10 Q tRNA)
o 4

incubada por 1 h à 37 C. Cada reaç~o é extraída com 1



são injetadas subcutaneamente no dorso de camundonQos Balb-c.

de Pesquisas sobre o Câncer ( São Paulo).

Oa camundonQos(USP) .QuímicaInstituto de

Os animais imunocompetentes utilizados provêm do

do

40

Biotério

imunodeprimidos do tipo "nude~ foram Qentilmente cedidos pelo Dr.

Ricardo Brentani e os experimentos conduzidos no Instituto LudwiQ

1 ~
concentração de 10 células/ml. Cerca de 10 célulaa (em 0,1 ml)
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3.1. Constru~ão de mutantes de cÉlulas Balb-3T3 por

Balb-'3T3 foram

(mYÇ + ~) _ Os plasmídios

G418 resistentes terem também

celular, células

e 2 introns numa construção que inclui o

Para estudar o papel dos oncogenes myc e fos no

da proliferação

(myc, fos) e duplos

integrado o oncogene de interesse.

Linhagens celulares de Balb-3T3 transfectadas com

A seleção baseou-se exclusivamente na resistência

introdu~ão de oncogenes clonados

Cotransfecção do marcador genético HSV-neo (fig.

1) e oncogenes, numa proporção de 1:20, foi adotado para aumentar

a geneticina G418 conferida pelo gene neo.

viral (forte); este plasmídio consiste do provírus inteiro do

transfectadas com oncogenes clonados visando gerar transfectantes

a probabilidade das colÔnias

utilizados estão esquematizados na fig.1. pFBJ-2 (Curran et aI,

vírus FBJ clonadono vetor pBR 322. O plasmídio MMTV-H3 l!!Y...c

1982) possui o oncogene viral v-fos sob ação do próprio promotor

com seus 3 exons

(Armelin et aI, 1984) possui o protooncogene c-myc de camundongo,

(Parks et aI, 1974; Stallcup et aI, 1979).

simples

controle

~ haviam sido geradas anteriormente (Armelin et aI, 1984,
r

1985). A eficiência de obtenção de colônias 0418 variava entre
-4 -3 2 3 r 6

10 e 10 , ou seja 10 - to colônias G418 /10 células/ g DNA.

expressão de c-myc induzível por hormônios glucocorticóides

promotor MMTV do vírus de tumor de mama murino, o que torna a
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PLASM íOIOS RECOMBI NANTES

EJ6.6 Kb)

R

IpSV7 - neo)

~
R

[HSV-neo]

~
R

B

PoliA
(TK)

SV40

EJ - ros

BR

~L.' ~)

R (LTR de Ha SV)

Neo (Tn 5)

~L-_
I PfOOm(;to r
R (SV 40)

ONCOGENES

(MMi-V -H 3 - c - mycl

~
~-~J~ex.onH2~exonH3~exonr--~

- I I r
Promotor X X amp

R (MMTV) . R

- gog pol env v-tos Ip FBJ-2-v-fos]

~ n~
R H (FBJ) Bg BO BO P (FBJ) H R

I

MARCADORES GENETICOS

Neo (Tn 5)

'~ ~IBgIIÍl~.pFBJ)

,I I LTR I I, LTR I ompr I
R H (FBJ) Bg P (FBJ) H R

FiQ. 1 Esquema dos plasmídios recombinantes utilizados para
transfectar células Balb-3T3. Refs. na Tabela I. Promotor~i

~pBR322; ampr genep-lactamase que confere resistência a
ampicilina. As letras correspondem a sítfos atacáveis por enzimas
de restrição: EcoRl (R); Xhol (X); Uind 111 (U); BglII (BQ);
PvuIl (P); Bam Hl (B).
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Para verif-icar se ,este ,efei to de pFBJ-2-v-fos

tabela 111). Entretanto, se as células são cotransfectadas com

A

para

foi

mesmoo

de colônias

contendo

resultantes da transfeçção de

7.8kb foi eletroeluída e o DNA precipitado com etanol e ressus-

para transformar bactérias HBI0l. Colônias transformantes, sele-

previsto através do mapa de restrição (Curran et aI, 1982) 3 ban-

confirmado usando outro vetor (pSV -neo)
2

marcador genético neo (Tabela IV).

v-fos e c-myc, este efeito de v-fos é contrabalançado e o
r

rendimento de colônias G418 passa a ter valores intermediários

Ao tentar gerar transfectantes de v-fos através da

penso em tampão adequado para ação de ligase. Ap6s recirculari-

zação da banda de 7.8 kb com ligase de T4, este DNA foi utilizado

cionadas pela resistência a ampicilina, foram utilizadas

era devido a v-fos ou a outras sequências virais presentes neste

cotransfecção de HSV-neo e pFBJ-2, verificou-se que o rendimen­
r

to de colônias G418 era drasticamente reduzido (fig. 2) e

preparar DNA de B9~~-PFBJ-2.

A Tabela V mostra os resultados de rendimento de
r

colônias G418. Como se pode observar, quando se utiliza

BgI-~-PFBJ-2, no qual a maior parte da sequência codifica-
fl

dora de v-fos foi eliminada, não mals se observa diminuição do

plasmídio, construiu-se o plasmídio Bg~A-PFBJ-2. DNA purifi­

cado de pFBJ-2 foi digerido com Bgl 11 obtendo-se, como

das (7,8; 1,6 e 0,6 kb) conforme mostra a figo 3. A banda de

(Tabela 111). pFBJ-2 diminui também o rendimento
r

G418 EJ-rae (Tabela 111).
r

interferência de pFBJ-2 com o rendimento de colônias G418



, ­.

(
~:, ..

Fig. 2 Colônias G418r obtidas por cotransfecç~o de células Balb­
3T3 com o marcador genético HSV-neo +/- oncogenes: a) apenas
HSV-neo; b) HSV-neo + pFBJ-2-v-tQs; c) HSV- neo +
MMTV-H3-c-~; d) HSV-neo + pFBJ-2-v-fos + MMTV-H3-c-myc. Em d
aparecem marcas dos anéis de clonaQem usadoB para remover alQumae
colônias.
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Tabela 111: A integraçâo de pFBJ-2 (v-fos> reduz o rendimento
r

de colônias G418) mas c-myc e EJ-ras contrabalançam este efeito.

HSV-neo 146 85 100

HSV-neo + pFBJ-2 (20 r> 14 3 S

HSV-neo + pFBJ-2 (40 r> 6 3 3

HSV-neo + MMTV-H3-myc 98 83 6S

HSV-neo+pFBJ-2+MMTV+H3-myc 44 42 43

HSV-neo+pEJ 6.6 - 179 190

HSV-neo+pEJ 6.6+pFBJ-2' - 53 63

Exp. 3Exp. 2Exp. 1

r
No. colônias G418 /placa

Plasmídios transfectados



genético neo.
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r
No. colônias G418 jplaca

225

50

Exp. 2

105

Exp. 1

353

525

pSV -neo + BQl~ pFBJ
7 11

pSV -neo + pFBJ-2
7

pSV -neo
7

Plasmídios transfectados

Tabela IV: O efeito inibit6rio de pFBJ-2 no rendimento de
r

colônias G418 é independente do vetor Que carreQa o marcador
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kbp

0.6-

Fig. 3 Constru~ç~o do recombinante Bglrr pFBJ com deleição
de parte da sequência codificadora de v-foa. DNA do plasmídio
pFBJ-2 (canais 1, 3 e 5) foi digerido com BQlrr (canal 1)
ou Hind rrr (canal 5) ou não digerido (canal 3). Como padrões de
peso molecular inclui-se DNA de fago digerido com EcoR1 (canal
2) ou Hind rrr (canal 4).



Tabela V: O plasmídio BOI ~ pFBJ, Que tem deleição na
11

sequência codificante para v-fos, não inibe a formação de
r

colônias G4.18 .

r
No. de colônias G4.18 /placa

48

Plasmídios transfectados

HSV-neo

HSV-neo + pFBJ-2

HSV-neo +. Bo 1 4 pFBJ
11

:J

Exp. 1

10

zero

8

Exp. 2

24.

6

39



zados.

Para verificar a integração de oncogenes ex6genos

myc e ~os nas linhagens trans~ectantes

•

•

49

de

(como myc7 E

20 c-myc e 9 duplos

3.2. Análise da integração e expressão dos oncogenes

Ao contrário dos transfectantes simples v-fos, os

Entretanto não foi possível contrabalançar o efeito negativo de p

r
número de colônias G418 , sugerindo, portanto que o produto

desenvolvimento das células e isolamento de linhagens (fig. 4).

e myc9E anteriormente isolados ~ descritos em Armelin et aI,

degeneração e morte celular. Empiricamente, verificou-se que a

Para geração das linhagens transfectantes, colô­
r

nias G418 foram clonadas e mantidas sob pressão seletiva até o

adição de extrato de plaqueta a estas culturas permitia o

extrato de plaquetas às culturas durante todo o processo de

transfectantes até então obtidos (Armelin et aI, 1984, 1985)
r

células de co16nias G418 transfectadas com pFBJ-2 apresentavam

transfectantes duplos (v-fos+c-myc) e simples c-myc

seleção com G418.

nos transfectantes utiliza-se o método de hibridização do tipo

dificuldades para crescer e alterações morfo16gicas, tendendo à

v-fos pode ser o responsável pelo efeito observado.

se cerca de 12 transfectantes v-fos,

congelamento de amostras. Ao contrário de todos os outros

1984) não têm nenhuma dificuldade para crescer. Até agora isolou-

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

FBJ-2 no rendimento de colônias G418 através da adição de
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ilustra-se a obtenção de uma sonda de 401 bases correspondente

(frag-

a mistura

fracionado

hibridizadaéque

possível distinguir transcritos de c-myc end6geno (iniciadoe em

Os resultados de expressão de myc por ensaio de sI e por

A expressão de myc é analisada através do ensaio

ao lo. exon do c-myc de camundongo. Na mesma figura encontra-se

hibridização do tipo Northern, podem ser vistos na figo 6. t

em solução. com a sonda preparada. Ap6s hibridização.

total de RNA. Amostras (10~) de RNA total (obtidas de culturas

confluentes mantidas em plasma por 24h) são ent~o hibridizadas,

com amostras paralelas de RNA como controle para a quantidade

em gel desnaturante (8 M uréia) de acrilamida. Na figura 5

é tratada com nuclease SI que é específica para ácido nucl~ico
~

de fita simples. O híbrido (protegido da SI) é desnaturado e o I
material analisado em gel desnaturante (8M uréia) de acrilamida.

logo após o fragmento de myc, o DNA é desnaturado e

a sonda de )3imicroglobUlina (960 bases)

mento de Klenow) e pelo menos um desoxunbonucleotídeo trifosfato
32

marcado com P . Após restrição com uma enzima que cliva o DNA

ção da sonda (descrita em Métodos) consiste em desnaturar o DNA

Southern (1975).

deste primer, a cadeia de DNA utilizando DNA polimerase

do tem funcionado melhor do que hibridizaç~o do tipo Northern.

de M13, juntar com "primer" especial de M13 e estender, à partir

Para o ensaio de SI utiliza-se uma sonda de fita simples

radioativamente marcada. Dispõe-se de fragmentos do protooncogene

c-myc (lo. ou 20. exon) de camundongo clonados em M13. A prepara-

de proteção da nuclease SI. Apesar de mais laborioso, este méto-
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liIlIiiIi myc
401b
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Fig. 5 Preparo de sondas de DNA simples fita para usar em
ensaios de SI. Os fragmentos dos genes c-myc (l~exon, camundon­
go) e ~2-microglobulina dão sondas de 401 e 960 bases, respecti­
vamente.
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northern A

a b c d
kb

.- -4.0••ot ..
~-2.4myc 1J'.!'" ~.-

B

"'Sl assay"

myc -- exog .
"-!!!!-~ ....endog-.- ......

r,2

123456789

.-.....
1 234

FiQ. 6 Expressão de myc analisada por gel de Northern (A) OU
ensaio de SI (B). Canal a: transfectante myc 7E induzido com
hidrocortisona; b-d: parental Balb-3T3 não nestimulada (b) ou
r~stimulada com PDGF por 0,5h{c) ou 3h (d). No ensaio de SI:
parental Balb-3T3 (canais 1-5) sincronizada em GO e n~o nesti­
mulada (canal 1, 4 e 5) ou tratada com PDGF por 3h (canal 2.3) ou
com hidrocortisona (canal 5) e o transfectante myc 9E (6-9) n~o

nestimulado (6) ou tratado apenas com hidrocortisona (7) ou com
hidrocortisona + EGF (8) ou apenas com EGF (9). Alíquota3 parale­
las de 10 Q de RNA total foram hibridizadas respectivamente com
a sonda de myc e a sonda de 2-microglobulina.
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seus pr6prios promotores PI e P2; em células Balb-3T3 iniciados

promotor MMTV do plasmídio MMTV-H3-myc utilizado para a obtenção

destes transfectantes). A fio. 6 mostra que: a) conforme descri-

é baixa em célulae que

preferencialmente de P2) dos transcritoB ex60enos

to anteriormente. a express~o de myc

(iniciados no
•a

-
I

estão em GO(parental não estimulada) e alta em célulae Bubmeti-

das a tratamento com PDGF por 3 h; b) o transfectante myc 7 E

tratado com hidrocortisona (hormônio que induz o promotor MMTV)

apresenta transcritos de aproximadamente 4kb correspondentes ao

myc ex6geno (apesar de myc 7E possuir apenas o 20. e o 30. exons

no myc ex6geno. a transcrição se inicia do promotor de MMTV o que

acarreta em tamanh-o maior-do - que o tranBcrit-o end60eno)--; c) o

transfectante myc 9E apresenta alta expressão constitutiva do myc

ex6geno. mas esta expressão é ainda maior quando a célula é

tratada com hidrocortisoma (superando a parental tratada por 3 h

com PDGF). Na figo 6 encontram-se também os resultadoe do eneaio

de proteção de SI com uma sonda de MI3 para p~-microolobulina.

um oene estrutural cuja expressão não é sujeita à reoulaç~o e

que. portanto. permite controlar a quantidade total de RNA na

amostra. Como se pode verificar os resultados obtidos com a sonda

de myc não são devidos a diferentes quantidades de RNA. Como

mostrado aqui e confirmando resultados anteriores. myc lE e myc

9E são transfectantes nos quais a expreBB~o do myc ex6ocno pode

ser modulada por hormônios olucocortic6ides.

Os resultados da expressão de myc no transfectante B47

encontram-se na fio. 7A. Como se pode verificar. células B47

apresentam baixo nível de expressão constitutiva de ~ I mas

,l
~

•

-
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Fig. 7 Expressão de ~ analisada por ensaio de Sl (A) e por
hibridização Dot-Blot (B). Célula parental Balb-3T3 (canal 1-3)
~stimulada com PDGF por 3h (1); não nestimulada (2); tratada com
hidrocortisona (3); transfectante duplo B47 (c-myc + v-fos) não
tratado (4) ou tratado com hidrocortisona (5). Em B. canal a:
transfectante com alta expressão de ~ end6Qeno; b e c parental
Balb-3T3 não ~stimulada (b) ou r~stimulada com PDOF por 0.5 h
(c); d: transfectante duplo B44 (c-myc + v-fo~) i e: tl-anBtectante
simples B22 (v-tos).
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este nível é significativamente aumentado quando as células s~o

tratadas com hidrocortisona. A figo 7B mostra que o transfectante

(géis e

~ importante

Northerndo tipohibridização

Para analisar a expressão de fos nos transfectan-

utilizou-se

lembrar que este RNA provem de culturas confluentes mantidas em

expressão de myc são usadas para medir fos.

tes

quando comparado com a parenta I n~o estimulada.

"dot-blots"). As mesmas preparações utilizadas para medir a

B44 apresenta expressão basal constitutiva significante de myc

meio contendo plasma (5t) por 24 h. Amostras (15 9) de RNA s~o

fracionadas em géis desnaturantes de agarose-formaldeído. Ap6s

é obtido por digestão com Hind 111 e outro de l,3kb Que corres-

utiliza-dos.: um~ _de 5,8kb que corresponde aoprovírus inteiro e que

8 e 9

sido

NIH-3T3

têmpFBJ-2

apenas a sequência codificante de v-fos e que é obtido

provoca indução da expressão do c-myc ex6geno na linhagem myc 7E

de 2,2 kb, correspondente' ao c-fos s6 aparece em células tratadas

c-fos é detectável, mas não tão expressiva em células

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

por "oligolabelling". Dois fragmentos de

por digestão comPVU TI e BgI"]I. Resul tados idênticos foram obtidos

não se detecta express~o constitutiva de c-fos. A express!o de

mostram claramente que: a) na linhagem parental A31, o transcrito

ponde

com PDGF por tempo curto (30 minutos) ou seja, nas células esti-

com ambas as sondas. Os resultados, apresentados nas figs

transferência, o filtro ~de-nitrocelulose é hibridizado com
32

sondas radioativamente marcadas com P por "nick translation" ou

,muladas com PDGF por 3 h ou tratadas com hidrocortisona por 24 h,
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Fig. 8. Expressâo- de tos- analisada por hibridizaç~o tipo
Northern. 1 e 2: duploS--transfectantes B44 (1) e B47 (2); 3:
transfectante simples myc 7E tratado com hidrocortisona; 4-5:
parental Balb-3T3não rcestimulada (4) ou rtestimulada com PDGF
por 0,5 h (5) e 3 h (6). Os transcritos de foa end6Qeno (2,2 kb)
e eXóQeno (3,4 kb) estão indicados.
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. ~., 3 4 5 6 7 8 ~
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.~ . kb-• " .• ....... ~ , -3.4
.... . . -2.2,

•

•

FiQ. 9 Expressão de, fos analisada por hibridizaç~o tipo
Northern. 1.e 2:células NIH-3T3 não ~stimulada5 (1) ou ~utimu­

lada com PDGF por 1 h (2); 3-5: parental Balb-3T3 n~o ~e~timula­

da (3) ou rrestimulada com PDGF por 0.5 h (4) e 3 h (5); 6 a 7:
transfectante duplo B47 não tratado (6) ou tratado com hidrocor­
tisona (7); 8: transfectante simples B21 (v-foa) i 9: tranDf~ctan­

te de ~J-ras não nestimulado.



não leva ao aparecimento de transcritos de c-fos nesta linhaoem;

c) nos transfectantes duplos B44 e B47, por outro lado, altos

níveis de um transcrito de 3,2 kb, correspondente a v-fos, sâo

detectados enquanto nos transfectantes simples de v-fos este

transcrito de 3,2 kb ou não é detectado ou aparece em níveis

baixíssimos. A expressão constitutiva de v-fos nos duplos

transfectantes é comparável aquela encontrada para c-fos na

linhagem parental super induzida por 30 min de tratamento com

PDGF.

As células B47 não induzidas por hidrocortisona

apresentam alto nível de fos ex6geno ao lado de um nível de c-myc

end6geno muito baixo e equivalente ao da célula parenta I n~o

estimulada. Esta verificação experimental permite responder uma

questão atual importante: fatores de crescimento induzem a

transcrição de c-fos (pico- aos 30 min) e de c-myc (pico ~s 3 h)

o que leva a supor que a proteína fos induzida seja mediadora

na indução de c-myc. Para testar esta possibilidade outros

autores usaram inibidores de-síntese de proteína, durante a

indução de c-fos e c-myc por fatores de crescimento (Greenbero e

Ziff, 1984). Mas os resultados foram ambíouos e estes autores

consideraram esta questão ainda aberta. Os resultados com B47

acima referidos resolvem a questão inequivocamente,pois mostram

que alta expressão de fos não leva necessariamente, a aumento da

expressão do c-myc end6geno indicando que o fator de crescimento

(PDGF ou FGF) induz expressão sequencial de c-fos e ~

independente um do outro.

oerarque foi possívelportanto,Conclui-se,
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FiQ. 10 MorfoloQia da célula Balb-3T3 parental (A) e ~eue

transfectantes simplea de v-foa (B) ou de c-myc (c) e duplo
~s+c-myc (D) em meio contendo 101 aoro. .
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ção morfolóQica de Balb-3T3. Mas a expressão constitutiva

concomitante destes dois genes leva ao aparecimento de transfor­

mação morfo16gica, possivelmente por efeito cooperativo dos

seus produtos.

3.3.2. Crescimento dos trans~ectantes em

substrato sólido: e~eito de hormônios e ~atores de cresci­

mento

Curvas de crescimento como as da fiQ.

11 mostram que o transfectante myc 9E que tem alta expressão

constitutiva de myc, é dependente de fatores presentes no 80ro

(e ausentes no plasma, como PDGF) o que confirma e estende dados

anteriores nossos (Armelin et aI, 1984). Como mostra a fiQ. 10

e conforme relatado na sessão 3.1, o transfectante B22 (v-tos)

s6 cresce se além dos 10% de soro, o meio for complementado com

extrato de plaqueta (que contém PDGF e outros fatores como TGF ~

e#) ..Sendo c-fos e c-myc induzíveis precocemente na ação mito­

gênica de PDGF, era importante verificar se a expressão constitu­

tiva simultânea destes dois genes tornaria as células capazes de

crescer no meio contendo plasma (pobre em PDGF) ao invés de Boro.

As curvas de crescimento para o transfectante duplo B47, mantido

em soro e plasma na ausência e na presença de hidrocortiaona,

são comparadas com as curvas obtidas para a célula parenta1 na

figo 12. Corno se pode verificar, o crescimento de células B47

em plasma, apesar de maior do que da célula parental, ainda ~

subótimo mesmo na presença de hidrocortisona, mostrando Que a

expressão simultânea de fos e myc não permite superar a nec~~bi--- --
dade de PDGF no meio. Nesta fiQ. 12 ilustra-se também o efoito de
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FiQ. 11 Curvas de crescimento da 1inhaQem parental Balb-3T3 (A)
e da linhagem transfectante myc 9E em lOl soro (0-0) ou lOl
plasma (.____).
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como em plasma).

ao meio

4
3 x 10de

é afetada por este hormô-

de 24 h e D
s

de hidrocortisona

T
D

adiçãoda

o efeito de hormônios e fatores de

nio, células B47 respondem a hidrocortisona (supostamente via

hidrocortisona no crescimento destas células. Ao contrário da

aumento na velocidade de crescimento (TD passa de 21,6 a 15,6) e
4

saturação (D ) que passa de 6,8 x 10 a 1,6 x
s

parental apresenta

contendo 5t soro. Conclui-se, portanto, que a expressão de myc e

célula parental que praticamente nao

ativação do promotor do MMTV-H3-myc exógeno) através de um

fos não garantem crescimento ótimo em meio carente de PDGF)mas

expressão elevada de ç-myc acelera o crescimento (tanto em soro

crescimento foi analisado por medidas de: a) número de células
3

após um período de crescimento ou b)-tomada de timidina H e

na densidade de
5 2

10 céls/cm. A
2

células/em independente

determinação da l núcleos marcados ou de radi~tividade incorpo-

rada em DNA.

Na . f ig-. 13 mostra-se o crescimento

do transfectante myc 9E em meio contendo 10l de plasma

suplementado ou não com hidrocortisona, EGF e PDGF. Como pode ser

visto, a célula parenta I não responde à hidrocortisona enquanto

em myc 9E o efeito deste hormônio é limitado)mas significante.

EGF tem um pequeno efeito na célula parental e um efeito dramáti-

co no transfectante myc 9EJmostrando que alta expressão constitu-

tiva de myc sensibiliza as células a EGF, resultado publicado

pela primeira vez por nós (Armelin et aI., 1984) e confirmado por

outros autores (Roberts et aI, 1985: Balk et aI, 1985: stern et
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aI, 1986). Ambas, parental e myc 9E , respondem a PDGF corrobo-

rando os resultados da figo 11. O crescimento do duplo transfec-

tante em plasma é apresentado na Tabela VI. Suplementação deste

meio com hidrocortisona acarreta em aumento de 2,5 vezes no nú-

mero de células; insulina não tem efeito algum seja isoladamente

ou em combinação 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 divisão celular). Pode-se verificar Que, Quando se submete

5l de plasma (Tab. VIII).

ve-se notar, entretanto, que o sinergismo entre insulina e hidro-

(Tabela

enquanto FGF

~quele encontrado para oé oposto

/
2 a 3 vezes na t nucleos marcados)

ambos. Este resultado

transfectante myc 9E que se mostra super-responsivo a EGF.

ao contrário da célula parental, B47 n&o responde a EGF seja

isoladamente ou em combinação com hidrocortisona, insulina ou

Os dados apresentados na TabelalX mostram que,

FGF têm um efeito sinergístico altíssimo (47 vêzes o basal). De-

resulta··~m moderado sinergismo. Por:outro lado hidrocQrtisona e

aumenta de 6 vezes. Combinação de insulina e hidrocortisona

VII) ,-hidrocortlsona e insulina. têm um efeito razoável por ~i s6

culturas quasi-confluentes de B47 a carência de soro

(aumento de

cortisona é muito dependente da âertsidade celularJnão ocorrendo

em células B47 superconfluentes submetidas a meio contendo
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Tabela VI: Crescimento do duplo transfectante B47 (myc + fos) em

5l plasma-DME suplementado ou não com hidrocortisona (100 ng/ml)

e insulina Of'<J/ml).

I.'

I,-,

Hormônio
adicionado

Insulina

Hidrocortisona

Ins. + Hidroc.

2 -4
No. de células/em (x 10 )

no 50. dia

2,0

2,1

4,8

4,6

No. Relativo
de células

1

0,9 - 1,1

2,4 - 2,6

2,5 - 2,7

"/(

"/( 3 experimentos independentes
3

No. de células no 10. dia após o plaqueamento = 3 - 4 x 10
2

células/em .
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células B47 (myc + fos) carenciadas para soro.

. Tabela VII: Atividade mitoQênica de hormônios (hidrocortisona,

3,3

1,4.

8,4.

4.,8

13;8

66,0

96,0

t ndcleos marcados

Soro

FGF

I: 1fIJ/ml:

FGF: 1 FJ/ml

Soro: 10l FCS

Adição

Insulina

FGF +-Ins.

Hidroc. + Ins.

Hidrocortisona

insulina) e fator de crescimento (FGF) em culturas confluentes de

Concentrações: H: 100 nQ/ml
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Tabela VIII: Atividade Mitooênica de hormônios (hidrocortisona,

insulina) e fator de crescimento (FGF) em culturas

super-confluentes de células B47 (myc+fos) mantidas em 5%

plasma-DME.

I núcleos marcados

Adição

Exp. 1 Exp. 2

0,5' 0,3

Hidrocortisona 1,2 1,6

Insulina 1-,5 1,2. .I

Hidroc. + Ins. 1,0 0,8

FGF - 50,0

Soro 93,0

Culturas mantidas até confluência em 12% FCS-DME, transferidas

para 4% plasma-DME por 24 h e restimuladas por 24 h com
3

incorporação de timidina- H nas últimas 12 h.

Concentrações: idem Tabela VII
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não com hormônios (hidrocortisona. insulina) e/ou fator de

Tabelas IX: Crescimento de células Balb-3T3 (parental) e B47

B47
(myc + fos)

de células/poçoNo. relativo

Balb-3T3
(parental)

5% plasma-DME

crescimento (EGF).

Suplementação do meio

(duplo transfectante ~yc+fos) em 5%-plasma-DME suplementado ou

1 1

Insulina 0,9 1
!

Hidrocortisona 0,9 2,4 I

EGF 2,7 1.3

Hidroc. + Ins. 0,9 2,3

Hidroc. + EGF 1,3 2,9

Ins. + EGF 1,7 0,8
7

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

Concentrações: idem Tabela VIII; EGF: 10 ng/ml.

Culturas mantidas em bandejas de 24 poços por 5 dias nos

diferentes meios. Níveis basais (em 5% plasma-DME sem
4 4

suplementação) correspondem a 1.9 x 10 e 2,3 x 10 células/poço

para, respectivamente Balb-3T3 e B47.
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3.3.3. CFescimento em suspensão de agaFose:

e~eito de horm6nios e ~atores de crescimento

Dos inúmeros parâmetros de cultura de

células, verifica-se que aquele que melhor correlaciona com o

potencial tumorogênico (capacidade de induzir a formação de

tumores s6lidos quando injetadas em animais) é a formação de

colônias em meio semi-s6lido (metocel, agar, agarose). A análise

dos transfectantes simples e duplos -mostra que apenas os duplos

transfectantes são capazes de crescer em suspensão. A Tabela X

mostra que a eficiência de plaqueamento de B47 em 10% soro e 0.3%

agarose é relativamente alta comparada com o transfectante B61

(EJ-ras) (respectivamente 17 e 29% das células plaqueadas formam

colônias macrosc6picas). Em meio contendo 10% plasma e 0,3%

agarose, as célulasB47 têm um crescimento reduzido (eficiência

de plaqueamento de 1-2% e colônias de tamanho bem menor). A busca

de condições 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) suplementação do meio apenas com

hidrocortisona provoca um aumento no número de células/colônia e

no número de colônias; b) EGF e insulina ou a combinação deles,

não tem efeito alQum; c) combinação de hidrocortisona com insuli­

na permite obter a mesma eficiência de plaqueamento obtida em 10%

soro; d) FGF, PDGF e TGF não têm efeito expressivo sobre o cres­

cimento em suspensão; PDGF tem até um estranho efeito deletério

em suspensão para o qual n~o se tem ainda uma explicação. Portan­

to, foi possível verificar Que a expressão constitutiva concomi­

tante de c-myc e v-fos torna as células (B47) independentes de

71
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FiO. 15 Crescimento clonal em suspensão de aoarOBe do transfec­
tante duplo myc+fos B47 em 10l plasma-DME Buplementado ou não com
hidrocortisona (H); insulina (I); EGF (E); FGF (F); PDGF (P);
TGF (T) ou 10l soro fetal bovino (8). 1n6culo: 500 células/poço.
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fatores de competência (FGF, PDGF) para crescimento em suspens~~

mas n~o para crescimento em substrato sólido.

3.3.4. Medidas do potencial tumorogênico

dos trans~ectantes

Como mencionado no item anterior, a

capacidade de formar colônias em suspens~o correlaciona bastante

bem com a capacidade de induzir a formação de tumores em animais.

A alta eficiência de plaqueamento de B47 em suspensão de agarose,

levou-nos a verificar se eram capazes de induzir a formação de

tumores em camundongos tratados ou não com dex~metasona (para

otimizar a-expressão de c-myc exógeno em B47).

Os resultados encontram-se na Tabela

XI. Como se pode verificar, em condições em que o transfectante

-__ de EJ-ras induz tumor em quase lOOl - dos animais injetados, B47

não é capaz de induzir a formação de tumores ou causar nenhuma

alteração anatomo-patolóQica visível, seja em animais tratados com

dexametasona ou não_tratados; Alguns destes animais foram acompa­

nhados por 6 meses sem alteração.

Conclui-se então que apesar da

expressão--constitutiva concomitante de c-myc e v-fos permitir o

crescimento em suspensão, ela não torna as células tumorogênicas.



al~uns por 6) meses sem nenhuma indicação de tumor.

7/8

0/8

0/7

0/2

0/4

0/4

0/3

No. animais com tumor/
No. animais infectados

+

+

Tratamento c/
dexametasona

Normal

Nude

Normal

Nude

Nude

Nude

Nude

Tipo de Animal
injetado

B61
(EJ-ras)
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animais que não desenvolveram tumores foram acompanhados por 3 (e

20 dias ap6s as injeções os animais injetados com B61 já

Dexametasona: 5~/animal a cada 3 dias.

apresentaram tumores volumosos e foram sacrificados. Os demais

Balb-3T3
(parental)

(transfectante de EJ-ras).

B47
(myc + fos) .

Tabela XI: Ensaio de tumoro~enicidade de células Balb-3T3

Linhagem
Infectada

(parental); B47 (transfectante duplo myc-fos) e B61
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DISCUSSÃO

tado pelo desenvolvimento da cultura de células "in vitro", um

defatoresclasse de

esta linhaQem constitui-se num

competência (FGF, PDGF).

por urnaé desencadeada

Os protooncogenes c-myc e c-fos são precocemente induzidos

o estudo do controle da proliferação celular foi possibili-

A entrada de células Balb~3T3 no ciclo celular (transição

marco decisivo na sua evolução tendo sido o isolamento da linha-

em Armelin ~ Armelin (1986)

gem 3T3 (Aaronson ~ Todaro,1968). Conforme discutido extensamente

excelente paradigma de células normais, pois tem seu crescimento

fortemente regulado por efetuadores extracelulares.

crescimento, os fatores de

GO / Gl)

na ação de fatores de competência (Kelly et aI, 1983; GreenberQ

cultura.

corno promotor da transcrição de c-myc. Esta quest~o foi atacada

em

".protelca)

trazem urna

continua

tesedescritos nestaresultadosOs

mas os pr6prios autores concluíram que a QUeBt~o

~-Ziff .. 1984; Müller et aI, 1984; Cochran et aI, 1984; Kruijer et

O fato da expressão de c-fos preceder a de c-myc na ação de

. .
possível mediador intracelular do sinal mitoQênico dado por PDGF

contribuição para esta Questão: no duplo transfectante B47

por Greenberg et aI (1986) usando inibidores de síntese

gene abole parcialmente o requerimento para PDGF no meio de

aberto.

PDGF, motivou a idéia de que o produto de c-fos aQisse, em trans,

aI, 1984). Um destes protooncoQenes (c-myc) foi apontado corno um

(ArmeI in et aI, 1984.) uma vez que a expressão const i tut i va de-ste
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convivem uma alta express~o constitutiva do v-fos ao lado de uma

baixa expressão do c-myc end6oeno (note-se que o c-myc exóoeno

praticamente não é detect~vel a não ser quando induzido ·com

hidrocortisoma). Estes resultados mostram que a alta express~o

de fos não leva necessariamente ~ indução de myc e suoerem que o

produto de fos (induzido precocemente por PDGF) n&o é o

respons~vel direto pela onda de expressão de myc que ocorre 1 a

2 horas depois.

Flutuações nos níveis de myc e fos têm sido associadas com-- --
os processos de divisão e diferenciação celular. Trabalhos

recentes (revistos em Müller, 1986 e Armelin ~ Armelin, 1986)

apontam para correlações de· aI to· nível de myc com proorama

proliferativo e alto nível de fos com diferenciaç~o celular,

entretanto o quadro est~ apenas começando a ser esboçado.

Evidências-de Que alta expressão de myc sinaliza divisão

celular são: a) myc é induzível, em fibroblastos, por fatores de

crescimento (PDGF, FGF, EGF) e em linfócitos por agentes

mi tooênicos (LPS, lectinas, etc) (Kelly at aI, 1983; Greenbero ~

Ziff, 1984; Müller et aI, 1984; Kruijer et aI, 1984) mas Bravo et

aI (1985) mostraram que tanto as células parentais A431 (que são

inibidas por EGF) ·como variantes resistentes a EGF têm myc e fos

induzido com idêntico padr~o; b) alta expressão de myc alivia o

requerimento de pnGF no meio de cultura (Armelin et aI, 1984) e

induz divisão celular quando microinjetado (Kaczmarek et aI,

1985); c) myc é induzido na reoeneração de fíoado que ocorre

após hepatectomia parcial (Makino et aI, 1984) e na proliferação

de macrófaoos induzida por M-CSF, o fator de crescimento destas

~ "
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células (Müller et aI, 1985); d) alta expressâo de myc é

encontrada em células quimicamente transformadas, em linfomas,

leucemias e alQuns tipos de carcinoma (Campisi et aI, 1984) e

aumenta a expectativa de duraçâo de culturas prim~rias de

camundonQo, daí myc ter sido classificado como um oncogene

imºrtª~izante (Land et aI. 1983; Ruley, 1983). Trabalhos recentes

(Goudeau et aI, 1986; Taylor et aI, 1986) mostram que na

segmentação do ovo de anfíbios (Xenopus) onde o ciclo celular

é muito curto (minutos) e não corresponde às fases do ciclo

celular no adulto (horas) a expressão de myc não correlaciona com

a velocidade da divisão celular. H~ indicações também de que

di~inuição da expressão de .. myc sinaliza· diferenciação celular

(Reistma et aI, 1983; Jonak ~ KniQht, 1984; Einat et aI, 1985;

Muller et aI, 1985; Prochuwinick et aI, 1986; Dmitrovsky et aI,

1986).

O produto de fos tem sido associado tanto com crescimento

como com diferenciaçâo. Dois arQumentos fortes para o

envolvimento deste oncoQene com proliferação são: a) expressão de

fos é induzida por fatores de crescimento; vale aqui, porém a

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

expressão de fos, através de um anti-mensaQeiro, leva a inibição

da divisão celular (Holt et aI, 1986). Duas linhas de investiQa­

ção implicam fos na diferenciação: medida8 da expressão deste

gene em sistemas que e8tão diferenciando sob ação de alQum aQente

e diferenciação induzida por tran8fecção de fos. Assim, alta

expressão de fos foi encontrada para diversas linhaQens do

sistema hemopoiético que diferenciam sob ação de aQente viral

=

=•
I

j
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destes

~ diferenciaç~o

O racional

1985; Wagner ~ D'Amore, 1986).

pelo Tn5).

Os dados referidos acima, outros da literatura e nossos

Para estudar o papel dosoncoQenes myc e fos e da interação

diferenciaç~o) (Togari et aI,

perfeita e um exemplo disto é o fato de fos ser induzido por

geneticina G418 (conferida

genes myc e fos e as relações quantitativas entre: o produto des-

Kruijer et aI, 1985; Conscience et aI, 1986). A introduç~o de

entre eles na ação mitogênica de PDGF e na transformaç~o maligna·

construímos transfectantes simples e duplos (expressando apenas

Além disso Mitchell e co~s. (1986) mostraram que a expressão de

pr6prios resultados sugerem que a expressão ou não dos protoonco-

c-fos não é nem suficiente nem necessária para uma linhagem do

EGF (e por FGF e PDGF também) em células cromafínicas PC12) mas

não induzir diferenciação (enquanto FGF induz ambos fos e

et aI, 1984; 1985; Mitchell et aI, 1985; Greenberç et aI, 1985;

NGF-fator d~ crescimento de nervo) (Gonda ~ Metcalf, 1984; Müller

destas células (Müller et aI, 1984). Mas a correlaç~o n~o é

v-fos em células F9 de teratocarcinoma leva

tumor TPA, dimetilsulf6xido, derivados de vitamina D, interferon,

tesqenes.e deles com outros produtos gênicos, constituem-se nos

sinais moleculares que determinam o caminho que as células vão

(FLV-Friend Leukemia Virus); químico ou bioquímico (promotor de

uma seleção neutra, baseada exclusivamente na resistência a

fecç~o destes genes com o transposon Tn5 bacteriano para garantir

um ou ambos os Qenes) de células Balb-3T3. Adotou-se cotrans-

sistema hemopoiético diferenciar em macr6fagos.

seguir nos processos de ontogênese e morfogênese dos tecidos.
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A tumorogênese ou outros produtos

O papel de myc e fos na transformaç~o maligna foi atacado

produto na célula eliminar (total ou parcialmente) a necessidade

Os transfectantes simples de myc foram obtidos (Armei in,

gênico, um papel na aç~o de PDGF, se a presença contínua deste

experimentos baseia-se em atribuir, a um determinado produto

escolhido para oerar os transfectantes de fos por ter v-fos sob

nos processos que levam

express~o constitutiva de v-fos nos transfectantes simples levou

oncooene de camundongo é dirigido pelo promotor de MMTV, o qual

ao meio ou por cotransfecç~o -de myce fos. Estes dados apoiam a

de myc e fos leva A transformac~o morfol60ica e aquisição da

diferenciar .

células continuam sendo incapazes de induzir a formaç~o de tumor

a alterações morfológicas-que lembram células que estão em crise

a aç~o de um promotor viral forte. Para nossa surpresa, a

gênicos s~o necessários para complementar a aç~o deles.

de fos n~o acarreta em transformaç~o morfol6gica nem torna as

é induzível por Olucocortic6ides. O plasmídio p FBJ-2 foi

capacidade de crescer em suspens~o mas não ~ malignidade pois as

de se adicionar PDGF ao meio de cultura.

1984) por introduç~o do plasmídio MMTV-H3-myc no qual o proto-

diretamente. Verificou-se que a expressão constitutiva de myc ou

quando injetadas. Portanto, ou estes genes n~o estão envolvidos

células tumorooênicas. Já a express~o constitutiva concomitante

efeito pode ser contrabalançado por adiç~o de extrato de plaqueta

(de senescência) ou em processo de diferenciaç~o terminal. Este

hip6tese de envolvimento destes oenes na decisão: dividir ou
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Cooperação entre produtos de onco~enes no estabelecimento

da transformação maligna tem sido relatada na literatura (Ruley,

t'

1983; Land et a1
7
1983; 1986; Vo~t et aI, 1986; Cleveland etal,

Estudos de complementaç~o levaram Weinbero ~ cols. (Land1986) .

et al,1983; 1986; Parada et aI, 1984 e Ruley1983) a, . conclus~o

.1/.•
•
•

de que 2 oncogenes são necessários para a transformação neoplási-

PyMT e vários outros). Propusemos uma interpretação alternati-

os reguladores naturais do ciclo celular com alterações na compo-

senescênciaem-imortalização e

FBR-MSV contém ainda uma seQuencia (fox) considerada oncogênica

formação de prolongamentos nervosos (Bar-Saoi ~ Feramisco, 1985).

No caso de fos é importante lembrar que existem 2 retroví­
fos

rus que carregam fos: FBJ-MSV Que codifica para p55 e FBR-MSV
--- gag-fos

que codifica para uma proteína de fusão p75 . Além disso

produto gênico- pode atuar

Wilkie. 1984; Vennstrom et aI, 1985; Keath et aI 1984) e para
ras )

fós-(Jenuwein-et aI, 1985) . Da mesma forma p21 , associad~ até

recentemente apenas com transformaç~o maligna, desencadeia

a imortalização como a transformação neoplásica. De fato diversos

quando microinjetada em células cromafínicas PC12 levando-as ~

1984; Feramisco et aI, 1984; Mulcahy et aI, 1985) e diferenciação

divisão celular quando injetada em fibroblastos (Stacey ~ Kung,

trabalhos recentes mostram que, dependendo das condições. o mesmo

imortalizantes (myc, ElA, PYLT); b) transformantes (ras, EIB,
--'- - -- -- --

conforme mostrado para myc eras (Land et aI, 1986; Spandidos ~

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

va (Armelin ~ Armelin. 1986) na qual produtos de oncogenes seriam

sição e/ou relação estequiométrica entre eles podendo. levar tanto
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também.

o Qrupo de Milllei (Jenuwein et aI, 1985; MUller, 1986)
.l"
Ii

estudou a participação do oncogene Íos'na imortalização e trans-

formaçâo de fibroblastos de camundongo (MEF, cultura primária)
~

II
através de infecçâo viral (FBJ ou FBR) e de transfecçao com plas-

mfdiosreco-mbinantes·carregando ·os·v-oncs de cada vírus. Estes

autores verificaram que: a) plasmídios recombinantes contendo o

tanto vírus como o recombinante de FBR transformam as MEF dando

e o vírus FBJ só transforma se a infecção for feita simultanea-

'1

I

~J

anãomasdiferenciação)ou('senescênci a

Apesar das diferenças entre as sequências de FBJ-fos e

A análise comparativa dos transfectantes simples e duplos

mento tanto em monocamada como em suspensão permitiu obter

transformaçâo maligna. Além disso verificamos que pFBJ-2 não

induz a formaçâo de focos em Balb-3T3 enquanto uma construção de

influenciando a atividade biol6gica de fos no FBR.

morfológicas

mente com um vírus Whelper W, MuLV. Nosso resultados concordam

FBR (pFBR-I) forma claros focos na mesma célula (resultados

não publicados).

1984; Verma, 1986) é muito provável que o oncogene fox esteja

com relaçâo aos requerimentos de hormônios e fatores de cresci-

focos característicos; c) o·reGomb~nante de FBJ não transforma

subcultivadas indefinidamente enquanto as de FBJ senescem; b)

FBR-fos e entre seus produtos gênicos (van Beveren et aI, 1983;

gene neo e os provírus de FBR ou de FBJ permitem a formação de
r

colbnias G418, mas as colônias provenientes de FBR podem ser

'-com estes uma vez que mostramos que fos de FBJ leva a alteraç~es



informações importantes sobre o papel dos produtoa de myc e fos

na ação mitogênica de PDGF.

utilizando o critério de independência em relação a PDGF,
I•

controle da divisão celular. Uma demonstração elegante disto é

fos confere às células independência de PDGF para crescimento

I

I

únicos

preciso~

dispensando,máximo,

Estes resultados mostraram

em monocamada.

PDGF.

crescimento

~permite_ crescimento

a presença deportanto,

mediadores intracelulares de PDGF para crescimento em suspensão)

expressão de myc) e insulina (que atua como os fatores de

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

mas certamente outros produtos gênicos (induzíveis ou não por
(,

fatores de crescimento) estão envolvidos na ação deste fator de

competência para

progressão IGFs)

o substrato de apoio e a organização do complexo superfície

diferencialmente sobre a proliferação destas células dependendo

contendo 10% plasma apenas com hidrocortisona (que garante alta

1981; O'Neil, 1979, 1986) . Aliando o enfoque bioquímico à

claramente que os produtos de myc e fos podem ser os

repouso quando mantido em monocamada e meio contendo plasma .

em suspensã~mas não em monocamada. As interações da célula com

dada pelos trabalhos de Folkman ~ Moscona (1978; Salomon et aI

celular-membrana-citoesqueleto desempenham importante papel no

verificou-se que a expressão constitutiva concomitante de myc e

. Por outro"lado, em suspensão de àgarose, suplementação do meio

delas est-arem aderidas :~à superfície: ou em suspensão (Armelin ~

. utilização de mutantes regulat6riosdalinhagem C de glioma de
6

rato chegamos a conclusão que hormônios glucocorticóides atuam
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distinguir então, entre os genes de competência, aqueles

relacionados apenas com crescimento em substrato sólido J:t
porque seus produtos devem participar da transdução do sinal

mitogênico de PDGF através de uma rede altamente organizada de

fibras (superfície celular/citoesqueleto) a qual não está presen-

te em células em suspensã~.

Verificou-se que hidrocortisona estimula a proliferação de

B47 tanto em monocamada como em suspensão. Este resultado confir-

contraprova disto é o alto sinergismo observado entre hidrocor-

tisona e FGF (fator de competência que desencadeia a expressão de ~

um conjunto de genes). I
~

Mostramos pela primeira vez (Armelin et aI, 1984) e outros

myc no processo de divisão celular.

11
f

Umasão necessários.mediadores intracelulares

o efeito conjunto de hidrocortisona e insulina também foi

para crescimento em suspensão (exigindo especificamente os

ma e estende dados anteriores (Armelin et aI 1984) que implicam

autores confirmaram (Roberts et aI, 1985; Balk et aI, 1985;

classificado estritamente como fator de progressão uma vez que

Sorrentino et aI, 1986) que a alta expressão de myc sensibiliza

dependente da densidade foi observado para B47 crescendo em

as células a EGF. Ao contrário dos IGFs, EGF não pode ser

da outros

diferente em monocamada· e'suspensão: um sinergismo moderado e

expressão de myc e fos torna as células totalmente competentes

fatores de progressão IGFs mas não EGF) enquanto para monocama-

substrato sólido; enquanto sinergismo acentuado (quase 50 vêzes)

-- ~corre em,~suspensão. Estes Fesultados mostram novamente que a
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a) tem um certo potencial mitogênico na ausência de outros

expressão de c-fos e c-myc embora em menor extensão que 05

I1,(Carpenter ~ Cohen, 1979. Liboi et aI, 1986); b) induz afatores

fatores de competência PDGF e FGF (Müller et aI, 1984; Bravo et

aI. 1985). Um resultado totalmente inesperado foi de que o duplo

ação.

a perda deé devido

é sensibilizado como até perdeu atransfectante B47 não s6

as possíveis causas para isto - se

receptores na membrana ou a algum mediador intracelular de sua

resposta a EGF. Não se tem elementos para fazer afirmações sobre



celular.

l ~~ ~
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e duplos(c-myc ou v-fos)

SUH~RIO E CONCLUS5ES

capacidade de crencer em sUBPcns~o.

6timo em suspens~o apena5 na presença de fatorea de proQrcs-

tumoroQênico;cmbora leve a transformação morfo16Qica e

s6lido e totalmente para crescimento em suspensão.

são IGFs.

PDGF não deve ser atribuído a uma relação causa - efeito.

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

mente p requerimento de PDGF para crescimento em substrato

sim ~ morte celular (senescência/diferenciaç~o).

o efeito dos oncoQenea myc e fos na aç~o mitoQênica de

transdução do sinal mitoQênico de PDGF pois abolem parcial-

5) A expressão concomitante de c-myc e v-fos Qarante crescimento

2) Alta express~o·de v-fos n~o induz a expressão de c-myc;

6) Alta expressão de c-myc e v-fos não determinam potencial

3) A expressão de v-fos não leva ~ transformação de Balb-3T3 mas

análise dos transfectantes simples

seleção dos transfectantes por resistência a Qeneticina G418. A

4) Os produtos de c-myc e c-fos são componentes do sistema de

(c-myc+v-fos) permitiu cheQar as seQuintes conclusões:

através da Qeração de mutantes de células Balb-3T3 por cotrans-

1) Indução da expressão de myc leva a aumento da proliferação

POGF e no estabelecimento da transformação maliQna foi estudado

fecção de v-fos e c-myc e um marcador Qenético (neo) que permite
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