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RESUMO 

 

VITORINO, F. N. L. Análise em larga escala global e de compartimentos celulares 

utilizando abordagens proteômicas e moleculares para avaliar o efeito antiproliferativo 

de FGF2 em células Y1. 2022. 206f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) – Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2022. 

 

O fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF2) apesar de induzir proliferação celular em 

diversos contextos, inibe irreversivelmente a proliferação de células tumorais com o oncogene 

k-ras superexpresso, como nas células Y1, na transição G2/M do ciclo celular. Para entender 

melhor o mecanismo molecular induzido por este fator, objetivamos entender como o proteoma 

da célula está respondendo a esse estímulo. Propusemos analisar por proteômica quantitativa 

as alterações induzidas por FGF2, no extrato total, na cromatina, nucléolo e nos loci de rDNA. 

No proteoma total, mais de 2900 proteínas foram quantificadas, indicando que os termos 

associados ao metabolismo, processamento de RNA, replicação e transcrição estão 

enriquecidos entre as proteínas diferencialmente expressas no estímulo com FGF2. A análise 

da rede reguladora de transcrição indica os membros de AP-1 (principalmente FosB), como 

reguladores principais da sinalização de FGF2. A expressão de JunB começa após 1 h do 

estímulo com FGF2 e atinge o pico após 5 h, a expressão de FosB após 3 h a 24 h, com pico de 

3 h a 8 h. Ambos os níveis de abundância dessas proteínas dependem do receptor do fator de 

crescimento de fibroblastos (FGFR) e da sinalização src. O knockdown de JUNB e FOSB não 

resgata as células da parada de crescimento induzida por FGF2; no entanto, o knockdown do 

FOSB resgata as células do atraso na replicação do DNA, indicando que a abundância do FOSB 

está subjacente ao atraso na progressão da fase S. No proteoma da cromatina, mais de 5000 

proteínas foram identificadas, sendo mais de 300 proteínas down reguladas após o estímulo 

com FGF2 por 24 h, incluindo diversas proteínas associadas a RNA polimerase II. Foi 

demonstrado uma modulação da transcrição global pelo estímulo com FGF2, através de ensaio 

de run-on, apresentando efeitos opostos em tempos curtos e longo de estímulo. No proteoma 

nucleolar, mais de 1200 proteínas foram identificadas, indicando que termos associados a 

transcrição, processamento de rRNA e biogênese de ribossomos estão enriquecidos entre as 

proteínas diferencialmente expressas por FGF2. Diversas proteínas pertencentes a complexos 

remodeladores da cromatina estão diferencialmente expressas no nucléolo após o estímulo com 

FGF2, sugerindo uma modulação do estado transcricional do rDNA. Foi identificado aumento 

nos transcritos de rRNA imaturo após o estímulo com FGF2 por 24 h, podendo ser um indício 

de aumento da transcrição ou da atividade da RNA Polimerase I. No entanto, os ribossomos 

maduros parecem não estar sendo afetados e há uma desorganização nucleolar, observada 



 
 

através da dispersão da marcação da fibrilarina, após o estímulo com FGF2. No proteoma dos 

loci de rDNA, 556 proteínas foram identificadas, sendo 27 diferencialmente expressas após o 

estímulo com FGF2. Dentre essas proteínas destacamos as proteínas Nolc1 e Tcof1, que dentre 

outras funções, participam do processamento do rRNA, principalmente no que concerne a 

modificações pós-transcricionais de rRNA, e modulação dos ribossomos. Em conjunto, esses 

resultados demostram que o estímulo antiproliferativo de FGF2 dispara alterações 

transcricionais importantes, desde a superativação de genes de reposta imediata, até a 

modulação do principal sítio de transcrição celular, o nucléolo, modulando diretamente o 

rDNA.  
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ABSTRACT 

 

VITORINO, F. N. L. Large-scale global and compartmental cellular analysis using 

proteomic and molecular approaches to assess the antiproliferative effect of FGF2 on Y1 

cells. 2022. 206p. Ph. D. these (Biotechnology) ‐ Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2022. 

 

Fibroblast growth factor 2 (FGF2), despite inducing cell proliferation in several contexts, 

irreversibly inhibits the proliferation of tumor cells with the k-ras oncogene overexpressed, as 

in Y1 cells, in the G2/M transition of the cell cycle. To better understand the molecular 

mechanism induced by this factor, we aim to understand how the cell's proteome is responding 

to this stimulus. We proposed to analyze by quantitative proteomics the alterations induced by 

FGF2, in the total extract, in the chromatin, nucleolus and in the rDNA loci. In the total 

proteome, more than 2900 proteins were quantified, indicating that the terms associated with 

metabolism, RNA processing, replication and transcription are enriched among the 

differentially expressed proteins in the FGF2 stimulus. Analysis of the transcriptional 

regulatory network indicates members of AP-1 (mainly FosB) as major regulators of FGF2 

signaling. JunB expression starts after 1 h of FGF2 stimulation and peaks after 5 h, FosB 

expression after 3 h to 24 h, peaking at 3 h to 8 h. Both levels of expression of these proteins 

depend on fibroblast growth factor receptor (FGFR) and src signaling. JUNB and FOSB 

knockdown does not rescue cells from FGF2-induced growth arrest; however, FOSB 

knockdown rescues cells from delayed DNA replication, indicating that FOSB expression 

underlies the delay in S-phase progression. In the chromatin proteome, more than 5000 proteins 

have been identified, with more than 300 proteins downregulated after stimulation with FGF2 

for 24 h, including several proteins associated with RNA polymerase II. A modulation of global 

transcription was demonstrated by stimulation with FGF2, through a run-on assay, showing 

opposite effects in short and long stimulation times. In the nucleolar proteome, more than 1200 

proteins were identified, indicating that terms associated with transcription, rRNA processing 

and ribosome biogenesis are enriched among the proteins differentially expressed by FGF2. 

Several proteins belonging to chromatin remodeling complexes are differentially expressed in 

the nucleolus after stimulation with FGF2, suggesting a modulation of the transcriptional state 

of rDNA. An increase in immature rRNA transcripts was identified after stimulation with FGF2 

for 24 h, which may be an indication of increased transcription or RNA Polymerase I activity. 

However, mature ribosomes seem not to be affected and there is nucleolar disorganization, 

observed through the dispersion of the fibrillarin label, after stimulation with FGF2. In the 



 
 

rDNA loci proteome, 556 proteins were identified, 27 of which were differentially expressed 

after stimulation with FGF2. Among these proteins, we highlight the Nolc1 and Tcof1 proteins, 

which, among other functions, participate in the processing of rRNA, mainly regarding post-

transcriptional modifications of rRNA, and modulation of ribosomes. Taken together, these 

results demonstrate that the antiproliferative stimulus of FGF2 triggers important 

transcriptional changes, from the overactivation of immediate response genes, to the 

modulation of the main cell transcription site, the nucleolus, directly modulating rDNA. 

 

Keywords: FGF2. Proteomics. Chromatin. Transcription. Nucleolus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

1. INTRODUÇÃO 

1.1.  FGF  

 Os FGFs (Fibroblast Growth Factors) fazem parte de uma família de fatores 

mitogênicos que compreendem 23 membros em mamíferos, entretanto apenas 18 funcionam 

como ligantes de receptores de FGF (ITOH, 2007). Estão também envolvidos na regulação de 

diversas atividades fisiológicas, tais como angiogênese, proliferação, diferenciação e 

sobrevivência. Atuam principalmente como proteínas secretadas, porém existem evidências de 

que FGF pode agir no núcleo celular ativando vias diferentes das ativadas quando na superfície 

celular (BRYANT; STOW, 2005) (Figura 1.A). 

 O FGF2 foi identificado na década de 70 (ARMELIN, 1973; ARMELIN; ARMELIN, 

1975; GAMBARINI; ARMELIN, 1981, 1982) e é conhecido como um fator mitogênico e de 

sobrevivência (TURNER; GROSE, 2010). Em células tronco-embrionárias, por exemplo, 

FGF2 promove a proliferação celular e protege contra estresse oxidativo e radiação 

(EISELLEOVA et al., 2009). Além disso, nestas células a sinalização de FGF2 se mostrou 

importante para um rápido e eficiente reparo de quebras em dupla fita de DNA (HARFOUCHE 

et al., 2010).  

1.1.1.  FGF e indução de bloqueio no ciclo celular em células tumorais de 

camundongos 

 Apesar do FGF2 ser constantemente associado à oncogênese graças a suas atividades 

proliferativas, existem trabalhos que relatam ações antiproliferativas e supressoras de tumor 

para FGF. Por exemplo, tumores de bexiga humana apresentam baixa expressão de um subtipo 

de receptor de FGF (FGFR2-IIIb). A transfecção deste receptor em linhagens tumorais de 

bexiga diminui a proliferação e o crescimento tumoral em camundongos, sugerindo que esteja 

envolvido com supressão tumoral. Interessantemente, mecanismos epigenéticos (metilação de 

DNA) são importantes para a menor expressão deste receptor em células tumorais (RICOL et 

al., 1999). Um segundo exemplo se refere aos estudos realizados em células neuroepiteliais 

humanas (SK-N-MC). FGF2 gera acúmulo de células em G2 principalmente através da 

interferência na cascata de fosforilação que se inicia em cdc25 e leva a ativação do complexo 

mitótico ciclina B-CDK1. Corroborando com essas observações, o efeito inibitório de FGF2 na 

proliferação pode ser revertido pela expressão de um dominante negativo de cdc25 que não 

pode ser fosforilado (SMITS et al., 2000). Um terceiro exemplo, refere-se aos estudos que se 

baseiam este presente projeto (COSTA et al., 2008)  e que estão descritas abaixo. 



 
 

 Quando células de carcinoma adrenocortical de camundongo que possuem o proto-

oncogene k-ras amplificado e superexpresso constitutivamente (SCHWAB et al., 1983; 

KIMURA; ARMELIN, 1988; FORTI et al., 2002) (linhagem celular Y1) são tratadas com 

níveis fisiológicos de FGF2, há a promoção da transição G0→G1, atraso da fase S e bloqueio 

irreversível em G2→M  (Figura 1.B) levando ao aparecimento de marcadores de senescência 

celular (SA-βGal). Não é observado apoptose ou necrose. Quando inoculadas sob a pele de 

camundongos, estas células geram tumores que são inibidos por injeções de FGF2 

intradérmicas. Costa e cols. demonstraram que esta atividade ocorre via receptores de FGF e 

não envolve as vias mitogênicas de MEK/ERK e PI3K/Akt. Nestas células, a via de RhoA está 

ativada após o tratamento com FGF2 e tem um papel importante na parada da progressão do 

ciclo celular (COSTA et al., 2008; SALOTTI et al., 2013) (Figura 1. C). 

 Essa ação peculiar de FGF2 como agente antiproliferativo é dependente da expressão 

de Ras, uma vez que os efeitos acima descritos são também observados em células Balb3T3 

transformadas pelo oncogene H-rasV12 (mas não em Balb3T3 não transformadas). 

Corroborando com a hipótese acima, células Y1 que apresentam expressão de K-Ras-GTP 

reduzida pela expressão do dominante negativo RasN17 se tornam resistentes aos efeitos de 

FGF2 (COSTA et al., 2008).  

Figura 1. Vias de sinalização do FGF2  

A. Ilustração de uma das vias de sinalização disparadas pelo FGF2 através da sua ligação com o receptor 

de FGF (FGFR) ( Modificado de GOETZ; MOHAMMADI, 2013). B. Esquema do efeito de FGF2 no 

ciclo celular de células Y1. C. Modelo proposto dos efeitos citotóxicos induzidos por FGF2 em células 

transformadas por Ras. Destaque às vias de sinalização associadas à resposta mitogênica e resposta de 

parada no ciclo celular (dependente da via de Rho GTPase) (Retirado de SALOTTI et al., 2013). 

 



 
 

 O uso de inibidores de proteassoma ou de DDR-checkpoints causa a morte celular de 

células com o  proto-oncogene k-ras superexpresso estimuladas com FGF2. O estímulo com 

FGF2 potencializa a replicação e o estresse proteotóxico nessas células tumorais, com isso as 

células necessitam do controle do checkpoint para sobreviver. Logo, o FGF2 sensibiliza essas 

células ao tratamento com inibidores de proteassoma e DDR-checkpoints, que resulta na morte 

celular (DIAS et al., 2019). 

 Análises em larga escala demonstraram que o efeito antiproliferativo de FGF2 em 

células Y1 causa atraso na acetilação de histonas H4, que está relacionado com ativação 

transcricional, sendo esse atraso correlacionado com o atraso na entrada da fase S causada pelo 

estímulo. Outra modulação é o aumento nos níveis de H3K27me3, que está relacionada a 

repressão transcricional. A diminuição da expressão de genes associados ao ciclo celular, o 

aumento de p21 e de várias citocinas, também foram relatados. Em conjunto, esses dados 

sugerem que as alterações causadas pelo estímulo de FGF2 são condizentes com a senescência 

induzida por oncogene, demonstrando a relação entre o estímulo de crescimento de FGF2 com 

a amplificação do oncogene k-ras (LUND et al., 2021). 

 

1.2.  Vias canônicas de proliferação celular 

 Estímulos extracelulares podem eliciar mudanças na estrutura da cromatina acarretando 

alterações na expressão gênica. Diversas evidências apontam que a expressão gênica pode ser 

diretamente regulada por quinases importantes das cascatas de sinalização celular que 

fosforilam diretamente substratos na cromatina (BAEK, 2011). 

Existem quatro subfamílias de MAPKs (Mitogen Activated Protein Kinases) 

caracterizadas: Extracellular signal-Regulated Kinases (ERK1/2), C-JUN NH2-terminal 

Kinases (JNK-1/2/3), p38 (p38α/β/γ/δ) e ERK5. JNK e p38 podem ser ativadas por stress celular 

e por isso são conhecidas como MAPKs ativadas por stress. As MAPKs possuem treoninas e 

tirosinas em motifs específicos que quando fosforiladas ativam MAPK quinases. Uma vez 

ativada, MAPKs regulam eventos celulares chaves no citoplasma fosforilando proteínas, 

incluindo outras quinases. Também, podem se translocar para o núcleo, fosforilando fatores de 

transcrição como C-JUN, C-FOS, ELK-1 e C-MYC, resultando assim na regulação da 

expressão de outros genes. Classicamente, a proteína C-FOS é expressa após ativação das vias 

MAPK/ERK. A ativação de MEK1 e MEK2 ocorre através da fosforilação das serinas 217 e 

221. Estas enzimas são ativadas por diversos fatores de crescimento, citocinas, despolarização 

de membranas e influxo de cálcio. MEK ativa p44 e p42 MAP quinase (também conhecidas 



 
 

como ERK). Uma vez ativada, ERK transloca para o núcleo e ativa a transcrição de diversos 

genes, incluindo C-FOS (KYRIAKIS; AVRUCH, 2001). 

 ERK1/2 além de suas atividades regulares, está também envolvida no remodelamento 

da cromatina via interação com HDAC 4 (histona deacetilase 4) e via a estimulação da atividade 

da poli ADP-ribosilação afetando diretamente a estrutura da cromatina (PLOTNIKOV et al., 

2011).  

 Interessantemente, tem-se observado que quinases das cascatas de sinalização podem 

também se ligar ao DNA tanto à regiões promotoras como à regiões codificadoras e 

desempenhar funções independentes de sua atividade catalítica (POKHOLOK et al., 2006). 

ERK5 se liga ao DNA agindo como um fator de transcrição (KASLER et al., 2000). ERK 1/2 

também se liga diretamente no DNA causando supressão direta de diversos elementos 

transcricionais (HU et al., 2009). Em mamíferos, foi observado que p38 associa-se com RNA 

Pol II e com regiões contendo elementos enhancer (SIMONE et al., 2004). 

 A família Ras consiste em um grupo de GTPases monoméricas que hidrolisam GTP. 

Cada membro desta família tem a propriedade de propagar o sinal para diversas outras vias de 

sinalização, sendo considerada um “centro de sinalização” intracelular (BRUCE ALBERTS, 

ALEXANDER JOHNSON, JULIAN LEWIS, MARTIN RAFF, KEITH ROBERTS, 2002). As 

proteínas Ras são essenciais para a transmissão dos sinais a partir dos receptores da superfície 

celular até as diversas vias efetoras intracelulares, porém, em vários tipos de câncer são 

conhecidas por seu papel oncogênico, sofrendo mutações pontuais, contribuindo para a 

proliferação descontrolada das células (COLEMAN; MARSHALL; OLSON, 2004). 

 A ativação constitutiva de Ras impulsiona a proliferação. Estudos relevam que em 

alguns casos o aumento da capacidade de proliferação celular pode ocorrer por indução de 

fatores de crescimento up regulados, bem como alterações em receptores de fatores de 

crescimento. Os sinais gerados por Ras irão culminar na regulação de fatores de transcrição, 

incluindo FOS e JUN, e estes fatores, por sua vez, estimularão a expressão de ciclina D1. A 

ciclina D1 é importante na transformação induzida por Ras, foi demonstrado que em 

camundongos deficientes de ciclina D1 houve resistência ao desenvolvimento de tumores que 

são induzidos por Ras (PYLAYEVA-GUPTA; GRABOCKA; BAR-SAGI, 2011).  

1.2.1.  Genes de resposta primária e o complexo AP-1 

 Genes de resposta primária ou de resposta imediata são genes regulados por sinais 

intrínsecos ou extrínsecos na célula que são os primeiros a serem transcritos através de “ondas 

de expressão” para regulação de diversos efeitos, incluindo proliferação celular (FOWLER; 

SEN; ROY, 2011). Estes genes respondem rapidamente aos sinais regulatórios, e podem ser 



 
 

regulados por vias de sinalização variadas. Foram primeiramente encontrados em situações de 

exposição à mitógenos (BAHRAMI; DRABLØS, 2016a). 

 Dentre os genes de resposta imediata, encontramos genes da família Jun e Fos. Muitos 

destes são comumente conhecidos como proto-oncogenes, os quais, ao sofrerem mutação, 

podem levar a uma alteração em sua função biológica levando ao aparecimento de câncer. Esses 

proto-oncogenes dão origem a fatores de transcrição capazes de ativar a transcrição de novos 

genes, os de resposta secundária. 

 JUNB faz parte da família de proteínas Jun que incluem C-JUN, JUNB E JUND. São 

fatores de transcrição envolvidos na regulação da atividade gênica seguida de uma resposta a 

fatores de crescimento. Evidências apontam que JUNB age como um regulador negativo da 

divisão celular (BAKIRI et al., 2000; PASSEGUÉ; WAGNER, 2000b), indutor de senescência 

(PASSEGUÉ; WAGNER, 2000a) e supressor tumoral (PASSEGUE et al., 2001). JUNB 

antagoniza a indução de ciclina D1 por C-JUN (BAKIRI et al., 2000). Entretanto, JUNB 

também apresenta atividades promotoras de divisão celular de forma dependente do ciclo 

celular e das condições ambientais. A região promotora de C-JUN contém diversas regiões 

regulatórias, incluindo sítios de ligação TRE e MEF2. O primeiro liga dímeros de C-JUN, 

indicando que C-JUN pode regular sua própria expressão (ANGEL; KARIN, 1991). A luz 

ultravioleta (UV) acarreta um aumento de C-JUN, sendo para isso necessário tanto JNK e p38 

MAPK. O fator de crescimento (EGF) também induz o aumento da expressão de C-JUN, 

entretanto via ERK1/2 (KAYAHARA; WANG; TOURNIER, 2005). Na falta de C-JUN, JUNB 

pode agir como um regulador positivo da replicação enquanto na presença deste, há a formação 

de heterodímeros C-JUN/JUNB e consequentemente a observação de atividades 

antiproliferativas.  

 FOSB faz parte da família de proteínas Fos cujos membros incluem C-FOS, FRA-1 e 

FRA-2, sendo estas proteínas importantes na resposta imediata a fatores de crescimento. 

Especificamente, a forma truncada de variante de splicing de FOSB é muito estudada e está 

envolvida em neuroplasticidade e vício a drogas (ROSENBERGER; GUPTA; BOWDEN, 

1999). As atividades promovidas por membros pertencentes a esta família são moduladas por 

fosforilações geradas por diferentes quinases (MAPK, CDC2, PKA, PKC)(GRUDA et al., 

1994).  

JUN e FOS são famílias de fatores de transcrição que, por serem do tipo zíper de leucina, 

possuem a função primária de dimerização, formando homo ou heterodímeros constituindo um 

complexo denominado AP-1 (Activating Protein-1)(EFERL; WAGNER, 2003). Essas 

proteínas são importantes em diversos processos, atuando como reguladoras na proliferação e 



 
 

diferenciação celular. Embora estudos primários considerem que as proteínas do complexo AP-

1 sejam oncogênicas, novos estudos tem sugerido outras definições (SHAULIAN, 2010), o que 

pode ser notado principalmente na família Jun. Por exemplo, C-JUN induz o desenvolvimento 

de tumores de pele e fígado, enquanto, em contraste, JUNB não tem atividade de transformação. 

Ou seja, enquanto C-JUN é oncogênico, JUNB tem mostrado efeitos anti-oncogênicos (EFERL; 

WAGNER, 2003). Apesar do pouco conhecimento sobre esse complexo de proteínas 

(particularmente sobre a proteína FOSB), sabe-se que as proteínas JUNB tem capacidade de 

inibir a proliferação e transformação celular (PASSEGUÉ; WAGNER, 2000a). Além de induzir 

p16, JUNB age inibindo ciclina D1 (BAKIRI et al., 2000), podendo causar parada na fase G1 

do ciclo celular (PIECHACZYK; FARRAS, 2008). Apesar de ser um dos primeiros fatores de 

transcrição descobertos em mamíferos (ANGEL; KARIN, 1991), pouco se sabe sobre AP-1. 

Sua atividade pode ser regulada por diversos fatores, como por exemplo: fatores de 

crescimento, citocinas, hormônios polipeptídicos, infecções virais e bacterianas e outros 

diversos estresses físicos e químicos. Todos esses estímulos ativam as cascatas de MAPKs 

(CHANG; KARIN, 2001). Estas aumentam a atividade da AP-1 através da fosforilação de 

diferentes substratos. Soros e fatores de crescimento que potencialmente ativam este complexo 

fazem isso ativando as ERKs, que são um subgrupo da MAPKs, que se deslocam até o núcleo 

para fosforilar, e assim, potencializar a atividade transcricional das TCFs (Ternary Complex 

Factors), que se ligam aos promotores de fos (HILL; WYNNE; TREISMAN, 1994). 

 

1.3.  A cromatina 

1.3.1.  Estrutura e organização da cromatina 

 A cromatina tem uma função importante em processos celulares essenciais tais como a 

mitose, a transcrição, a replicação, o reparo, dentre outros. É uma das moléculas mais 

complexas da célula, consiste em DNA genômico, proteínas e RNA associados direta ou 

indiretamente a este DNA. Desta forma fazem parte da cromatina: histonas, a maquinaria basal 

de transcrição, de replicação e de reparo (assim como moléculas que interagem com estes 

componentes); proteínas que modificam a cromatina (como histona acetiltransferases, DNA 

metiltransferases, dentre outras); etc. A estrutura da cromatina é formada por nucleossomos, 

que consistem em 147 pares de base de DNA enrolados em um octâmero de histonas conectados 

por 20 a 50 pares de bases de DNA (LANGOWSKI; HEERMANN, 2007). Os nucleossomos 

controlam a acessibilidade da cromatina, uma vez que quando estão mais abertos deixam a 

cromatina mais acessível a interações moleculares e mais fechados diminuem essa interação. 



 
 

Os fatores remodeladores de nucleossomos são responsáveis por alterar o posicionamento dos 

nucleossomos participando dessa dinâmica (MAIER; CHIODA; BECKER, 2008). 

 A conformação da cromatina está diretamente relacionada com a atividade 

transcricional, uma vez que o nível de compactação da cromatina determina se os fatores da 

maquinaria de transcrição irão se associar ao DNA ou não. Resumidamente, o chamado 

complexo de pré-iniciação (RNA polimerase II e fatores de transcrição) se liga a região 

promotora do gene, se alonga e ocorre a terminação da transcrição, esses processos são 

diretamente regulados pelo estado da cromatina em volta dessa região, que pode ser remodelada 

facilitando ou impedindo o processo (revisado em CHIARELLA; LU; HATHAWAY, 2020). 

 O mapeamento sistemático da cromatina de Drosophila mostrou que a cromatina antes 

classificada apenas em heterocromatina (cromatina densamente corada) e eucromatina 

(cromatina pouco corada) pode ainda ser classificada em cinco subtipos diferentes: Cromatina 

vermelha e amarela, com alta ocupação de proteínas e genes transcricionalmente ativos; 

Cromatina azul, caracterizada pela presença das proteínas do complexo Polycomb e da histona 

H3K27me3, ambos associados a repressão transcricional; Cromatina preta, é o maior grupo e 

concentra os genes silenciados e Cromatina verde, tem como principal componente a proteína 

HP1, sendo o grupo que corresponde a heteroctomatina. Os autores observaram que 57 

marcadores compostos por proteínas e modificações pós-traducionais em histonas são capazes 

de classificar a cromatina nesses subtipos que apresentam perfis de expressão diferente, 

diferentes tempos de replicação do DNA e diferentes quantidades de genes associados. Estes 

estudos mostraram que a cromatina é ainda muito mais organizada e complexa do que antes se 

pensava (FILION et al., 2010; VAN STEENSEL, 2011). 

1.3.2.  Análises proteômicas da cromatina 

 A análise da cromatina baseada em espectrometria de massas é uma ferramenta muito 

utilizada e muito eficiente para identificar as proteínas associadas com a regulação gênica, 

entendimento das funções das proteínas, além da elucidação da interação entre as proteínas. 

Diversas abordagens que analisam tanto a cromatina total como regiões específicas da 

cromatina já foram descritas e ajudam a elucidar sua composição e regulação (TORRENTE et 

al., 2011; WIERER; MANN, 2016; VAN MIERLO; VERMEULEN, 2021). 

 Análises globais do proteoma da cromatina (ou “cromatoma”) indicam que existe 

grande diversidade nas proteínas associadas ao DNA. Por exemplo, 4.500 proteínas estão 

associadas a cromossomos metafásicos e estima-se que em células de mamíferos, 8.000 

proteínas estariam presentes na cromatina (OHTA et al., 2017). Em Drosophila, observou-se 



 
 

que 99,6% do genoma apresenta pelo menos três proteínas associadas e 1% do genoma 

apresenta-se ligado a 36-44 proteínas. A maior parte dessas proteínas apresentaria funções 

importantes e possivelmente relacionadas com o controle da expressão gênica, da replicação e 

reparo do DNA, sendo, portanto, a cromatina uma excelente fonte para um estudo detalhado. 

Entretanto, a análise do cromatoma não é trivial já que muitas proteínas são expressas 

transientemente, em pequenas quantidades e ainda apresentam diversas modificações pós 

traducionais (SHIIO et al., 2003). 

 Uma abordagem de isolamento da cromatina que ocorre após o crosslink das proteínas 

com o DNA e da lavagem em condições denaturantes, foi utilizada para obter as proteínas 

fortemente ligadas a cromatina, resultando em uma captura do estado atual da cromatina. Em 

torno de 1600 proteínas identificadas não tinham funções relacionadas com a cromatina 

descritas anteriormente, com isso diversas novas proteínas foram associadas com funções na 

cromatina. Para obter um grupo bem definido de proteínas associadas a cromatina, foram 

analisados diversos tipos celulares, em várias condições biológicas, diferentes fases do ciclo 

celular, tratamento com drogas e tudo isso foi submetido a um algoritmo para identificar quais 

proteínas estariam associadas a cromatina. Com isso, o protocolo ChEP (Chromatin Enrichment 

for Proteomics), possibilitou que milhares de proteínas foram descritas como associadas a 

cromatina, através da associação das análises considerando as variáveis biológicas e 

bioquímicas com a integração pela bioinformática (KUSTATSCHER et al., 2014b, 2014a; 

KUSTATSCHER; GRABOWSKI; RAPPSILBER, 2016). 

1.3.3.  A cromatina e suas implicações epigenéticas 

 O estudo da cromatina e de sua associação aos processos regulatórios supracitados é um 

assunto muito debatido na literatura especialmente porque a cromatina está associada a 

hereditariedade de características epigenéticas. Diversas análises em larga escala estão 

contribuindo para a elucidação deste complexo papel da cromatina. Lenstra et al (2011) 

(LENSTRA et al., 2011)  analisaram a expressão gênica de 165 cepas de leveduras mutadas 

individualmente em 30 proteínas reguladoras da cromatina. Os resultados mostraram que 80% 

dos mutantes apresentam efeitos específicos na expressão gênica. Em média, 116 genes (2% do 

transcriptoma analisado) apresentam alterações significativas na expressão gênica. Esta 

pequena quantidade de genes afetados indica que a maioria das proteínas associadas à cromatina 

é necessária na regulação de um conjunto muito específico de genes e não agem tão globalmente 

como se esperava (POKHOLOK et al., 2005). 



 
 

O grande número de proteínas e suas possíveis interações possibilita que a cromatina 

possua diversas combinações de proteínas desencadeando diferentes repostas. O termo “código 

de histonas” foi proposto para demonstrar essa dinâmica de combinações entre proteínas e suas 

modificações modulando os eventos orquestrados pela cromatina (STRAHL; ALLIS, 2000). O 

N-terminal das histonas se projetam para fora dos nucleossomos formando “caudas”, tanto essas 

estruturas quanto o DNA podem ser modificados, chamadas de modificações pós traducionais 

(MPTs). Alguns grupos de proteínas são responsáveis por essas modificações, chamadas de 

writers (catalisam a adição de MPTs), erasers (removem) e readers (reconhecem as MPTs) 

(GARDNER; ALLIS; STRAHL, 2011). 

A análise epigenética da cromatina tem avançado bastantes nos últimos anos, mais de 

400 modificações pós traducionais de histonas já foram identificadas. No entanto, devido as 

diferentes combinações de MPTs que desencadeiam diferentes repostas, o entendimento 

funcional de todas essas modificações ainda precisa ser melhor investigado. Recentemente, 

Sidoli et al. (2019) desenvolveram uma abordagem para identificar modificações de histonas, 

sua associação com a acessibilidade da cromatina e suas combinações. Essa técnica pode ajudar 

a elucidar algumas funções das MPTs, assim como das suas combinações (SIDOLI et al., 2019). 

1.3.4.  Alterações na cromatina durante a senescência 

 A senescência celular é caracterizada pela parada no crescimento celular de forma 

irreversível, que basicamente pode ser induzida por stress genotóxico, encurtamento de 

telômeros e superexpressão de oncogenes (CAMPISI, 2013). As células senescentes 

apresentam um fenótipo secretório associado a senescência (SASP, do inglês senescence-

associated secretory phenotype) secretando citocinas inflamatórias que alteram seu 

microambiente e influenciam células vizinhas a entrarem em processo de senescência (COPPÉ 

et al., 2010). A senescência induzida por oncogenes (OIS, do inglês oncogene-induced 

senescence), é descrita como um mecanismo supressor e resposta a ativação de oncogenes 

(COURTOIS-COX; JONES; CICHOWSKI, 2008). Alterações na cromatina estão relacionadas 

a senescência, porém ainda precisa ser mais bem estudado se essas alterações são causa ou 

consequência desse processo (MACIEIRA-COELHO; PUVION-DUTILLEUL, 1985). Uma 

das alterações frequentemente encontradas em OIS, são os foci de heterocromatina associados 

a senescência (SAHF, do inglês senescence-associated heterochromatin foci). O SAHF são 

regiões densas que representam focos de cromatina silenciada, enriquecida com marcadores 

repressivos como H3K9me3 e H4K20me3 (ZHANG; CHEN; ADAMS, 2007). Já foi 

demonstrado que o estímulo antiproliferativo de FGF2 em células Y1 pode levar a senescência 



 
 

induzida por oncogenes, onde entre outros achados, causa o aumento dos marcadores 

repressivos H3K27me3, que pode estar relacionado ao fenótipo SAHF, e a indução da 

expressão de diversas citocinas que reforçam a evidência do fenótipo SASP (LUND et al., 

2021).  

1.4.  Nucléolo 

1.4.1.  Estrutura e organização nucleolar 

 O nucléolo é uma organela nuclear desprovida de membrana, onde ocorre o 

processamento de rRNA e a montagem de subunidades ribossomais, além de ser sítio de 

diversos processamentos de RNAs não ribossomais. Nos nucléolos de eucariotos há pelo menos 

um nucléolo cujo tamanho e organização é diretamente relacionado com a produção de 

ribossomos. Composto por três principais blocos: centro fibrilar (FC), componente denso 

fibrilar (DFC) e componente granular (GC). Essas estruturas refletem a compartimentação das 

maquinarias relacionadas com transcrição de rDNA, processamento de rRNA, e formação de 

duas subunidades ribossomais (40S e 60S). A produção de ribossomos se inicia no final mitose, 

aumenta durante G1, tem sua fase máxima em G2 e finaliza durante a prófase (HERNANDEZ-

VERDUN, 2011). 

 Parte da maquinaria de transcrição permanece ligada às regiões promotoras do rDNA 

durante o ciclo celular, porém na forma inativa (CONCONI et al., 1989). Uma grande parte do 

rDNA permanece silenciado durante o ciclo celular, um dos mecanismos responsáveis por essa 

dinâmica de ativação e silenciamento do rDNA são as modificações de histonas. Acetilação da 

histona H4, H3K9me3 e a proteína HP1 já foram encontradas associadas ao rDNA. O complexo 

remodelador de cromatina NoRC (Nucleolar Remodeling Complex) reprime a transcrição de 

rDNA mediando o recrutamento de DNA metiltransferases e histonas deacetilases para a região 

promotora do rDNA (STROHNER et al., 2001; SANTORO; LI; GRUMMT, 2002; ZHOU; 

SANTORO; GRUMMT, 2002). 

 Na maioria dos organismos a heterocromatina é encontrada nos telômeros, nas regiões 

em torno dos centrômeros ou em loci do rDNA. Nos sítios de heterocromatina do rDNA estados 

epigenéticos contribuem para o silenciamento de genes e estabilidade genômica que são 

necessários para adequada segregação cromossômica e uma vida útil normal. O silenciamento 

adequado do rDNA pode agir como supressor de desenvolvimento de tumores e a falha desse 

mecanismo, impedindo a desnecessária transcrição de rDNA que pode levar a oncogênese. A 

hipometilação de rDNA é encontrado em diversos tipos de câncer (SRIVASTAVA; 

SRIVASTAVA; AHN, 2016).  



 
 

1.4.2.  Transcrição e processamento do rRNA 

 O nucléolo é responsável por mais de 60% da síntese de RNA nas células. Em células 

humanas existe em torno de 400 cópias dos genes de rDNA e apenas aproximadamente 50% 

desses genes são transcritos (BIRCH; ZOMERDIJK, 2008). Os loci de rDNA constituem as 

Regiões Organizadoras Nucleolares (NORs), onde cada NOR é organizada como conjuntos de 

elementos repetitivos, as unidades transcricionais, que são separadas por sequências 

espaçadoras intergênicas (IGS). Essas regiões contém as sequências de três (28S, 18S, 5.8S) 

dos quatros rRNAs que formam as subunidades ribossomais 40S e 60S (SCHÖFER; 

WEIPOLTSHAMMER, 2018; MOSS et al., 2019) (Figura 2. A e B). Diferentes conformações 

da cromatina, marcas epigenéticas, organização topológica e localização nucleolar são formas 

de organização das cópias ativas e inativas de rDNA (NÉMETH; LÄNGST, 2011). 

 O rRNA precursor (47S) é transcrito pela RNA Polimerase I (Pol I) e pelo menos dois 

fatores de transcrição, o UBF (Upstream-binding Factor) e o complexo SL1 (Selective factor 

1), também chamado de TIF-IB (Transcription intermediary factor 1-beta) (GRUMMT, 2003; 

MOSS et al., 2019). A Pol I é um complexo com várias subunidades, divididas em duas 

subpopulações, Pol Iα e Pol Iβ. Pol Iβ se associa com RRN3 (também chamado de TIF1A), que 

media a iniciação da transcrição (MILLER et al., 2001). 

 O complexo SL1 é um complexo de TBP (TATA-binding protein) e ao menos uma TAF 

(TBP-associated factors) específica de Pol I (TAF1A, TAF1B, TAF1C, TAF1D). O SL1 não 

se liga diretamente ao rDNA, sua ligação a região promotora depende da presença de UBF 

(STEFANOVSKY et al., 2001, 2006; MOSS et al., 2006, 2019). O fator de transcrição UBF 

desempenha diversas funções no processo transcricional do rDNA. O UBF pode se ligar ao 

rDNA, substituindo histonas, ou então se ligar a região promotora ou ao longo do rDNA 

potencializando a transcrição, por exemplo. A via de ERK pode afetar diretamente o processo 

de transcrição da RNA Pol I via UBF. A fosforilação de UBF por ERK pode resultar no aumento 

da ocupação de UBF no rDNA e/ou afeta o alongamento da transcrição, aumentando a 

transcrição da RNA Pol I (STEFANOVSKY et al., 2006). 

 Uma complexa sequência de etapas de processamento é requerida para formação do 

rRNA maduro a partir do seu precursor, incluindo a incorporação de aproximadamente 79 

proteínas ribossomais. Os genes que dão origem aos transcritos nascentes de 47S, consistem 

nos rRNAs 28S, 18S e 5.8S, nas sequências 5’ e 3’ espaçadoras externas (5’ETS e 3’ETS, 

respectivamente) e de duas sequências espaçadoras internas (ITS1 e ITS2, respectivamente). 

As regiões espaçadoras 5’ETS, 3’ETS, ITS1 e ITS2 são clivadas por uma sequências de etapas 

pela ação de endonucleases e associações com ribonucleoproteínas, fatores pré-ribossomais, 



 
 

modificações (pseudouridina e 2′-O-metilatição) e snoRNPs (small nucleolar 

ribonucleoproteins), formando os três rRNAs maduros (28S, 18S e 5.8S) que, junto com o 

rRNA 5S (transcrito pela RNA Polimerase III fora do nucléolo e, em sequência importado) 

formam a base das duas subunidades ribossomais (40S e 60S)(HENRAS et al., 2015; 

SCHÖFER; WEIPOLTSHAMMER, 2018)(Figura 2. C e D). 



 
 

Figura 2. Organização e processamento do rRNA 

A. Representação das regiões organizadoras nucleolares (NORs) no cromossomo acrocêntrico humano, 

o rDNA e a organização dos genes ribossomais estão representados. TU = unidade transcricional (gene 

rRNA), IGS = sequencias espaçadoras intergênicas, Loop de DNA: Vermelho – TU, cinza – IGS 

(Adaptado de SCHÖFER; WEIPOLTSHAMMER, 2018). B. Representação dos genes do rDNA. Cada 

unidade de repetição consiste em uma região codificadora (codifica o pré-rRNA para 18S, 5.8S e 28S) 

e um espaçador intergênico (adaptado de POTAPOVA; GERTON, 2019). C. Esquema do 

processamento do transcrito percursor 47S, indicando as clivagens de 5’ETS, 3’ETS, ITS1 e ITS2. 

Modificações em vermelho, também fazem parte do processamento. D. Ilustração simplificada das 

etapas desde a transcrição do rDNA até a maturação da subunidades ribossomais 40S e 60S. Figuras 

adaptadas de (BURGER, K; EICK, 2013). 

 

 O ribossomo maduro consiste em duas subunidades formadas pela associação de 79 

proteínas ribossomais com 4 rRNAs (28S, 18S, 5S, 5.8S). A subunidade menor (40S) é formada 

pelo rRNA 18S e 33 ribonucleoproteínas “pequenas” (RPSs) e a subunidade maior (60S) é 

formada pelos rRNAs 5S, 5.8S, 28S e 46 ribonucleoproteínas “grandes” (RPLs)(HENRAS et 

al., 2015).  

 A transcrição do rDNA oscila durante a progressão do ciclo celular: a transcrição 

máxima ocorre em S e G2, para na mitose e lentamente volta em G1. No início da fase G1, a 

UBF é fosforilada por Cdk4/ciclina D1 e Cdk2/ciclina E e A, iniciando a transcrição do rDNA. 

A inibição da transcrição durante a mitose ocorre pela fosforilação do SL1 pela Cdk1/ciclina 

B, fazendo com que o SL1 perca a habilidade de se ligar ao UBF (revisado em GRUMMT, 

2003). 

1.4.3.  Análises proteômicas do nucléolo  

 Mais de 4000 proteínas já foram identificadas em análises proteômicas do nucléolo. O 

nucléolo é uma organela muito dinâmica e responsiva, por exemplo, o fluxo de mais de 400 

proteínas foi modulado em resposta a alterações metabólicas (ANDERSEN et al., 2005; 

AHMAD et al., 2009). 

 Recentes avanços na proteômica nucleolar aumentaram significantemente o número de 

proteínas nucleolares, aumentando a possibilidade de variadas funções dessas novas proteínas. 

Por exemplo, diversas proteínas de reparo do DNA foram encontradas com funções na 

biogênese ribossomal, assim como proteínas de biogênese ribossomal com funções no reparo 

de DNA. Observou-se a transcrição da RNA Pol I sendo transientemente silenciada em resposta 

a dano no DNA e a propagação do silenciamento para todo o nucléolo em caso de DSBs (Double 

Strand Breaks – quebra de dupla fita) foram relatados para algumas formas de dano no DNA 

(OGAWA; BASERGA, 2017). 



 
 

 O proteoma nucleolar em células senescentes mostra a modulação de mais de 300 

proteínas em resposta a indução da senescência, além da reorganização da cromatina nucleolar. 

Mostrando que o nucléolo participa do processo de resposta a senescência (KAR et al., 2011). 

 O controle epigenético da transcrição do rRNA é essencial para a manutenção da 

estabilidade e estrutura do rDNA (GRUMMT; LÄNGST, 2013). Três complexos estão 

envolvidos na regulação epigenética do rDNA, são eles: eNoSC (energy-dependent nucleolar 

silencing complex), NoRC (nucleolar remodelling complex) e NuRD (nucleosome remodeling 

and deacetylase). Sendo que os complexos eNoSC e NuRD tem atividade de desacetilação e 

metilação de histonas, e o NoRC tem atividade remodeladora de cromatina facilitando que 

enzimas modificadoras de histonas ou DNA metiltransferases silenciem a transcrição do rDNA 

(SRIVASTAVA; SRIVASTAVA; AHN, 2016). 

1.4.4.  Alterações Nucleolares frente ao estresse 

 Estresses celulares podem levar a reorganização da arquitetura nuclear. A integridade 

estrutural dos nucléolos é importante no papel geral na coordenação das respostas ao estresse 

celular. Por exemplo, a desintegração do nucléolo foi proposta como característica comum nas 

respostas celulares que ativam a via p53 (RUBBI; MILNER, 2003a, 2003b). Proteínas 

nucleolares liberadas por estresse realizam outras funções regulatórias, sugerindo que o 

nucléolo é sensível ao stress e é capaz de orquestrar uma cadeia de eventos na célula como 

resposta a sinais de estresse (MAYER; GRUMMT, 2005; BOULON et al., 2010). A proteína 

PICT1 foi identificada sequestrando a proteína ribossomal Rpl11 no nucléolo, prevenindo a 

ligação dessa proteína com a Mdm2.  A proteína Mdm2 media a ubiquinação e degradação do 

supressor tumoral p53, logo os níveis de PICT1 influenciam na progressão tumoral (SUZUKI 

et al., 2012). A segregação nucleolar é um processo geralmente causado em reposta a dano no 

DNA e é caracterizado pela condensação e separação do centro fibrilar e do componente 

granular, além da formação dos chamados “nucleolar caps”. Esses “caps” são formados por 

proteínas nucleares, como a UBF, proteínas nucleoplasmáticas e coilinas (BOULON et al., 

2010). 

 Respostas nucleolares ao stress de forma independente de p53 também já foram 

descritas, como por exemplo a parada no ciclo celular causada pelo aumento de expressão de 

p21 em resposta a super expressão da proteína nucleolar Rpl3 (RUSSO et al., 2013). Outro 

estudo mostrou que perturbações na biogênese de ribossomos, devido silenciamento da proteína 

Polr1a, leva a liberação da proteína nucleolar Rpl11 dos ribossomos, que se associa com a 

Mdm2. Assim a Mdm2 não interage com E2F1 que é degradada, causando parada no ciclo 

celular (DONATI et al., 2011). 



 
 

1.4.5.  FGF2 e o nucléolo 

 Estudos sugerem a presença e a ação de fatores de crescimento no nucléolo. Por 

exemplo, a fosforilação da nucleolina por FGFs  foi relacionada com a ativação da produção de 

ribossomos (PEDERSON, 1998). Em precursores esqueléticos, o FGFR2 (Fibroblast Growth 

Factor Receptor 2) nucleolar ativa diretamente a transcrição do rDNA via interação com FGF2 

e UBF1 (Upstream Binding Fator 1). Identificando o FGFR2 como um regulador transcricional 

do rDNA no osso, revelando uma possível via nucleolar para a sinalização do FGF que permite 

a regulação independente da proliferação e diferenciação de células osteoprogenitoras (NEBEN 

et al., 2014).  

 Uma isoforma do FGF2 que também é encontrada no nucléolo, o FGF2 de 18 kDa, pode 

reger diretamente a transcrição de rRNA in vivo. O FGF2 interage com o UBF1, fator de 

transcrição essencial para a transcrição de rRNA, e a ativação máxima da transcrição de rRNA 

in vitro por FGF2 requer UBF (SHENG et al., 2005).  

 

1.5.  Análises proteômicas por espectrometria de massas 

 As proteínas são macromoléculas responsáveis por grande parte das funções fisiológicas 

das células. A identificação qualitativa e quantitativa dessas moléculas ajuda a elucidar como 

os processos biológicos funcionam além de servir como alvos terapêuticos e biomarcadores. 

Análises proteômicas abrangem diversas técnicas bioquímicas para elucidar as alterações das 

proteínas em determinados contextos biológicos, como análises por imunofluorescência, SDS-

PAGE e western blot. A proteômica baseada em espectrometria de massas (MS) é a análise em 

larga escala do proteoma celular, que é o conjunto de proteínas e suas isoformas expressas em 

determinada amostra biológica. Essa análise permite identificar a expressão das proteínas em 

um determinado momento, além de quantificá-las e determinar alterações pós-traducionais. A 

espectrometria de massas é uma técnica capaz de determinar a relação entre massa e carga (m/z) 

de espécies ionizadas em fase gasosa e tem sido amplamente utilizada para identificação e 

quantificação de proteínas (DERACINOIS et al., 2013). 

 Para obter uma identificação robusta de proteínas, o espectrômetro de massas é acoplado 

a um cromatógrafo nas análises proteômicas, permitindo que amostras complexas sejam 

separadas e identificadas de forma mais eficiente. O termo LC-MS é utilizado para se referir ao 

uso do HPLC (High Performance Liquid Cromatography) acoplado ao espectrômetro de 

massas. A cromatografia de fase reversa é a mais utilizada nas análises proteômicas, porém 

outros esquemas de separação são bastante utilizados para melhorar a capacidade de detecção. 

A cromatografia multidimensional (MudPIT) é um exemplo dessas abordagens. No MudPIT a 



 
 

coluna cromatográfica é composta por três fases: fase reversa – troca catiônica – fase reversa. 

Com essa coluna trifásica é possível obter uma maior separação dos peptídeos e como 

consequência uma maior identificação no espectrômetro de massas (WASHBURN; 

WOLTERS; YATES, 2001; FLORENS; WASHBURN, 2006a). Atualmente, três principais 

estratégias são utilizadas na análise proteômica por MS: bottom-up, onde as proteínas são 

submetidas a uma clivagem proteolítica gerando pequenos peptídeos que serão analisados por 

LC-MS; Middle-down, onde as proteínas são submetidas a uma clivagem protelítica gerando 

fragmentos peptídicos maiores e top-down onde as proteínas inteiras são analisadas por LC-MS 

(WEHR, 2006).  

 A proteômica quantitativa pode ser relativa ou absoluta. A quantificação relativa é 

baseada na diferença da abundância das proteínas entre diferentes situações. A quantificação 

absoluta é utilizada para obter o nível de expressão individual de cada proteína. A quantificação 

pode ser feita com amostras livres de marcação (label-free) ou com marcação com isótopos 

estáveis. A abordagem label-free, como o próprio nome já diz, não requer nenhuma marcação 

da amostra e a quantificação pode ser feita utilizando a área sob a curva do cromatograma dos 

picos precursores (XIC) ou pela contagem de espectros adquiridos (spectral count). Existem 

diversos tipos de marcações utilizadas na análise proteômica, dentre ela estão as marcações 

metabólicas (SILAC) e as marcações químicas (ICAT, Dimethyl, iTRAQ, 

TMT)(BANTSCHEFF et al., 2007; KITO; ITO, 2008). 

 A marcação com TMT (Tandem Mass Tags) possibilita a análise de até 16 amostras 

diferentes juntas em uma única corrida. As tags consistem em um grupo repórter, um espaçador 

e um grupo amino reativo. O grupo amino reativo se liga ao N-terminal e nas lisinas dos 

peptídeos. Assim, diferentes tags isobáricas são utilizadas para cada amostra que são misturadas 

para formar uma única amostra. Na separação pela cromatografia líquida, como as tags tem as 

mesmas propriedades químicas, todos os peptídeos das diferentes marcações co-eluem. No 

espectrômetro eles são identificados como um único pico precursor, seguindo para 

fragmentação onde cada tag terá uma assinatura única no espectro de MS/MS, diferenciando 

assim as amostras, e a quantificação é feita comparando as intensidades dos íons repórter 

(THOMPSON et al., 2003). 

 

 

 

 

 



 
 

1. CONCLUSÃO 

Concluímos que o estímulo antiproliferativo de FGF2 desencadeia diversas alterações 

proteômicas, tanto a nível global quanto nos compartimentos celulares estudados. Alterações 

relacionadas a transcrição e metabolismo de RNA foram as mais evidenciadas, com destaque a 

alterações nucleolares. 

Os resultados das análises do proteoma total mostraram que genes de reposta imediata, 

Fosb e Junb, membros da família AP-1, são superexpressos em reposta ao estímulo com FGF2. 

Essa modulação ocorre via FGFR e Scr, mas não depende da via de Rho. Ficou demostrado que 

os membros de AP-1 (principalmente fosB), como parte dos reguladores principais da 

sinalização de FGF2. Nem o knockdown de JunB, nem o de FosB resgatou o bloqueio de 

crescimento celular induzido por FGF2 indicando que outros componentes podem estar 

envolvidos na interrupção da proliferação. No entanto, a diminuição da expressão de FosB 

seguido da estimulação com FGF2 aumentou o número de células na fase S, indicando que a 

expressão de FosB pode estar envolvida no retardo da progressão da fase S induzido por FGF2. 

No proteoma da cromatina destacamos a grande presença de termos relacionados a 

processos transcricionais, como o metabolismo de RNA, após o estímulo com FGF2, 

demonstrando que este fator pode modular diretamente ou indiretamente esses processos. A 

modulação da transcrição por FGF2 foi confirmada pela diminuição, em tempo curto, e 

aumento, em tempo longo, dos transcritos recentemente sintetizados de forma concomitante ao 

aumento do tamanho nuclear e nucleolar. Componentes de complexos remodeladores de 

cromatina (Chrac1, Rbbp7, Actl6a, Baz1a, Gata2b, Ino80, Pbrm1), fatores associados a eventos 

epigenéticos (KDM5C e Ep300) e proteínas relacionadas a regulação do ciclo celular (p21, 

Cdk2, Anapc1 e Anapc2) são modulados pelo estímulo de FGF2, destacando a influência deste 

fator na modulação da expressão gênica. 

A análise das proteínas nucleolares mostrou através do enriquecimento dos termos de 

processamento de rRNA e biogênese de ribossomos, a influência do estímulo do FGF2 no 

processamento de rRNA. Além do enriquecimento de vários integrantes de complexos 

remodeladores da cromatina (NuRD, NoRC, WICH, SWI/SNF, Polycomb) sendo modulados 

pelo FGF2, indicando que este fator pode induzir o remodelamento da r-cromatina. Ainda, 

mostramos que o estímulo de FGF2 aumenta a transcrição do rRNA e causa desorganização 

nucleolar, porém sem alterar o perfil dos ribossomos maduros. Assim, o estímulo de FGF2 pode 

induzir alterações na transcrição e/ou processamento do rRNA levando a uma desorganização 

nucleolar. 



 
 

O estímulo com FGF2 modula especificamente o proteoma dos loci de rDNA. Com 

destaque para as proteínas Nolc1 e Tcof1, que, dentre outras funções, participam do 

processamento do rRNA, mais especificamente associadas a modificações pós-transcricionais, 

e possível na modulação da especificidade dos ribossomos. 

Por fim, a inibição da transcrição do rRNA pela RNA Pol I resgata parcialmente as 

células do efeito antiproliferativo causado pelo FGF2. Com isso, possivelmente o estímulo com 

FGF2 modula a atividade da RNA Pol I de forma que, após um longo tempo de estimulação 

(24 h), haja grande aumento de transcritos de rRNA levando a uma desorganização nucleolar. 

Em conjunto, essa tese demostra que o estímulo antiproliferativo de FGF2 dispara 

alterações transcricionais importantes, desde a superativação de genes de reposta imediata, até 

a modulação do principal sítio de transcrição celular, o nucléolo, modulando diretamente o 

proteoma dos loci de rDNA.  
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