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RESU"O

Plaquetas apresentam um papel importante no
desenvolvimento de metàstases tumorais. Os eventos que levam
~ ativa~io plaquetària. como agrega~io t secre~io de
proteínas. podem significar etapas importantes neste papel.
O agonista plaquetàrio trombospondina est~ envolvido no
processo de agrega~io plaquet~ria. Com o intuito de clonar o
receptor de trombospondina Gplllb. produziu-se um soro
policlonal contra uma banda eluída de 50S PAGE de extrato
proteico de plaquetas. que apresentava peso molecular igual
ao de GplIlb (denominada banda 80kD). Uma biblioteca de cDNA
de endot~lio de cordio umbilical humano construída em lambda
gt11 foi varrida com este soro anti-80kD. Dois clones
diferentes foram isolados. seus insertos foram subclonados
no vetor pGEM-3Z e sequenciados. Através de consulta ao
Genbank observou-se que um dos clones nio apresentou
homologia significativa com nenhuma proteína at~ entio
clonada. O' outro clone. por sua vez. apresentou 100% de
homologia com a proteína aeK-H. substrato de proteína
quinase C. Levando em considera~io o fato de que as vias de
transdu~io de sinal que utilizam PKC apresentam extrema
import~ncia nos processos de ativa~io plaquet~ria decidiu-se
prosseguir com a caracteriza~io de aeK-H. Para isto foi
produzido um soro policlonal contra a proteína de fusio aeK­
H. que foi utilizado em ensaios bioquímicos e imunoquímicos
que permitiram caracterizar a proteína aeK-H quanto a alguns
aspectos como distribui~io em diferentes tipos celularps.
localiza~iocelular e fosforila~io. AI~m de estar presente
em plaquetas. a protEina aeK-H foi encontrada Em todas as
I inha9Ens celulares testadas. parecendo portanto ser uma
proteina ubiqua. Os dados obtidos indicaram QUE. apesar de
apresentar uma seQuincia N-terminal que ~ clivada uin vivo
muito semelhante a um peptídeo sinal. aeK-H n~o ~ secretada
nem é dE membrana plasm~tjca. mas sim citoplasmàtica. Em
ensaIos de fosforila~io "in vivo~ nio se detectou
fosforila~io de aeK-H. Portanto. apesar de aeK-H ser um bom
SUbstrato para PKC "in vitro". ela nio o ~ ~in vivo". ao
menos nas células analisadas. ou é fosforilada de uma forma
extremamente r~pida e transiente.
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ABREVIACõES

amp - ampicilina
AMPc - adenilatociclico
APS - persulfato de amônia
BCIP - 5- bromo- 4- cloro 3- indolil fosfato
BSA - albumina sirica bovina
cDNA - DNA complementar
CSF-1 - fator estimulador de colônia
Ci - Curie
OAG - diacil~licerol

DMSO - dimetilsulfoxido
OTT - ditiotreitol
EDTA - etileno diamina tetracético
ELISA - enzima imuno ensaio
FIE - focalizacao isoelétrica
IkB - inibidor do NFkB
IP3 - inositol trifosfato
IPTG - isopropil beta- 0- tiogalactopiranosideo
kD - milhares de daltons
mRNA - RNA mensageiro
NBT - nitroblue tetrazolium
NFkB - fator nuclear kB
(d) NTP - (desoxi) nucleosideo trifosfato
PAF - fator de ativac~o plaquet~rio

PAGE - eletroforese em gel de acrilamida
PBS - soluc~o salina tamponada com fosfato 20mM pH7.4
PEG - polietileno glicol
pfu - unidade formadora de placa
PKC - proteina quinase C
PKA - Proteina quinase A
PLC - fosfolipase C
PMSF - fluoreto de fenilmetilsulfonila
PS - fosfat idilserina
ptdIns - fosfatidilinositol
ras Gap - proteina ativadora da atividade GTPésica de ras
rEGF - receptor do fator de crescimente epitelial
rPDGF - receptor do fator de crescimento derivado d€
plaqu€tas
SOS - laurilsulfeto de sódio
TBS - soluc~o salina tamponadacom Tris 10mM pH 8.0
TCA - ~cido tricloroacético
TEMEO - N.N.N.N- tetrametilenodiamina
TPA - 12- 0- tetradecanoil fo~bDl- 13- acetato
TRE - elemento responsivo aTPA
U - unidade enzimética
U.V. - ultravioleta
X-gal - S- bromo- 4 cloro- 3 indolil- beta- 0­
galactoPiranosideo
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INTRODUC!O

Altera~ies no comportamento das ~ilulas de um instante

para o outro são governadas por sistemas de sjnaliza~ão que

traduzem informa~ies externas pa~a UM repertório limitado de

3

sinais internos,

superfície celular

os mensageiros secund~rlos. Receptores da

funcionam como HantenasH que detectam

neurotransmissores

hormônios,

são então

informa~ies

crescimento,

externas (como

01.1 luz) ql.!e

fatores de

transduzidas e amplificadas em mensageiros secund~rios

intracelulares que controlam v~rios processos celulares como

secre~ão, contra~ão, prolifera~ão e metabolismo (Berridge e

Irvine,1984). Poderíamos imaginar que v~rios tipos de sinais

poderiam ser originados atrav~s da ocupa~ão do receptor pelo

selJ I i.gant e, mas a necessidade óbvia de integrar uma grande

variedade de sinais externos sugere que deve haver um n~mero

1 imitado de mecanismos efetuadores, cada um ligado a

m~ltiplos receptores. Sistemas de transdu~ão de sinai~.

apresentam v~rias propriedades em cOR,um. Deve haver

necessariamente um alto grau de sensibilidade ao estímulo,

m~s apenas uma pequena energia da liga~ão i disponível do

receptor ativado. Portanto a gera~ão de respostas internas

sinal izac;:ão~; i <;J J' • f i c a n t e s e :.~ i 9 em q 1.1 e os me c a n i s mos de

apresentem uma amp'lif'icac;:ão' cÇ)nsid~ri\vel. Outro pré····

requisito ~ que o sistema de sinaliza~ão possa ser ligado e

desl igado r~pida e eficientemente. Os geradores de sinais
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devem estar sujeitos a regula~~es que permitam potencia~aes

assim como iníbi~~es autólogas ou heterólogas.

Proteínas quinases e as respectivas fosfoproteínas

fosfatases representam sistemas ideais para a gera~~o e

transmissão de sinais na célula. A fosforlla~ão de proteínas.

é reconhecidamente um meio de se Modular a atividade de

proteínas de forma rápida e reversível. Além disto p

proteínas quinases e fosfatases atuam cataliticamente

produzindo ampl ifica~ão \le sinais. Atuam também

pleiotropicamente p de forma que cada tipo de quinase ou

fosf'atase é capaz de utilizar substratos proteicos

diferentes. Em princípio p um sinal pode ser transduzido

tanto por fosforila~ão como por defosforila~~o de uma

proteína alvo. Claramente a gera~io de um sinal requer qlje

ou a proteína quinase ou a fosfatase ou ambas p apresentem

uma at ividade que seja regulada diretamen~e ou indireta~ente

pelo estímulo em questão <Hunter p 1986>. Vários tipos de

proteínas quinases apresentam atividades que podem ser

moduladas por metabólitos difundíveis p como nucleotídeos

c: í c 1 i c os Olj d i ac i 1 9 1 i c er o I p outros por fatores de

crescimento <Taylor et al p 1990; Bell p 1986; Hunter p 1991>.

Um sinal de fosforila~ão gerado na membrana plasmática

pode ser propagado de várias ~aneiras~ A proteína alvo pode

SQY pDr exemplo uma enzima ~uja atividade é aumentada com a

fosforila~~o. Eventos de transdu~~o que ocorrem na membrana

plasmática poderiam ser decorrentes do movimento de

proteínas alvo fosforiladas no plano da membrana até seu
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sítio de a~~o. Alternativamente um composto di~undível que

interage com algum componente da membrana poderia ser

produzido por um destes passos em uma cascata de eventos.

Eventos nucleares. como a indu~~o da expressio gªnica podem

ser engatilhados devido a migração de proteínas alvo

~os~oriladas para o núcleo.

MecanisMOS de transdu~ão de sinais

Os mecanismos prim~rios de transdu~~o de sinais podem

ser classi~icados como:

1- Madlados por proteínas que apresentam atividade de

tirosina qulnase. Estas proteínas subdividem-se em:

a) Proteínas transmembrânicas - inclue receptores para

~atores de crescimento cuja atividade quinase É regulada

(rEGF> •receptor de EGFpelos respectivos ligantes. Ex:

receptor de PDGF (rPDGF).

b> N~o-transmembrânicas - a proteína pp60~·~C(revisada

por Cantley et al.1991> representa o mais bem estudado

exemplo. AlÉm do domínio quinase. comum ~s proteínas

t irosina quinases. pp6OC-~C apresenta sequªncias conservadas

adicionais. Estas regiaes incluem um sítio para ad~~~o dE

ácido mirístico. e dois outros domínios d~nominados Src

hOMology 2 e 3 <SH-2 e SH-3>. A adi~~o de ~cido mirístico é

necess~ria para a localiza~~o na ~ace interna da membrana

plasm'tica. Os domínios SH-2 e SH-3 est~o presentes tambÉm
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em proteinas n~o relacionadas a tirosinas quinases. O

domínio SH-2 apresenta a capacidade de ligar-se a proteinas

tirosina fosforiladas. Portanto a fosforila~âo de tirosinas

cr i a s {t i os especificos para proteínas que apresentam

dominios SH-2 e desta forma regula a associa~io entre

proteínas dentro da célula. A maioria das proteínas que

contêm o domínio SH-2 apresentam também o domínio SH-3.

Drubin e colegas.1990. mostraram que proteinas contendo o

domínio SH-3 s~o encontradas associadas com o citoesqueleto

de actina cortical. uma rede proteica submembranosa que ~

importante na regula~~o da forma. aderência e movimento

celular. Estas proteínas. como alfa espectrinas. miosina lb

e ABP 1 (proteína ligante de actina de levedura) n~o

apresentam domínios SH-2. indicando que SH-2 e SH-3 n~o sio

parceiros obrigatórios (Koch et al.199U. Apesar de as

proteínas tirosina ql.l i nases não-transme~brana não

e Martin.1988; Gould e

apresentarem dominios extracelulares h~ evidências de ~u€

estas quinases sejam ativadas por fatores de crescimento e

outros ativadores celulares (FerreI

Hunter.1988; Nasmith et al.1989).

2- Mediados por receptores acoplados a proteínas G - a

I iga~io do agonista (horminios. neurotransmissores e outrflS

fatores biologicamente ativos) leva à ativa~ão de proteínas

G especificas. As subunidades alfa de proteinasG ativadas

modulam a at ividade de alvos especificos como a adenilato

ciclase. fosfolipases A e C e canais ionicos.
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3- Mediados por receptores nucleares de hormônios

esteróides a ativa~ão destes receptores pelos seus

ligantes induzem ou reprimem a expressão g~nica (revisado

por Shepel e Gorski.1988).

4-Mediados por canais iônico. - a llga~ão do agonista

ceJldrola i\ abertlJra e f'echamento dos canais de f'orma direta.

quando o próprio canal é o rli'ceptor (Brown p

Birnbaumer.1988). ou de f'orma indireta. quando IJt i I i zam

mensageiros secundários citoplasmát icos após ativação de

enzimas como adenilato ciclase ou f'osf'olipase C por

proteínas G acopladas a receptores específ'icos

(ReuTer.1987).

5- Mediados por receptores f'osf'otirosina f'osf'atase - a

ativa~ão destes receptores pode causar aumento ou inibição

da atividade intrínseca do domínio catalítico (revisado por

Hunt er .1-989) •

6- Mediados por integrinas Proteínas de matriz

extracelular inf'luenciam o crescimento e dif'erenciação de

células eucarióticas. Pelo menos parte desta jnf'lu~ncia é

delegada. liga~ão de proteínas de matriz extracelular aos

receptores de superf'ície. denominados de integrinasM

Integrinas são glicoproteínas transmembr~nicas que ligam

estruturalmente a

(Hynes.1987). Hirst

matriz extracelular ao citoesqueleto

et aI (1986) observaram que integrinas.

são f'osf'oriladas em fibroblastos de embrião de 9al inha

transf'ormados com o vírus de sarcoma de Rous (RSV). e que se

co-local izaRl com pp60lJ-5RC. lntegr inas. pp60V-··SRC E~ prote ínas
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associadas a citoesqueleto apresentam-se concentradas nas

placas de adesao (Rohrschneider.1980; Sealock et al.i.986;

Marchisio et a1.1987; Burridge et al.1990). Estas. al~m de

servirem como pontos est~ticos de contato ao substrato.

funcionam tamb~m em aspectos mais dinimicos da atividade

celular. Guando c~lulas se movem. novas placas de adesio são

formadas pr ó:·{ i nlas às e:<trem idades anteriores dos

la.el1ipodia (extensies celulares planas caracter{sticas de

c~lulas que se movem sobre o substrato). enquanto que as

placas de adesao posteriores da c~lula se dissolvem

(Darnell.1990). Acredita-se que estas placas de adesio estio

envolvidas na organiza~ao de filamentos de act ina que estao

associados à membrana plasm~tica. e que podem ser'

respons~veis. pelo menos em parte. pela organiza~ao de

prote{nas de superf{cie. como fibronectina. nestes s{t ios

(Darribere et a I • 1990) • Estas observa~ies .s~gerem que

modifica~ies pós-traducionais de integrinas poderiam regular

a forma~ao de pontes fibronectina-integrina-citoesqueleto.

modulando assim a adesao das c~lulas ao substrato.

Pouco ~ conhecido a respeito da fun~ao biológica e

regu1ac:ao da pp60c-,••c • que por enquanto ~ ainda uma quinase

a procura de um 1 igante regulatório. FerreI e Martin (1989)

sugerem que integrinas poderiam ser tais I i 9ant~~s'

r egul a t ór i os par app 60c--••c • OIJ se" a •. i nt egr i nas poder i am

modular a atividade de tirosinas quinases. Desta maneira.

t irosinas quinases excessivamente expressadas 01..1 ativadas

por' muta~ies espeCificas poderiam contribuir para



transforma~io maligna
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de c~lulas devido ~ sinaliza~io

errBnea de intera~ies c~lula-matriz extracelular. e portanto

induz.indo a prolifera~ão celular de forma independente de

ancoragem.

Dentre os mecanismos de transdu~~o de sinais citados

aqu i • os que envolvem proteínas tirosina quinases e

receptores acoplados a proteínas G. s~o 05 Mais conhecidos.

Estes dois mecanismos serão portanto melhor

seguir.

descr i tos <":\

Receptores co. atividade de tirosina quinase

Estes receptores apresentam um domínio citossólico com

atividade de tirosina quinase que ~ regulada pela ligação do

agonistá ao dom ín i o e:<t racellJ 1ar. O mecan i smb pelo qua '1

respostas secund'rias s~o estimuladas vem tornando-se mais

claro nos ~ltimos anos. A ligaçio dos agonistas permite qUE

domínios citossdlicos adjacentes em dímeros de receptores

fosforilem-se. uns aos outros. nos resíduos de tirosina.

causando desta forma uma mudan~a conformacional que aumenta

a atividade quinase em rela~ão a outros substratos. A

autofosforila~~o ou fosforjla~ão cruzada dos recepto~es.

c a IJ s a d a p e 1 a li9a~io do ligante,·nio apen~s aumentaria a

atividade de tirosina qUlnase do receptor mas tamb~m criaria

sít ios de 1 iga~io para recrutamento de enzimas específicas.

Enzimas como fosfat idil inositol 3-quinase (Ptdlns 3-



quinase). fosfolipase C <PLC)e proteína ativadora de GTPase
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de ras eras GAP) apresentam dom{nios SH2 e SH3 que como em

PP60C - ••C possuem a capacidade de ligar-se a proteínas

t irosina fosfori ladas<SH-2) e à rede cort ical deactina <SH­

3). Estas enzimas são encontradas associadas a receptores

com atividade de tirosina quinase.

citoplasm~tica e aumenta sua capacidade de

o rPOGF. em resposta a seu

fosfor i 1a slJas tirosinas. altera

ligante.

slJa

dimeriza e

conformaç:ã<:>

fosfor i 1 ar

receptores tirosina quinase

tirosinas de

observaç:ão de

outras proteínas

que alC;PJns

<Kaplan et al.1990). A

ativados associam-se aos seus substratos facilitou o estudo

e caracterizaç:ão destes substratos sinalizadores. que viem

sendo identificados através da imunoprecipitaç:ao dos

receptores. Enzimas como r •• GAP. PLC. Ptdlns 3-quinase e c­

r.~-t <serina/treonina qlJinase) foram encontradas associadas

ao rPOGF e são por ele fosforiladas <revisado por Cantley et

al,1991) <Esquema 1). O efeito da fosforilaç:ão destas e

outras enzimas pelo receptor ativado ainda nio é bem

conhecido. Notavelmente estas enzimas possuem substratos na

membran~ plasm't ica. portanto o seu recrutamento para a

membrana pelo rPOGF j~ poderia contribuir

ativaç:ao.

para a sua



hidrólia.
de

Ptdl na .t
ser/thr
quina ••

fosforllaçio
de

Ptdlns

~

-[?J

1. 1.

EsqlJema 1- o receptor d€ POGF estimulado complexa-se

com uma variedade de mol~culas sinalizadoras

Hall.1990).

(adaptado de

Asc~lulas eucaridticas apresentam. como J* mencionado.

uma densa rede de microfilamentos (filamentos de act ina mais

proteínas associadas) em associa~io prdxima com a membrana

plasm~tica. o citoesqueleto cortical celular. As altera~aes

morfológicas frequentemente verificadas em resposta a

fatores de crescimento refletem modifica~Bes na organjza~~o

deste sistema de filamentos de actina. o aumento da

at ividade do ciclo de Ptdln~ induzido pela intera~io fator

de crescimento-receptor parece estar relacionado com a

organiza~âo destes filamentos de act ina (Lassing €

Lindberg,1.985>. A enzima Ptdlns 3-quinase converte os trªs

fosfoinositóis Ptdlns, Ptdlns(4)P e Ptdlns(4.5)P~ a
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Ptdlns(3)P, PtdIns(3,4)P2 e PtdIns(3,4,5)P3,

respectivamente. Os fosfoinositóis fosforilados na posi~ão 3

não são substrato para nenhlJma das fosfolipases c

coohec;das. Uma possibilidade seria que eles promovessem

rearranJos nos filamentos de actina, que é UMa resposta

comUm ao estímulo por fatores de crescimento e pelo menos

parcialmente responsável pelas altera~õ~s morfológicas

celulares observadas (Severinsson et al,1990).

A relevância do recrutamento e fosforila~ão das

tirosinas de ras GAP tamb~m não ~ clara. Uma possibilidade ~

que esta modifica~ão ativaria a via de ras por bloqueamento

da atividade Ndown N regulatória de ras por ras GAP (revisado

por Hunter,1991).

A ativa~ão da PLC estimularia a via comum do Ptdlns,

gerando uma eleva~ão nos níveis intracelulares.de cálcio e

ativa~io da proteína quinase C. A fosfo~ila~ão da PLC pelo

rEGF parece aumentar sua atividade catalítica (Nishibe et

al,1990).

Raf-l é homóloga a v-raf, o gene transformante do vírus

de ~arcoma murino 3611 <Rapp et al,1983>. O produto do gene

uma proteína citossólica deraf-l é

c\f iviqâde serina/treonina qlJ i nase.

74 kD

A

qlJe apresenta

identidade e

localiza~ão cellJlar .. dos substratos de raf-1 sâo

desconhecidos. A sua associa~ão com o rPDGF pode servir para

ativar sua atividade quinase através de fosforila~ão em

tirosinas e local izar raf-l na membrana celular onde esta

pode possuir substratos. Alternat ivamente, raf-l poderia



dissociar-se do receptor e fosfor i I ar substratos no

1a

citoplasma (Morrison et al.1989).

Outros receptores como os de insulina. de EGF e do

fator est imulador de colônia-1 (CSF-l). assim como pp60c- uC

tamb~m sio capazes de formar estes complexos multipotentes

cuja fun~io ainda ~ desconhecida mas que devem desempenhar

importante papel

a1.1991>.

na transdu~io de sinais (Cantley et

Receptores acoplados a proteínas G

As proteínas G compreendem uma família de proteínas

associadas ~ membrana que transduzem sinais extracelulares

em uma diversa gama de respostas celulares (Gilman.1987).

Todas estas proteínas ligam e hidrolizam GTP. que regula as

sl.!as intera~ões com enzimas efetoras. Receptores podem

est i ml.!l ar a enzima adenilato ciclase via proteína G.

controlando desta forma os níveis intracelulares de AMPcn

Todos os efeitos celulares conhecidos de AMPc ocorrem via a

at ivaçio da proteína dependente de AMPc (PkA) (Tay I or et

al.1990). Sabe-se que o AMPc media a estjmula~io hormonal de

v~rios genes de eucariotos atravis de um elemento responsivo

consérvado. o CRE(cAHP responsiveel ••ent). presente nas

regiões regulatórias destes genes (Montminy et al.1986). A

PkA media a fosforila~io de fatores criticos para a resposta

de transcriÇ.io.



A hidrólise de fosfatidilinositóis mediada

1.4

po,,'

receptores via prote(na G representa um mecanismo importante

de transduç:âo de sinais para dentro da c~lula. tais como O~5

de hormônios. neurotransmissores. alguns fatores de

crescimento e outras substincias biologicamente ativas. O

fosfat idil inositol (4.5) bifosfato (PtdIns(4.5)P 2 ) é IJm

inositol lip{dio localizado na face interna da membrana

p 1 a snlá t i c a e é formado atrav~s de dois estágios de

fosforilaç:âo do fosfatidilinositol (Ptdlns) por quinases

ESPE.'C (f j cas. Há tamb~m fosfatases correspondentes que

convertem Ptdlns(4.S)P2 a Ptdlns. A ocupaç:io do receptor

pelo agonista ativa a PLC que cliva o Ptdlns(4.5)P~ Em

ti i ac i 19l i c er o 1 (DAG) e inositol trifosfato (IP3)(Berridge €

Irvine.1984) (Esquema 2). Ambos. DAG e IP3 estão presentes

transientemente após

degradados.

a estimulaç:ão e são rapidamente

o IP3 é responsável

reservas intracelulares.

pela mobiliza~ão do cálcio de

como o ret(culo endoplasmático.

aumentando seus n(veis citoplasmáticos (Berridge e

Irvine.1984).
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Esquema 2 - Hidrólise de Ptdlns(4.5)P~ induzida pela

estimulac;:ão do agonista. (PDE=fosfodiesterase; a=ptdIns

quinase; b=Ptdlns-4 quinase; R2=receptor esP€cífico para

inositol 3 fosfato) (Berridge e Irvine.1984)"

o outro mensageiro secundirio. DAG. ativa a proteína

serina/treonina quinase dependente de cilcio e fosfol jpídeos

(PkC) (Nishizuka.1984). O esquema 3 apresenta um modelo para

a ativac;:ao da PkC por DAG:





lateral da membrana e interage com o complexo PKC-4P5-Ca Q
+.

Uma altera~io conformacional resultante desta liga~io ativa
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a enzima. que poderia ser inativada quando da atenua~io dos

sinais transmembrana (Bell.1986). Os ésteres de forbol

promotores de tumores podem substituir DAG e ativar

permanentemente a PKC. Aparentemente os ésteres de forbol e

o DAG competem pelo mesmo sitio de liga~io na PKC. mas

apresentam maior afinidade que o DAG. Isto. aI iado ao fato

de que estes promotores tumorais nio sio rapidamente

metabol izados é que leva a seus extraordin~rios efeitos

fisiológicos (Nishizuka.1984).



Proteína quinas~ C (PKC)

Nishizuka e colegas foram os primeiros a identificar a

PKC como uma proenzima que requer concentra~ies mil imolares

1.8

de cálcio para sua atividade (Takai et al~1977). Após

ativa~âo irreversível por calpaina. uma protease presente

nos extratos celulares, observava-se uma altera~io no peso

molecular da PKC, de 80 kO para 50 kO.

ativa~ao reversíveldemonstrado por N i sh i zlJk a (1984)

Mais tarde foi

da

~~nzima com apro:·, i madament e 10 uM de cálcio e ácido

fosfol ipidico e que as concentra~ies de ativa~âo para estes

dois efetuadores poderiam ser reduzidas por OAG.

PKC é uma enzima ubíquamente distribuída. tendo sido

prat icamente todos

particularmente

encontrada em

(Nishizuka.1984; Kuo et al~1980).

os

ri

tecidos testados

concentrada no sistema nervoso e provavelmente desempenha

importante papel em transmissies sinápt icas. Sl..la ampla

distribuil;:ao, no entanto, sugere que também desempenhe

papéis importantes no controle ou modula~io de vários outros

processos biológicos. PKC é acídica, com um pI entre 5.0 e

5.5 e composta de uma ~nica cadeia pol ipept ídica com um peso

molecular aparente de 79 - 83 kD em SOS PAGE. Sabe-se hoje

qUE PKC ~az parte de uma grande família de pro~eina~, com

sutilmenteE;~nz i 0101 Óg i cas

várias subespécies ql..le apresentam

individuais

caracter ist ica~:;

(Nishizuka.1988:

CCl.rpent er et al,1987). Alguns membros da família apresentam

padrões distintos de expressa0 tecidual e localiza~ão
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intracelular. Guinases diferentes apresentam provavelmente

fun~ies distintas no processamento e modula~io de uma

variedade de respostas a sinais externos.

As isoenzimas PKC consistem de um domínio cataI ítico

(carb6xi-terminal) e um domínio regulat6rio (amino-terminal)

(Nishizuka.i988). O domínio catalítico cont~m sequincias

incluindo o sítio de liga~ão para ATP, que são hom610gas a

outras proteínas quinases. Os domínios regulatórios de

algumas isoenzimas apresentam sítios para 1 iga~ão de c~lcio,

e todas apresentam um motivo denominado de pseudosubstrato

no seu domínio regulat6rio. Este motivo pseudosubstrato.

identificado por House e Kemp (1987a) pode interagir com o

sítio ativo da enzima, inativando-a na ausincia de fatores

ativadores.

Amino~cidos b~sicos pr6ximos aos resíduos de serina ou

treonina fosforilados são fatores importantes dos sítios

fosforilados pela PKC. Em contraste com a PKA, não foi

determinada ainda uma sequincia consenso para fosforila~ão

pela PKC (House et al.1987b). Todas as PKC requerem resíduos

b~sicos mas h~ uma varia~ão consider~vel na justaposi~ão e

escolha de arginina ou lisina ao redor do sít io de

fosforila~ão (Kemp e Pearson.1990). Peptídeos s in t ét i C o~;;

contendo o motivo XRXXSXRX <onde X repr€senta qualquer

amino~cido) tendem a ser os melhores substratos. Arranjo

mlJ i to parecido est~ presente no pseudosubstrato

autore9ulador da enzima. s6 que este apresenta uma alanina

ao invé:s da serina ou treonina no sítio de fosforjla~io:



peptídeos análogos a substratos de PKC.

RFARKGAL..RGKNV (House e Kemp.1987a). Analisando vários

House e colegas
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(1987b) chegaram a conclusio de que um ~nico aminoácido

básico. preferencialmente arginina. é o detern\inante mais

importante para a fosforila~io. mas que resíduos básicos

ad ic ionais poden\ influenciar a cinética de fosforila~io dos

peptídeos. Além disto. PKC pode reconhecer estes

determinantes em qualquer lado do sítio de fosforila~io

(House et al.1987b). PKC ~ também capaz de se autofosforilar

em tris regi&es diferentes de sua sequincia primária. o que

provavelmente implica em uma autoregula~io de sua fun~io

biológica (Flint et al.1990).

Substratos t algu.as fun~ões da PKC

A estimula~io dahidrólise de fosfatidilinositóis é uma

resposta comum a tratamento com fatores de crescimento

(Hunter.1987). Como consequincia da ativa~io de DAG vários

eventos de fosforila~io por PKC são detectados após

tratamento com mitógenos. PKC está presente na maioria dos

tipos celulares. indicando que apresenta várias fun~oes

çelulares crít icas (Nishizuka.1984).

o fato de que a ativa~io da PKC ~ ~m~ fesposta comum a

quase todos os mitógenos. e que promotor~s tumorais são

mitoginicos para certos t jpos celulares. levou a uma busca

intensiva de substratos para PKC. Apesar de PKC poder
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fosforilar um grande n~mero de proteínas in vitro. tem sido

extraordin~riamentedifícil identificar· fun~ies num n~mero

menor de proteínas que sio fosforiladas em c~lulas intactas.

V~rios slJbst rat os de PKC foram ident ificados

utilizando-se os crit~rios de que a fosforila~io da proteína

deveria aumentar em c~lulas tratadas com TPA e que a

proteína purificada deveria ser fosforilada in vitro no

mesmo sítio pela PKC purificada <Woodget et al.1987). Devido

que v~rios destes substratos sio proteínas associadas •

translocar-se para sítios celulares distintos. o que explica

ela controladas

isozimas de PKC podem

localiza~io da enzima ativa. nio ~ surpreendente

membrana. Na real idade diferentes

a SIJPoSt a

a variedade de repostas celulares por

<Mochly-Rosen et al r 1990).

Uma importante fun~io da PKC parece estar intimamente

relacionada com o controle negativo de receptores df..~

superfície celular <do.n regulation). A fosforila~io do rEGF

pela PKC causa jnibi~io da sua atividade tirosina quinase

<Cochet.1984); diminui~io da afinidade de ljga~io do

receptor a EGF (Davis e Czech.1986). e parece promover a

internaliza~io do receptor (Fearn e King.1985). Da mesma

f'orma. a fosforila~io do receptor de insulina pela PKC leva

a uma redu~io na capacidade de ligaç:âo da insul ina assim

como inibi~io da sua atividade de tirosina quinase (Takayama

et a I • 1984) •

A demonstra(;io de que v~rios oncogenes codificam para

proteínas envolvidas em vias de transdu~io de sinal enfatiza
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uma liga~io entre os mecanismos de regula~io de crescimento

celular e usurpa~io destes processos em neoplasias. Membros

da fam{lia ginica ra. codificam para um grupo de prote{nas

de 21 kD local izadas na membrana plasm~t ica que lembram

prote{nas G porque ligam nlJc I eot í deos de guanina €

et al.1990>.

estimulam a via de fosfolipase C continuamente p levando a

UMa ativa~io persistente da PKC (Fleishman et· al p 1986;Smith

al p 1984>.et(SweetGTP~sicaat il,lidade

Em c~lulas eucaridticas a taxa de transcri~~o de v~rios

Possil,lelmente p proteínas ras no estado GTP ligado ou ativo

apresentam

genes ~ alterada em resposta a estímulos externos.

Altera~ies na express~o de genes em resposta a agentes como

fatores de crescimento,hormônios esteróides.

tumorais p choques térmicos e

promotores

íons de metais pesados s~o

mediados através de sequincias de DNA que agem em eis, como

os enhancers (Maniatis et al.1987>. O fator nuclear .kB <NFk-

B>. que foi primeiro detectado devido ~ sua capacidade dE

ligar-se ao enhancer da cadeia leve k de imunoglobulina (Sen

E Baltimore.1986a). é importante também para a expressio

regulada de outros genes. NFk-B est~ presente em uma forma

nuclear ligante de DNA em linfócitos B e macrófagos maduros p

mas em forma citoplasm~tica e incapaz de I igar-se ao DNA em

l,I~rias outras células 'Sen e Baltimore,1986b). A form,,:\.

cit()ptasm~tica é ligada a um inibidor IkB. do qual ela pode

ser liberada através da est imula~io por ésteres de forbol

(Sen e Balt imorE p 1986b). A fosforila~io de IkB pela PKC em



um complexo NFk-B/IkB pod~ 1 iberar NFk-B da
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inibic:ão.

permitindo que este transloque-se para dentro do n~cleo e

ative seus genes alvo (Ghosh e Baltimore.1990).

Entre os genes cuja transcric:ão ~ indl.!zida por TPA

estão os proto-oncogenes C-~05. c-siso c-.yc e o gene da

colagenase (Greenberg e Ziff.1984; Colamonici et al,1986;

Whitham et al,1986) A via respons~vel pela transduc:ão do

sinal gerado pela ativac:ão da PKC at~ a maquinaria de

transcric:ão não € conhecida. Uma sequincia conservada est~

presente nas regiies regulatdrias dos genes induzíveis por

TPA. Esta sequincia denominada TRE (TPA responsiY~ ele.ent)

serve como sitio de ligac:ão para o fator de transcric:io AP-l

(Angel et al.1987). O complexo AP-l consiste dos produtos

dos oncogenes ~os e Jun. cuja transcric:io é induzida por TPA

(Verma e Sassone-Corsi.1987). Parece portanto que ~os e jun

estão envolvidos na resposta celular ~ via de transduc:ão de

sinal dependente de PKC.

H~ vários slJbstratos d€~ PKC localizados no

citoesqueleto e estes podem servir de instrumento para ""'(""
~.=t

rápidas modificac:ies morfoldgicas documentadas em células

tratadas com fatores de crescimento ou TPA. Sabe-se que PKC

fosforila proteínas de filamentos intermediarias como

vimentina. desmina e neurofilamento L. causando a S'Ja

desp6limerizac:ão reversível (Inagakiet.al,1987; Kitamora et

al,1989; Hisanaga et al,1990). Mochly-Rosen e colegas (1990)

observaram que a isozima CK1.4 de PKC ativada transloca-se



para elementos de citoesqueleto em midcitos cardíacos e para

microfilamentos em fibroblastos.

Uma proteína acídica. de peso molecular real 31.950. e

que em SOS PAGE apresenta um peso molecular aparente de 80­

87 kO foi identificada como um dos substratos Majorit~rios
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para PKC (Wu et

al.1986; Patel

denominada MARCK5

al.1982; Rozengurt

e Klingman.1987).

( .Y r i s t oy I a t ~d ..

et al.1983;Albert et

Esta proteína foi

al.nin~-rich C-kinase

substrate) (Stumpo et al.1989). MARCK5 ~ uma proteína

I igante de actina (Hartwig et aI. dados não publicados) e de

citoesqueleto de actina com a membrana plasmática aderente

como outras altera~ies morfoldgi~as celulares.

plasmática aderente ao substrato i regulada pela PKC. Sendo

do

através da

liga~io ~ membranac1Jja

a associa~io reversível

al.1989)

que i um pre-requisito para a locbmo~ão assim

poderia regularPKC

Plaquetas e transdu~ão de sinais

calmodulina (Graff et

assim. representa uma molicula candidata ideal

qlJa I

ao substrato.

Plaquetas são pequenos fragmentos de citoplasma que se

destacam de cilulas muito grandes chamadasmegacariócitos.

local izados na medula óssea. As plaquetas ~io anucleadas e

n~o proliferativas e apresentam uma capacidade I imitada de

sintetizar RNA ou proteínas. Apesar disto os mecanismos
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intracelulares regulatórios de p 1aqlJet as ativadas sâo

C omp 1e:<os.

A essência da fun~~o plaquet~ria ~ sua resposta a

estímulos. Quando ativadas. as plaquetas apresentam

modifica~ies dram~ticas: elas modificam sua forma. agregam e

se~retam os conte~dos de seus grinulos. Uma grande variedade

de agonistas plaquet~rios. incluindo trombina.,

superfície estio presumivelmente acopladas ~s respostas

(PAF). atuam em receptores de membrana específicos. As

trombospondina. col~geno e o fator de ativa~~o plaquet~rio

dereceptoresseusagonistas comintera~ões destes

plaquet~rias atrav~s de v~rios mensageiros secund~rios

intracelulares.

P I aquet as têm sido amplanlente ut il izadas para a

investigacão de nlecan i smos de transduç:âo de sinal.

part icularmente aqueles que envolvem a hidról ise de PtdlnsP~

em qlJe os mensageiros secundários DAG e IP3 ativam

respectivamente a PKC e a liberacio de Ca++ das reservas

intracelulares (Nishizuka.1986). A eleva~ão dos níveis

intracelulares de Ca++ e ativa~~o da PKC são passos

essenciais na transducâo de sinais de agonistas em plaquetas

que levam ~ agregac~o e secreç:~o (Berridge e Irvine.i984).

~credita-se que trombospondina este,ia envolv"ida em agregacâo

plaquetária (Lawler.1986). A glicoproteína IIIb ou IV ~ uma

das proteínas majorit~rias da superfície de plaqUetas e atua

como sítio receptor para trombospondina (Mc Gre90r et

aI. 1989) ..



apresenta IJm provável sítio de Tosforila~io (QKARKSTRRSIRL)

desempenhar pap~is de extremaimportincia na a~io de vários

Na maioria dos tecidos a atividade enzimática de PKC é

~~6

e

Nio

Tun~ões

portanto

C kinase

peptídeos,

(Haslam

Agon i st as conlO

várias

devendo

leukocyte

de

de vários

and

com ácido retinóico. A p47

plaquet~rios

Apesar

al.1981).et

qlJe tornam-se enriqlJecidas de p47

al.1980). Esta proteína. denominada

Em plaquetas. no entanto. a atividade

(platelet

grinulos

o tratamento de plaquetas com ~steres de

na fosfor i I a~ao

clonada recentemente por Tyers e colegas

(MinaklJchi

de

pleck.trin

resulta

lembra muito o sítio pseudosubstrato de PKC.

mensageiros extracellJlares.

mais ativa

de PKC excede muito a de PKA sendo aproximadamente 20 vezes

compar~vel a de PKA.

p47 ou

Torbol

Linham.1977;Kawahara et

estes produzem estas respostas celulares.

e Bensusan,1980).

trombina causam a TosTorila~ao via PKC de uma proteína de

aproximadamente 40 kD qlJe uSlJalmente precede a secre~io dos

plaquet~rias serem controladas pela PKC poucos de seus

substratos sao conhecidos e tampolJco a maneira pela qual

quando induzidas a diferenciar

conteúdos

que

substrate>. Toi

apresentou homologia significativa com nenhlJma proteína

conhecida. e sua fun~io ainda ~ desconhecida.

Uma variedade de substratos ni~ identificados de PKC

sio fosforilados durante a ativa~io plaqlJetária. Al~m da p47

olJtras proteínas de pesos moleculares de 80. 56 •. 27e 20 kD

sao Tosforiladas em plaquetas ativadas por trombina (Wallace

(1988) de c~llJlas HL60.
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incluindo a cadeia pesada e a cadeia leve de 20 kD da

miosina <Kawamoto et al.1989). o significado biológico da

fosforilaçio das cadeias de miosina ainda nio ~ conhecido. O

c: omp I e)·~o gl icoproteico Gpllb-Illa é IJma integrina

multifuncional abundante e~ plaquetas. Gpllla é fosforilada

pela PKC (Parise et al.1990). Quando as plaquetas sio

ativadas. Gpllb-Illa é convertida de uma forma que nio liga

fibrinoginio a uma forma que liga. Além disto seu domínio

intracelular adqlJ i re capacidade de ligar-se ao

citoesqueleto. A fosforilaç~o de Gpllla pode representar um

plaquetas estimuladas com trombina (Mitchell et al.1990). No

envolvida exclusivamente com proliferação celular.

Além de ativar a PLC € consequentemente a PKC. trombina

detectadas. O mecanismo de formaçio de complexos contendo

ptdlns 3-fosfato pode ser diferente em plaquetas em relaçio

·foram

funçio nio

não

implica talvez que

de GpIIb-Illa possam

fosfotirosinas

trombina

as f'IJnçô'es

estimulaçio da formação destesA

contendo

sistemas.a outros

entanto proteínas

mecanismo através do qual

ser reguladas.

Um complexo contendo Ptdlns 3-fosfato foi detectado em

complexos em plaquetas por

fosfoinositóis com 3 fosfato apresentam alguma

ativa proteínas t irosina quinase ~m plaquetas (FerreI e

Martin.1988). Plaquetas expressam altos níveis de atividade

de pp60c- e". níveis estes compatíveis com os de células

transformadas com o vírus de sarcoma de Rous (Golden et:

,,\1 • 1986) • A detecc:ão destes elev"'.dos níveis de pp60c-- uC em
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plaquetas indica que esta atividade nio i exclusivamente

relacionada ao controle de crescimento. mas que pode estar

envolvido em outras fun~~es celulares.

OBJETIVOS E ABORDAGEM EXPERIMENTAL

Plaquetas podem desempenhar importante no

desenvolvimento de metástases

um papel

tumorais (Karpatk in e

Pearlstein.1981). Sendo assim. os eventos que 1 evam ~:\

ativa~io plaquetária c onlO sec r el;: ão e agregal;:ão podem

significar etapas importantes na dissemina~io de c~lulas

invasivas (Tuszynski et al.1987).

o objet i vo inicial deste trabalho foi clonar f..'

caracterizar proteínas plaquetárias envolvidas no processo

de agrega~ão plaquetária. Com o intuito de clonar o receptor

do agente agregante trombospondina. GpIIIb. produziu-se um

soro policlonal contra uma banda eluída de SDS PAGE 7.5% de

extrato proteico de plaquetas humanas. que apresentava peso

molecular igual ao de GpIllb (banda 80 kO). o soro

pol iclonal foi ut ilizado para varrer uma biblioteca de cONA

de endotil io de cordão umbilical humano e dois clones foram

isolados. e sequenciados. Os clones não aPresentaram

homologia com GpIIIb. que foi clonada em 1989 por Oquendo e

colegas. Um dos clones apresentou 100% de homologia com a
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proteína 80K-H. substrato de PKC. € o outro. nio apresentou

homologia com nenhuma proteína até entio clonada.

Como v~rios agonistas plaquet~rios utilizam a via de

atjva~io da PKC para desencadear suas respostas. e como os

substratos de PKC em plaquetas e eM células em geral sio

pouco conhecidos. decidiu-se caracterizar a proteína 80K-H

utilizando-se um soro policlonal específico contra esta

proteína obtido a partir da imuniza~io de camundongos com a

imunoquímicos que permitiram analisar a proteína 80K-H

fosforila~io Nin vivoN e distribuj~io em diferentes tipos

celulares.

alguns aspectos como local iza~io subcelular.

e

Este soro policlonal

ensaios bioquímicosIJtilizado emfoi<ant j-B0K-H)

proteína de fusão correspondente.

quanto a



MATERIAIS E MtTODOS

l-Produção de anticorpos policlonais anti-plaquetas

~~0

Camundongos foram injetados com uma banda extraída d~

50S PAGE 7.5% de extrato proteico de plaquetas. que

apresentava peso molecular igual ao de GP IIIb (denominada

banda 80 kD). A banda foi macerada em PBS (2mM Na~HP04' 5mM

intraperitonialmenteNaH~p()4' 140mM

intervalos de

NaCI) e injetada

10 dias. Após 3 01..1 4 imunizações.

com

a

especificidade e o títl..llo dos soros obt idos foram testados

pelo m~todo de ELISA (Engvall.i980). Outros camundongos

foram injetados com pedaços de poliacrilamida macerados em

PBS da mesma maneira. por~m sem o componente proteico. e

seus soros foram utilizados como controle negativo.

2- Varredura

(Glover,l985)

imunol6Qica da biblioteca de cONA

A biblioteca de cDNA utilizada foi cedida por David

Ginsburg da Universidade de Michigan~ O cDNA foi construidu

a partir de mRNA de endot~ljo umbilical humano utilizando-se

hexanucleot (deos rand8micos. O cDNA obtido foi ligado no

vetor de expressio lambda gt11 (Ginsburg et al.1985).
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Fagos recombinantes foram adsorvidos (10~ pfu/placa de

entio isolados 10 clones positivos.

utilizado como segundo anticorpo e a revela~~o foi realizada

(100mM NaCl~ 100mM TrisHCl pH9.5. 5mM MgCl~).

Os sinais positivos obtidos foram retirados das placas

com pipeta Pasteur e guardados em Eppendorfs contendo 0.5 ml

foi

100 mg/l

previamente

(Sigma)

Um -filtro de

seco.

foi colocado sobre cada uma

isoladas. Desta forma foram

e Schuell)

3 a 4 horas.

(Promega) a 37°C por 20 minutos e

a fosfatase alcalina

(10 g/l bacto triptona. 5 g/l extrato

NaCl. pH 7.5. 15 g/l agar.

que -foram ent~o incubadas a 37°C por

42°C por

(Promega) em tampio de fosfatase alcalina

(Schleicher

10 g/l

a

1 ise completamente

plaqueados em LB amp

das placas de Petri

Petri) em E.coli RY1090

de levedura.

ampicilina)

n i trocellJlose

placas de

saturado com 10 mM IPTG (BRL)

mais duas horas. A posi~~o dos -f~ltros em rela~~o ~s placas

foi marcada com um al-finete. Os filtros foram retirados.

lavados em TBS (150mM NaCl. 20mM TrisHC1.pH 8.0). bloqueados

uma hora com TBS 3% BSA e incubados por duas horas com o

soro anti-80 kD dilu{do 1=2000 em TSS 1X BSA. Anti-lgG de

com NBT e BCIP

camundongo conjugado

de SM (5.8 g/l NaCl. 2.0 g/l MgSO~.7H~O. 6.0 g/l TrisHCl pH

7.5. 0.1 g/l gelatina). Como controle ne~ativo para a

varredura com o soro antj-80kD foi utilizado soro normal de

camundongo e nenhum sinal posi.tivo foi obtido. Os dez sinais

mais fortes foram selecionados para mais duas .va~reduras

onde os fagos eram cada vez mais dilu(dos at~ se obter
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3- Caracterização dos clones de lambda otll por Western

blot

3.1-Preparação rápida de extrato proteico recombinante

o extrato proteico foi preparado segundo protocolo de

Dalton. 1987. Resumidamente. 10~ fagos de cada clone foram

adsorvidos em E.coli RY1090 e plaqueados em L8 amp a 37°C

por 6 horas. As placas foram cobertas com 6 ml do tampio

lambda diluente (2.0 g/l MgS04.7H~O. 6.0 g/l TrisHCI pH 7,5)

e mantidas em agita~io durante a noite a 4°C. O tampio foi

entio retirado das placas e centrifugado a 14000 rpm por 10

minutos e o sobrenadante foi aliquotado e guardado a -20°C.

3.2-Análise dos extratos proteicos por Western blot

Aproximadamente 50 ug de extrato proteico de cada clone

foram resolvidos em SOS PAGE reduzido 7.5X (Laemmli,1970) e

(Towbin et

o gel foi transferido para um filtro de nitrocelulose

al.1979). Apds a transferincia o filtro foi

corado com Ponceau S 1X 'cido ac~tjco por 5 minutos e

descorado com 'gua ati que se pudesse visualizar bem as

bandas. O filtro foi bloqueado com T8SM 5X (T8S acrescido 11e

~jX leite Molico) por 1 hora e depois incubado com o soro

anti-80kD por 2 horas. Soros. dos camundongos imunizados

apenas com poliacrilamida foram utilizados como controle

negat ivo da rea~io. Apds 3 lavagens de 5 minutos em TB8M 5%

o filtro foi incubado por mais 1 hora com anti 19G de

camundongo conjugada a fosfatase alcal ina e novamente
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lavado. A revela~ão foi feita com NBT e BCIP (Promega) em

tampão de fosfatase alcalina.

3.3- Purificação de anticorpos específicos (Ozaki et

al,1986)

Anticorpos especificos para cada proteina de fusão

foram purificados do soro anti 80 kD. Os fagos recombinantes

foram plaqueados a uma densidade de 10~ pfu por placa de

Petri e incubados a 37°C por 3 horas. Um filtro de

nitrocelulose previamente mergulhado em 10 mM IPTG (BRL) foi

blotado sobre cada placa por 2 horas a 37°C. Após ser lavado

em TBSM 5% o filtro foi incubado com o soro anti-80 kD

plaquetas (1 mg/ml) foram resolvidos em gel preparativo SOS

solu~io b~sica (0.25 M Tris base. 8 x TBS).

Os eluatos foram entio utilizados em Western Blot dE

diluído 1=5000 por 2 horas. Em seguida o filtro foi lavado 3

vezes em TBSM 5% e os anticorpos ligados foram eluídos com 3

foi

por 5

O filtro foi cortado em

Trezentos uq de extrato de

imediatamente neutral izado com uma

depois de bloqueada com TBSM 5%.

(Laemmli,1970) e transferidos para um filtro de

minutos. O eluato foi

incubada com um eluato diferente. Umeluato do so~o encubado

em lambda gt11 não recombinante foi util izado como controle

negativo. As bandas foram visual izadas com segundo anticorpo

ant i-IqG de camundongo conjugado com fosfatase alcal ina

nitrocelulose (Towbin et al.1979).

t iras e cada tira.

extrato proteico de plaquetas.

PAGE 7.5%

011 de tampio de elui~ão (0.2 M glicina pH 2.8)
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aliquotado com 0.3r. de clorofdrmio e estocado a 4°C. Desta

4- Amplificação dos clones (Maniatis.1982)

10S,· f'agos/ml.

d(,,'5r.

Depois foi

de

10 minlJtos.

adicionado

plaqueados em LB amp e

por

(Promega) em tampâo de fosfatas€

14 horas. Cada placa foi coberta com 5

recuperado,

8000 rpm

foi

poss{velobter uma amplifica~io a um titulo de

mantidos a 42°C por

RY1090 por 20 minutos a 37°C,

De cada clone, 10~ f'agos foram adsorvido5 em E.coli

ml de SM ( 5,8 9/1 NaCl, 2,0 9/1 MgSO~.7H~O, 6,0 g/l TrisHCl

pH 7,5, 1,19/1 gelatina) e mantida a 4°C durante a noite. O

revelado com NBT e BCIP

alcal ina.

sobrenadante

centrifugado a

clorofdrmio, mantido por 15 minutos a temperatura ambiente e

forma foi

5- Caracterização do DNA dos clones

5.1- Preparação rápida de DNA de bacteri6faQo lambda

(Maniatis et .1,1982)

E.coli RY1090 foram adsorvidas com faqos (10~ pfu) e

plaqueadas em NZYCM sól ido (10,0 g/l NZ amina, 5,0 g/l NaCl,

~j,0 9/1 extrato de 1evido. 1.0 9/1 casamino ~cjdos, 2,0 9/1

MgSO~.7H~O, 15,0 9/1 agar) e 50 ug/ml de ampici1ina por 12



horas a 42°C. Adicionou-se 5 ml de SM a cada placa que ~oram

entio agitadas durante duas horas a temperatura ambiente. O

tampio ~oj retirado e centri~u9ado a 8000 rpm por 10 minutos

e o sobrenadante ~oi tratado com 1 ug/ml de ONAse i e RNAse

A por 30 minutos a 37°C. Os ~agos ~oram pr~cipitados com PEG

20~ e 2 M NaCI em SM durante 1 hora no gelo e recuperados

por centri~uga~io a 10000 rpm por 20 minutos a 4°C. O

3~.:i

ressuspendido em 0.5 ml

10~ e 5 uI de 0.5 M EOTA pH 8.0 a

O ONA ~oi extraído duas vezes com

sedimento ~oj

centri~ugado. a 8000 rpm

tratado com 5 uI de 50S

68°C durante 15 minutos.

2 minutos.

de SM e novamente

O sobrenadante ~oi

fenol cloro~órmio e uma vez com cloro~drmio. A ~ase aquosa

por 20 minutos e centrifugada em Eppendor~ por 15 minutos a

4°C. O sedimento ~oi lavado com 0.5 ml de etanol 70~. seco a

5.2- An4lise do DNA por eletroforese em gel de a9arose

Do ONA da prepara~io r~pida. 10 uI ~oram digeridos com

10 U de ECO RI por 2 horas a 37°C e resolvidos por

eletroforese em gel de agarose 0.8~ na presen~a de 0.5 ug/ml

de isopropanol a -70°C

de TE (10mM TrisHCI pH8.0.v~cuo e ressuspendido em 25 uI

foi precipitada com 1 volume igual

1. mMEOTA) .

de brometo de etídio.

de jlumina~io com UV.

As bandas foram visualizadas atrav~s

5.3- Análise do DNA por hibridização (Southern blot)

- Pu~i~ica~ão de insertos de cDNA a pa~tir de agarose:



retiradas e os insertos purificados com o kit Gene elean da

saturado por 5 minutos a 50°C. Os insertos foram recuperados

com 5 uI de pd de sílica ultra fina por 5 minutos no gelo. A

finalmente eluído em tamp~o de baixa for~a iBnica

ut il izado sem qualquer outra purifica~io.

:36

(TE) e

o DNA foi

insertos foramque continham os

Tris pH 8.0 e EDTA).

lavada 3 vezes com 700 uI de tampio NEW (solu~io

A agarose foi macerada com 2.5 volumes de NaI

As bandas do gel

810 101.

concentrada de NaCI.

sílica foi

"a,.cac;:io isotópica do DNA co. alta atividade

cintilador. As at ividades especificas obtidas para as sondas

foram em m~dia 1x10s cpm/u9.

especí~ica·(Feinbe,.g e Vogelstein p 1983>:

A marca~~o dos insertos foi feita com a utiliza~io do

de TES a sonda foi recuperada por geI filtra~io em Sephadex

G50 a 3000 rpm por 2 minutos. O 'rendiment~ dare~c;:~o foi

Da

dois

BRL.

por

de dGTP 0.5 mM e 5

por duas horas a

fervidos

System" da

2 uI

IJ I for am

LabeI ing

(10IJei/ul)

Apds interromper a rea~io com 100 uI

da sonda purificada diluida em aquasoI no

Prime,.s DNA

insertos. 4de

[ a 1 f a :iUtp ] ATPde

preparal;io

kit "Random

01 igodeoxinucleotideos heximeros).

temperatura ambiente.

medido com 2 uI

1.1 I

minutos e depois mantidos no gelo por 5 minutos. A marca~iD

~oi feita com 1 U de Klenow na presen~a de 5 uI de 5 x OLB

(0.67M HEPES. 0.17M Tris HCI. 17mM MgCI2. 33M 2­

mercaptoetanoI. 1.33 mg/ml BSA. 18 DO/ml de iniciadores



lenta. duas vezes e depois com 0.5 M NaOH e 1.5 M NaCl por

transiluminador por 5 minutos e guardado a v~cuo.

Hibridiza~io co. DNAI

~~7

para <:0\montadofoio gel

ao filtro com exposi~io a UV do

pr~-hibrjdizado a 50°C com 42% defoi

Em seguida

f i :·{adofoi

por 15 minutos a temperatura ambiente com agita~io

O filtro

N HCI

C) DNA

- Trans~trincia alcalina ("aniatis tt al.1982>:

Da prepara~ão rápida de DNA. 10 uI foram digeridos com

10 U de ECO RI por 2 horas a 37°C e resolvidos por

eletroforese em agarose 0.65~ na presen~a de 0.5 ug/m1 de

brometo de et{dio. Após a ~orrida o gel foi tratado com 0.2

45 minutos.

transferência em tampio de transferência (0.25 M NaOH 1.5 M

NaCI) utilizando-se o filtro Hybond N. Após a transferência

formamida, 6 ~ SSC (0.09M citrato de sódio. 0.9M NaCI). 0.1%

a sonda radioativa. O filtro foi lavado em 2 x SSC 0.1% SDS

por 15 minutos a temperatura ambiente com agita~io duas

esperma de salmão. por 4 horas. A hibridiza~ão foi feita por

30 a 48 horas em solu~io de pr~ hibridiza~io fresca contendo

20

g/110.0Ficoll.

e 200 ug/ml de DNA de

(10.0 g/l

9/1 aSA)

x sse e 0.5% SOS a 68°C porem 0.1

Denhardt)(5

Polivinilpirrolidona, 10,0

minutos com agita~io tamb~m d~as vezes. O filtro foi seco a

temperatura ambiente e coberto com um filme de raio X por

uma noite a -70°C com uma placa intensificadora.

vezes e depois

SOS.



contendo o gene lacZ M15 e o vetor pGEM-3Z tornam-se azuis

~lanqueado por regiies promotoras para RNA polimerase dos

fagos SP6 e T7 (Esquema 1). AI~m disto. pGEM-3Z apresenta o

gene para o peptidio lac alfa que pode ser complementado

pept{dio lac alfa for rompido por subclonagem no sitio

m~ltiplo de clonagem do pGEM-3Z a complementa~io deixa de

ocorrer e as colBnias permanecem brancas.

Tris ug do vetor foram digeridos com 40 U de Eco RI por

:~8

foi

pGEM-3Z

Bactérias

o vetor

clorofórmio e

Mas se o gene para o

funcional.

com fenol

M15 da c~lula hospedeira para

foi em seguida precipitado com

por e:<t ra~ão

o nlaterial

beta galactosídase

que apresenta um sitio m~ltipl0 de clonagem

purificado

6- Subclonage. dos insertos de cOMA

6.1- Prepara~io do vetor

O vetor utilizado para a subclonagem ~oi

pelo produto do gene lacZ

produzir uma

quando plaqueadas em meio com X-Galo

precipitado com etanol e acetato de sddio.

~~0°C •

2 horas a 37·C.

(Promega)

ressuspendido de modo a ~ic~r 0.1 1.19/1.11 e~TE e estocado a -

foi

etanol 70% e 0.3 M acetato de s6dio pH 6.0. recuperado por

centrifu9a~io e desfosforilado com 1 U de fosfatase alcalina

na presen~a de 50S 0.05% a 55°C por 1 hora. Em seguida o DNA
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1458 8gJ1

2142 S.pl

/89112578
VAf"2583
.-'" PIIuI 2604
__ PIIuII 2533

T7 promot.,
Pofycloning alt.
SPI promot.,

ltoIyclonInt 11ta.

pGEIWZ

T7~~ IN lnNcriptlon."

~ ~
GGGCGMT'l'CGAGCT'CGCm~~

L--..J L-.-..J L-.-..J L...---J l.-.-J
L..-..J I I L-..J L...---J L-....J

EcoAI s.ct Kpnl A" ""'Hl ~,s.,. PSn Sp/lI HinclIll
X/MI Acct
.sm.t Hindl

Esque.a 1- pGEM-3Z co. seu sítio .últiplo de clonage. e

regiões pro.otoras para RNA poli.erase dos ~a90s SP6 e T7.
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6.3- Transfor.a~io

A transforma~ão foi realizada segundo o protocolo "Max

Efficiency OH5 Alfa Competent Cells" N08258SA da BRL. Um 1.11

da mistura de liga~ão diluída 1=5 em TE foi adicionada a 20

vetor foram adicionados. A mistura foi ligada com 1 U de T4

DNA ligase na presen~a de 2 1.11 de 5X tampão de rea~ão de

liga~ão (250 mM Tris pH 7.6~ 50 mM MgCl~~ PEG 25X é000. 5 mM

ATP e 5 mM OTT) a 26°C por 2 horas. As misturas de 1 iga~ão

foram diluídas 1=5 em TE e utilizadas para transformar

E.coli OH5 alfa (BRL).

descrito

e 100 ng de

CORlO

3 e 6 1.11

que foram entao mantidas

purificados

DH5 alfa

foram

com o auxílio do kit Gene Clean. Em seguida~

insertosOs

6.2- Liga~ão dos insertos ao vttor

anteriormente

foram divididos em alíquotas de 1.

1.11 de bact~rias E.coli

por 30 minutos a 0°C seguidos de um choque t~rmico de 45

segundos a 42°C. Apds o choque t~rmico as bact~rias foram

colocadas rapidamente no gelo. por 2 minutos. As bact~rias

foram acrescentadas de 80 1.11 de SOC (20.0 g/1 triptona. 5.0

9/1 extrato de levedura. 0~6 g/l NaCl. 0.19 g/l KCl. 0.9~.:j

9/1 MgCl~. pH 7.5. 3.6 g/l glicose). agitadas a 37°C por 1

hora e em seguida 100 1.11 foram plaqueados em LB amp contendo

brancas foram analisadas para a presen~a de inserto.

0.05 mg/ml X-Ga1( BRL) por 15 horas a 37°C. As colônias

_____________.._J



extra{do com fenol clorofórmio. precipitado com 1 volume de

7.5M aCEtato de amBnio e 2.5 volumes de etanol no gelo por

15 minutos e centrifugado por 20 minutos a 4°C. O sedimento

STELT (sacarose 8%. TritonX-100 5%. 50 mM Tris pH 8.0. 50 mM

EDTA e 0.5 mg/ml de lisozima) e fervido por 60 segundos. Em

seguida a mistura foi centrifugada a 4°C por 15 minutos E o

6.4- Prepara~ão rápida de DNA plas.idiano

A prepara,~o foi feita pelo m~todo r~pido da fervura,
(Maniatis 1982). As colBnias brancas foram crescidas em 2 ml

de LB amp por 18 horas e recuP~radas por centrifuga,~o a 4°C
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oe descartado.

15 minutos a 37°C.

ressuspendido em 200 uI de

tratado com RNAse por

por 3 minutos. O sedimento foi

sEdimento removido com um paI ito est~ril

sobrenadante foi

0.8%. Seis colBnias brancas foram analisadas para cada

tamanho esperado foram escolhidas para uma maxi prepara,io

de plasm{dios.

bacto triptona. 5.0 g/l extrato de levedura. 10.0

I i Sf:·:

de LB

de agarose

i nsert"os de

feita pelom~todo da

Cento e vinte ~ cinco mI

80%. seco a v~cuo e ressuspendido em

contendo 100 ug/ml de ampicil ina foram

da prepara,io foram digeridos com 10 U de

prepara,~o foi

pH 7.5)

A ma:·: i

Cinco III

6.5- Haxi prepara~ão de plas.ídios

inserto. Col8nias brancas que cont inham os

EcoRI por 2 horas a 37°C e resolvidos em gel

foi lavado com etanol

j.5 III de TE.

é·:\ 1 c a I i na (Man i a tis. 1982) •

(10.0 g/l

çJ/l NaCI.



mg/ml de lisozima e mantidas por 10 minutos no gelo. A

suspensio foi entio lisada com 2 volumes de 0.2 N NaOH SDS

1% por 10 minutos a 0°C, neutralizada com 3.75 ml de 3M NaAc

de 25mM Tris HeI pH 8.0, 10 mM EDTA, sacarose 15% e 2

centrifuga~io a 5000 rpm, 4°C,15 minutos, ressuspendidas em
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o sobrenadante foi

As bact~rias foram recuperadas pora 37°C.

pH 4.6 e centrifugada a 12000 rpm.

inoculados com urna colBnia branca e a mistura incubada por

3 ml

12 horas

tratado com 2.5 ug/ml de RNAse por 15 minutos a 37°C e

centrifugado a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C. Ao sedimento

hjbridiza~io com os insertos dos lambda gt11 recombinantes

extra{do duas vezes com fenol clorofórmio e uma vez com

clorofórmio. O sobrenadante foi entio novamente precipitado

e 1 ml de PEG 13%. sendo

gt11, tamb~m digeridos com

1 hora a 0°C e centrifugado a

a -20°C durante 30 minutos e

insertos dos plasm{dios foram testados porOsEco RI.

dos fagos recombinantes lambda

com 2 volumes de etanol

adicionou-se 0.2 ml de 4M NaCI

este entio precipitado por

12000 rpm por 10 minutos. O precipitado foi lavado com

etanol 70%, seco a v'cuo e ressuspendido em 150 uI de TE.

O DNA foi dosado no espectrofot3metro <cohc.de DNA -

50 X A~6. X dilui~io x mg/ml) e sua pureza foi ~erificada

através da rela~io A_~./A <Maniatis et aI 1982).__ ~e. .

O DNA também foi anal isado eletroforeticamente em gel

de agarose 0.8% onde foram analisados plasm{dios digeridos

com 10 U de ECO RI por 2 horas a 37°C lado a lado com o DNA



para verificar

mostrados).

se não representavam artefatos <dados não
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6.6-Subclonage. dos insertos para sequencia.ento de

regiões inacessíveis à poli.erase

Para o sequenciamento das regiões centrais dos

insertos. os mesmos precisaram ser fragmentados e

subclonados novamente. Atrav~s do mapeamento de enzimas de

restric;:ão foi

insertos em

possível escolher

fragmentos de

enzimas que cl ivassem os

tamanhos adequados para o

sequenciamento. Após a digestão com as enzimas adequadas o ''·..)

~ragmentos resultantes foram resolvidos em gel de agarose

1%. As bandas correspondentes aos fragmentos foram ret iradas

como descrito nos ítens anteriores.

7- Sequencia.ento dos clones de cOMA

purificadas com o kit Gene Clean. ligadas ao vetor

pGEM-3Z (previamente digerido com as enzimas de restric;:~o

do gel.

escolhidas) e utilizadas para transformar bact~rias DH5 alfa

Para o sequenciamento dos diversos fragmentos de cDNA

foi pGEM-3Z e o sequenciamento foi feito com dupla fita.

denatu~ac;:ão. que foi feita de acordo com 6 manual t~cnjco

~oi ut il izado o sistema da Sequenase (USB). ~om a .excec;:ão da

o vetor utilizadoSequenciamentoU da Promega.USistemas de



foram neutralizados com 3 uI de 3M acetato de s6dio pH 5.0 e

7.1- Denatura~ão do DNA

Dois ug de pl~sm{dio foram pipetados em 18 uI de igua

lavado em etanol 70%, seco ~ vicuo e ressuspendido em 7 uI

de igua dest iIada. Dois tubos destes foram preparados para

cada clone.
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o sedimento foi

a temperatura ambiente. Em seguida

de 2 M NaOH e 2 mM EDTA em Eppendorfs e

15 minutos no gelo seco. O DNA foi recuperado

de ~gua destilada e precipitados com 75 uI. de etanol

mantidos por 5 minu~os

destilada e 2 uI

7 IJ I

por 10 minutos de centrifuga~io a 4°C,

absoluto por-

7.2- Anela.ento dos iniciadores

Ao DNA denaturado foram adicionados 2 uI do tampio da

5equenase 5 X (200 mM Tris HCI pH 7.5, 100 mM MgCI~, 250 mM

NaCI) e 1 uI do primer (SP6 em um dos tubos e T7 no outro -

Promega) e os tubos foram incubados a 37°C durante 30

minutos.

uCi/uI) e 5 U de Sequena~e e incubados por 5 minutos a

temperatura ambi~nte.

7.3- Rea~ão de .arca~ão

As misturas de aneIamento foram acrescidas de 1 uI de

dGTP, 7.5 mM dCTP, (107.5 mM dTTP), 1 uI de [3~S]dATP

de mistura de marca~io diIu{da 1=5 (7.5 mM2 uI0.1M DTT,



A.T e C. Ao término da incuba~~o 4 uI de solu~io stop (95%

7.5- Eletro~orese e. gel denaturante <Howe e Ward,1989)

Depois de exaustivamente lavadas com ~gua quente E

detergente as placas ~oram lavadas com etanol e a menor ~oi

xileno cianol) ~oram acrescentados a cada tubo.
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por(Sigmacote-Sigma)

T e C ~oram previamente

das misturas de termjna~~o

o mesmo ~oi ~eito com os tubos

A,

0.05% de bromo~enol azul e 0.05% de

de 10 X BTE pH 8.3, 22.5 ml de bis18 ml

7.4- Rea~io de ter.ina~ão

4 tubos rotulados G.

impermeabilizada com dimetil silano

por mais 5 minutos a 37°C.

preparados pipetando-se 2.5 uI

ddGTP, ddATP.ddTTP e ddCTP respectivamente nos tubos G.A.T e

C, que foram tampados e pré aquecidos a 37°C. Ao ~im da

rea~~o de marca~~o 3.5 uI da mistura de marca~io ~oram

trans~eridos para o tubo de termina~~o G que foi incubado

formamida, 20 mM EDTA.

duas vezes e lavada novamente. As placas ~oram montadas com

aux{lio de espa~adores e bem seladas com ~ita adesiva

pI~stica. Sessenta ml da solu~io estoque de gel dE sequincia

acrilamida 40% e 70 ml de ~9ua destilada) ~oram misturados a

(90 9 de uréia,

600 uI de APS 10% e 30 uI de TEMED e despejados lentamentf.·~

entre as placas, mant idas a um ingulo de 45°C de incl ina~~o

sobre a bancada. tornando-se o 'cufdadp de n~o ~ormar bolh.s.

Um pente de face lisa foi colocado e um peso ~oj depositado

sobre a boca do gel até que este polimerizasse. Depois de

polimerizado o pente ~oi invertido para formar as canaletas



corrido por 30 minutos a 2000 v.

As amostras foram fervidas por 2 minutos, e aplicadas

nas canaletas obedecendo a ordem GATC e corridas por 2 horas

a 2000 V. Ao final da corrida o gel foi desmontado, a placa

uma folha de papel Whatman foi colocada sobre o gel de forma

que este ficou aderido ao papel e pode ser removido e seco

por 40 minutos a 80°C a v~cuo na secadora de gelo O gel foi

36 a 48 horas. O filme foi então revelado e as

46

foi pré

t emperat ur(":\

o gel

um filme de raio X a

separada com o auxílio de uma esp~tula e

armado no suporte apropriado.e o gel f'oi

coberto em cassete por

ambiente por

siliconizada foi

sequincias lidas com o auxílio de um transilumlnador.

Os fragmentos menores foram totalmente sequenciados com

adjacentes aos sítios de restri~ão de Eco RI e PstI de todos

os fragmentos de cDNA.

necessitara~ de uma corrida adicional de 4 horas, para que

se pudesse ler com maior maior precisâo a regiâo superior do

feitas reaçies de Sequenase utilizando a mistura de marcaçio

diluída 1=20 ao invés de 1=5, e correndo-se o gel por ~penas

Os maiores, porém,

ler as bases próximas aos primers foram

Desta forma foi possível ler todas as basese meia.

apenas uma corrida de gel de 2 horas.

1 hora

gelo Para se poder

7.6- Sequencia.ento co. Taq poli.erase

Para a eliminação de compress~es nas regiies ricas em G

E C foi utilizado o sistema de reação com Taq polimerase

(Taq Track SeqlJencing System Promega). Este sistema



intramoleculares entre G e C, que são as respons~veis pelo

apresenta a vantagem de que a rea~ão de marca~ão é realizada

acrescentados 2 pmoIes de primers (SP6 ou T7 - Pr6mega), 5

uI de tampão 5X de Taq polimerase (Tris-HCI pH 9.0, 50 mM
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sem

forame

t ornanl-se

extenda

e o anelamento foi

dest i I ada

de sequência,

poIimerase

gel

de água

q lJ.e a

condi~ões as pontes de hidrogênio

Taq poIimerase funciona bem a esta

7 uI

de mistura de extensão (Taq Track Sequencing

Nestas

compressão no

permitindo

pois a

instáveis,

efeito de

temperatura.

MgCI;z) e 2 uI

a 70°C,

problemas.

Quatro ug de plasm(deo foram denaturados da mesma forma

que descrito para rea~ão com Sequenase. O DNA denatu~ado foi

ressuspendido em

System - Extension/Labeling Protocol)

feito a 37~ durante 20 minutos.

A rea~ão de exten~ão foi iniciada adicionando-se 2 uI

aljquotando-se 6 uI desta mistura de marca~ão para cada um

dos tubos de termina~ão, ddG. ddA, ddT e ddC que cont inham,

respect ivamente, 1 uI das misturas de termina~ão 250 uM dNTP

250 uM + 50 uM ddATP; 250 uM dNTP + 50 uM

por 5 n\inutos a 37°C e terminada

de Taq DNAe 1.5 lJ.l(1000 C i /n\mol )de [alfa 3~S] dATP

polimerase (5 U/ul)

... 50 uM ddGTP;

ddTTP e 250 uM dNTP + 50 uM ddCTP. Atermina~ão foi

reali~ada por 5 minutos a 70~ e-ao final ~este tempo 4 uI

de sollJ.dio stop (10mM NaOH. formamida 957., azul dE-:

bromofenol 0.057., xileno ~ianol 0.05%) foram acrescentados a



Para se determinar a fase de leitura dos insertos estes

necessariamente em fase com a beta galactosidase.

beta galactosidase com o inserto.
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fe ft ,.:\foi

(forward-BIOLABS,

que anela-se na regiio da

marcado de acordo com o Manual

isolados e onde portanto estavam

GACTCCTGGAGCCCG

A corrida destas amostras no gel

que foram

Este primer foi

primer 5

cada tubo.

gt11 3 CCACCGCTGCTGAGGACCTCGGGCAGTCATAGCCGCCTTAAGGTCGAC
EcoRI

~Jt11 em

exatamente da mesma forma que para rea~io com Sequenase.

() DNA dos fagos recombinantes foi isolado rapidamente

7.7- Sequencia.ento direto do la.bda gtll reco.binante

primer do s{tio EcoRI de lambda gt11

de acordo com o mesmo protocolo j~ descrito no item 5. O

beta galactosidase permite o sequEnciamento da jun~io da

maneira: a 50 ng de primer foram acrescentados 3 uI de [gama

foram sequenciados diretamente do vetor de express~o lambda

representado no esquema abeixo)

Ticnico de Sequenciamento Taq Track da Promega da seguinte

(Byung e Collen p 199.>

3_~p ) ATP (3000 Ci/mmol), 1 uI de tampio 10X da T4

pcl in~cleotideo quinase (500mM Tris HCI pH 7.5, 100 mM

pol inucleot {deo quinase (10 U/u1), ~gua destilada ati 10 uI

MgCI
~1" 50 mM DTT, 1 mM espermidina), 0.5 uI de T4



diluição de Sequenase (10mM Tris HCI pH 7.5. 5 mM DTT. 0.5

precipitados com 373 uI de etanol absoluto. O DNA denaturado

Toi ressuspendido em 7 uI de ~gua destilada e adicionou-se 2

uI do tampio de sequenciamento 5X da Sequenase (200mM Tris

HCI pH 7.5. 100mM MgCI~. 250 mM NaCI) e 1 uI do primer

marcado e ·0 anelamento Toi realizado por 30 minutos a 37°C.

Ao t~rmino deste tempo Toram acrescentados 1 uI de 0.1M DTT.

seguinte e revelado.
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utilizado

.ambiente.

de sequência

A quinase Toi

recombinantes Toram

a t emperabJra

mantida por 5 minutos a

10 m i nl.!t os.

dos Tagos

de acetato de sódio pH 4.6 e

Em seguida 3.3 uI Toram trarisTeridos

5 nli nut os

do DNA

e a mistura Toi

EDTA por

seco. exposto a um Tilme de raio X at~ o dia

aSA)

de TE e 2 uI de Sequenase diluída 1:7 no tampio de

Vinte ug

Estas amostras Toram resolvidas no gel

inativada a 90°C por 2 minutos e o primer Toi

desta ~aneira sem qualquer puriTicaç~o.

e incubou-se tudo a 37°C por

neutral izados com 10 uI

2 IJ I

denaturados em 100 uI de ~gua destilada com 10 uI de 2M NaOH

e 2mM

temperatura ambiente.

gel Toi

nlg/ml

como J~ descrito sem modificaç~es. durante 1 hora e meia. o

para cada um dos tubos de terminação (G.A.T e C) que Toram

incubados a 37°C durante 15 minutos e depois 4 uI de soluçio

stop (Sequenase) Toram acrescentados a cada tubo.



~j0

8.1- Trans~ec~ão e sele~io dos clones lisógenos

8 - Produ~io de lisógenos (Glover p 198S)

7.8- Anális. das sequências no co.putador

As sequincias dos fragmentos de cDNA foram analisadas

em microcomputador do tipo AT utilizando-se o programa

crescida em LB contendo

ug/ml de ampicilina por 14 horas a 37°CR

(Promega) foi

(Amersham) e PC/GENE da IntelliGenectics.lnc ••

California"

E.colí RY1089

maltose 0.2% e 50

STADEN PLUS

As bactérias foram recuperadas por centrifuga~ão (3000 rpm,

10 minutos. 4°C) e ressuspendidas em SM de modo que D0
6
••=3.

As bactérias competentes foram mantidas a 4°C por até 5

dias.

Trinta e tris uI da suspensão de bactérias foram

inoculadas em 10 ml de LB contendo maltose 10%, 1M MgS04 ,

ampicilina 50 ug/ml e 100 uI dos fagos recombinantes

ampl ificados. A cultura foi crescida a 32°C com a9ita~io

horas. As colBnias que cresceram a 32°C mas não a 42°C,

colBnias foram carimbadas para duas outras placas de LB amp

lenta até DOó ••=0.5 e as bactérias foram plaqueadas de forma

a se obter de 50 a 100 cfu por placa <normalmente utilizou-

1000da cultura diluída

incubad~s a 32°C por 12 horas e as

25 e 50· uI

incubadas respectivamente a 42°C e 32°C por 18

vezes). As placas. foram

qlJe foram

se alíquotas de 10,



portanto lisogênicas.

contendo 100

foram pri-inoculadas em 5 ml de LB

uI de maltose 10% e 50 ug/ml de ampicilina e

5j.

crescidas a 32°C por mais 18 horas. Guatro ml do pr~-indculo

foram estocados em 15% glicer~l a -70°C.

crescidos a 32°C com agita~io lenta at~ DO&••=0.5. A cultura

teve entio sua temperatura rapidamente elevada a 45°C por 20

8.2- Preparo de extrato proteico dos clones lisoginicos

Cem ml de LB contendo 2 ml de maltose 10% e 50 ug/ml de

foram inoculados com 1

deste tempo foi

da cultura foram

do pr~-inóculo Eml

(5 ml

Ao final

IPTG final

agita~io vigorosa.minutos sob

ampicilina

acrescentado 10 mM de

separados e nio induzidos com IPTG) e a incuba<::io foi

cont i nuada por nla i $ 1 hora a 37°C. As bact~rias foram

ressuspendidas em 4 ml de TEP (100mM Tris HeI pH 7.4. 10 mM

de gelo e degelo em N~ 1 íquido e sonicadas com pulsos de 30

segundos at~ que a solu~io perdesse a viscosidade. ° extrato

foi aliquotado e armazenado a -70°C.

Os extratos dos clones induzidos e nio induzidos foram

resolvidos em 50S PAGE 7.5%. Um extrato de lambda gtl1 nio

recombinante induzido foi util izado como controle negat ivo.

1 mM PMSF). As bact~rias foram lisadas com 2 ciclos

5000 rpm a 26°C ecentrifuga~io asedimentadas por

EDTA e



foi ut ilizado como controle negativo.

Bandas que correspondiam ~s proteínas de fusio foram

onde as placas eram sensibilizadas com a banda" 80 kD

c:· ~
~I c;.

Este

Soro normal de camundongo

repetido mais duas vezes de 15 em 15 dias.

injetadas intraperitonialmente em camundongos.

Os soros foram testados pelo m~todo de ELISA (Engvall.1980)

9- Produ~ão de soros policlonais contra as proteínas de

e com beta galactosidase 2 ug/ml.

procedimento foi

extraídas de g~js preparativos SOS PAGE 7.SX, maceradas em

-fusão

PBS e

(proteínas eluídas de gel de extrato proteico de plaquetas)



le-Eletroforese Bidi.ensional <O'Farrel,1975)
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Tubos de vidro previamente siliconizados foram

preenchidos com a solu~ão de gel acrilamida 304 para FIE

(5 t 5 9 de uréia. 2 011 de igua destilada, 2 ml de NP40 104.

1.33 ml de acrilamida 30%. 0.3 ml de anfolitos PharMalyte

temperatura ambiente por um tempo m(nimo de 2 horas. Em

seguida os tubos foram colocados na cuba especial para FIE.

e deixados para polimerizar

Pharmacia pH 4-6.5 e 0.2 ml

auxilio de uma seringa.

de anfol i tos pH 3-10) com o

á

Acrescentou-se 50 tampâo de amostra para FIE (1.14 9

com a solu~ão H~P04

U I de

0.01H no reservatório inferior.

de urÉia. 20 lJ 1 de DTT lH. 0.4 ml de NP40 10%. 60 uI

anfolitos pH 4-6.5.40 uI anfol itos pH 3-10) em cima do gel,

completou-se com a solu~âo do reservatório superior (NaOH

0.02H) e iniciou-se a pré corrida para o estabelecimento do

gradiente de pH no gel (a pré-corrida foi de 30 minutos a

200 V. 30 minutos a 300 V e 30 minutos a 400 V). Após a pré-

corrida procedeu-se a aplica~âo das amostras (300 ug de

prote(na t ot a I ) • Trezentos uI de extrato de plaquetas

(lmg/ml) foram precipitados com 2 volumes de TCA 10% e o

6.5. 40 uI de anfol itos pH 3-10). O volume foi completado

com o tampâo do reservatório superior e a corrida foi feita

precipitado foi ressuspendido em 70 uI do tampâo de amostra~

As ~mostras foram c~idadosamente apli·cad~se cobertas com ~0

uI desolu~ão de cobertura para FIE (0.72 9 de uréia •• 0,4

de DTT lH. 60 uI de anfolitos pH 4-20 uI011 de NP40 10%.



retirados dos tubos. tiveram seus lados b~sicos marcados.

foram ~quilibrados por 30 minutos ~ temperatura ambiente com

(glicerol 10~. DTT 1M. SDS 2.3~. Tris-HCl 0.0625M

por 17 horas a 400 V.

soll..l(;:ao O

Ao final da corrida os géis foram
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pH 6.8). congelados em gelo seco e armazenados a -70°C.

Imediatamente antes de correr a seglJnda dimensão

(Laemmli .1970). os géis foram equilibrados por 30 minutos em

solu~ao O fresca. Para medir o gradiente de pH do gel

11- Hibridiza~ão RNA-RNA ("Northern blot")

Hcolchao v de 2 ml de CsCI 5.7 M. A densidade do RNA em esCI

Durante a ultracentrifuga~ao (35000 rpm por 20 horas) oRNA

forma um precipitado no fundo do tubo enquanto que o DNA e

Illll

cortou-se este gel em

depositado sobrefoi

dos outros componentes celulares.que a

foram I isadas com 4M isotiocianato de guanidina

homogenizado resultanteoe

correu-se um dos tubos sem amostra.

peda~os de 1.0 cm que foram colocados em tubos contendo 1 ml

de ~gua dest ilada. Ap6s 2 horas mediu-se o pH de cada tubo e

pode-se assim tra~ar uma curva pH x cm.

é mu i t o ma j ar

E~m gar'rat'as

11.1- Extra~ão de RNA total de células de .a.í~eros e.

cultura (Haniatis et al.1982)

Foi util izado o método de extra~io com guanidina/CsCI.

Células MG 63 (linhagem de osteossarcoma humano) crescidas

as proteínas permanecem no sobrenadante. O RNA é entao



5 e:'
,.J

ressuspendido em ~gua destilada autoclavada e precipitado

com 0.1 V de 3M acetato de sddio pH 5.2 e 2.2 V de etanol. O

sedimento obtido desta maneira ~oi ressuspendido em ~gua

destilada autoclavada e dosado.

destilada por 12 horas. As bandas ~oram visual izadas atrav~s

91 ioxal 1M e DMSO 50% por 1 hora a 50°C. O glioxal liga-se

minutos com acridine orange (30 ug/ml>, e descorado com ~gua

descr i ta

~ i t a são

f i ta com<J

incubados com

maneira

mas em tampão 20 x SSC e

mesma

As amostras podem entio ser

da

As mol~culas simples

transferido para uma membrana de

como descrito acima mas não corado

com UVa

de cada amostra de RNA ~oram

de gljoxal

(Hybond-Amersham>

Um gel

Dois ug

i I um i na~io

~s guaninas em PHs < 7, evitando a ~orma~io de pontes entre

11.3- Trans~erência do.RNA para .e.brana de nylon

11.2- Análise do RNA por ~l~tro~ores~ ~. g~l de glioxal

de estruturas secund~rias.

10mM pH 7. Durante a corrida o tampio da cuba deve ser

guaninas e citosinas e mantendo portanto as mol~culas livres

desligue das guaninas. Apds a corrida o gel foi corado por 5

resolvidas em gel de agarose 1% em tampio ~osfato de sódio

visual izadas como bandas laranjas e as dupla

bandas verdes.

agitado para que o pH nio se torne b~sico e o glioxal nio se

de

(Car.ichael ~ "c"aster r 198.>

n':llon

anteriormente para Southern blot.

com acridine orange. foi



protocolo Promega. Terminada a rea~ão o DNA foi removido com

DNAse e a e~iciência da marca~io contada no cint ilador. O

solu~io de hibridiza~io <formamida 50%. 20 mM Tris pH 8.

1 mM EDTA pH 8, 1 x solu~io de Denhardt, 50 ug/ml de esperma

Riboprobe - Promega a partir dos subclones em pGEM-3Z.

Um ug de plasmideo linearizado foi encubado por 1 hora

a 37°C com RNA polimerase T7 na presen~a dos nucleotideos
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mas cortada do gel

<50uC i ) de acordo com o

preparada atrav~s do sistema

Depois o filtro foi incubado por 16

pr~-hib~idizado de 1 a 3 horas em

e [alfa aapJ UTP

Uma sonda de RNA foi

ATP. GTP e CTP,

11.4- Hibridiza~ão RNA-RNA

de peso molecular nio foi transferida.

antes da transferência e corada.

sem o tratamento anterior com 0.2 N HCI e 0.5 M NaOH. 1.5M

NaCI. Após a transferência o filtro foi mantido por 1 hora

em estufa a v'cuo 80°C para a remo~io do glioxal e exposto

por 5 minutos a UVa A regiio do gel que continha a amostra

horas a 55°C em solu~io de hibridiza~io fresca contendo a

sonda. Ao final da hibridiza~io o filtro foi lavado por 5

minutos em 2 x SSC, três vezes. e incubado por 15 minutos ~

temperatura amb.iente em 2 x SSC contendo 1 ug/ml de RNAseA.

O fiitro foi por fim lavado durante 30 Min~tos a 50°C ~m 0.1

x SSC 0.1% 5DS, seco e exposto a um filme de raio X.

filtro de nylon foi

de salmio e 5 x SSC).



12- Cultivo de células

C~lulas das linhagens tumorais humanas HL60 (leucemia

promielocítica). MG63 (osteossarcoma. originada do La Jolla

~j7

Cancer Research Foundation» e MEL85 (Melanoma) foram

cultivadas em garrafas de pl~stico contendo o Meio de

cultura RPMI 1640 (Morton.1970) acrescido de 10% de soro

fetal bovino e 1% de L-glutamato em estufas de 5% de CO
2

a

37°C. As subculturas foram feitas a partir de culturas

confluentes. Para cada passagem as c~lulas aderidas foram

soltas com PBS EDTA 0.02% e alíquotas da suspensio celular

transferidas para novas garrafas com meio fresco.

13- Pr~paro d~ extratos proteicos ~ análise e. Western

blot

13.1- Preparo de extrato proteico a partir de células

e. cultura

As c~lulas foram crescidas como descrito acima até

at ingir confluincia. o meio foi retirado das garrafas por

centrifuga~io. no caso de células nio aderentes (HL60>. ou

As células aderentes foram soltas da garrafa com PBS EDTA

0.02% e centrifugadas. Os precipitados foram lavados 5 vezes

com P8S. Adicionou-se ao ultimo precipitado 1 X o seu volume

de tampão de extral;ão

por aspiral;ão. no caso de c~lulas aderentes (MG63 e MELeS).

(0.04 M MgC1 2 • 0.001 M CaCI~. 50 mM



octyl). Depois de agitados por 10 minutos a 4°C. o extrato

foi centrifugado a 14000 rpm a 4°C durante 20 minutos e os
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sobrenadantes foram aI iquotados e dosados.

foram estocadas a -70°C.

As alíquotas

13.2- Preparo de extrato proteico a partir de plaquetas

O extrato proteico de plaquetas foi preparado de

maneira idint ica ao de c~lulas em cultura. Plaquetas. com

pra~:':o de viabil iza~ão para transfusão vencido. foram

generosamente cedidas pelo Banco de Sangue do Hospital

Antonio Prudente.

nitrocelulose foram cortadas e bloqueadas em TBSM 5r. p

1~5000. lavadas 3 vezes por 5 minutos em TBSM 5r. e incubadas

13.3- Análise dos extratos e. Western blot

De cada extrato 150 ug foram resolvidos em g~is 50S

condiçõesem

Fitas dos filtros de

e transferidos para filtros de

(Laemml i .1970).

et aI .1979).

2 horas com o anticorpo primirio diluído

preparativos

incubadas por

PAGE 7.5r.

redutoras e não redutoras.

nitrocelulose (Towbin

p Olr ma i s 1 horoa com ant i IgG de camundongo conjugada C\

fosfatase alcalina. Depois de bem lavadas novamente as fitas

foram reveladas com NBT e BCIP

aleal ina.

em tampão de fosfatase



(LABTEK) e fixadas com

14- Iaunofluorescência indireta

foram aderidas em liminas de vidro
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20

(MG63)

por(na propor~ão 90=1=9)

linhagem de osteossarcoma humanoCélulas de

acetona. formaldeído e PBS

extensivamente lavadas em PBS as liminas foram incubadas com

trituradas com auxílio de um homogeneizador manual de vidro.

10~ e observadas em microscópio de imunofluorescincia.

Depois de

confluincia

3mMPMSF e

mesn,a d i I u i c;: ao.

em

isotiocianato de

utilizado um soro

MG6:~

submetido às seguintes

hora a 37°C.1

10mM Tris PH 7.4.

por 10 min. 3300 x 9 por 10 min.

galactosidase na

de céllJlas

1=50 por

mais 1 hora a 37°C e novamente bem lavadas

liminas foram montadas em gllcerol tamponado

anti-beta

lavada com PBS e incubada com 50 uI do anticorpo

Como controle negativo foi

IgG de camundongo conjugada com

15.1- Fracionaaento subcelular

Cinco garrafas

prim'rio diluído

15- Preparo de fra~ões subcelulares

minutos ~ -20°C. para permeabiliza~ão das células. ou com

glutaraldeído 2~ em PBS para não permeabiliza~ão. A lâmina

pol i c lona I

Em seguida o homogeneizado foi

em PBS.

fluoresceína por

de solu~ão 250mM sacarose.

anti

foi entao

Finaln,ente as

centrifugac;:8es: 1000 x 9

(aproximadamente 5x107 células) foram ressuspendidas em 4 ml
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16300 x 9 por 20 min e 100000 x 9 por 30 mino para a

separac;:ão. respect ivanlente. das frações ""nuc 1ear 11 •

mitocondrial. lisossomal. microssomal e citossdlica.

15.2- An~lise das ~ra~ies e. Western blot

As concentrac;:ões proteicas das diversas frações foram

determinadas através do ensaio Bio-Rad (adaptado do método

de Bradford,1976). 100 ug de cada fraç~o foram resolvidos em

SOS PAGE 7,5% em condições reduzidas (Laemnl I i .1970) e

transferidos eletroforeticamente para um f; lt ro df.·~

nitrocelulose (Towbin.i979). A reac;:ão com o soro anti-8eK-H

foi realizada como j~ descrito no item 13.3.

16- Fos~orila~ão "in vivo" de células intactas

C)

foiprecipitado

de tampão A e o

oe

de células co. [aapJ orto~osfato

descart ad"o

centrifugada 14000 rpm por 3 minutos,

foi

suspensio foi

ressuspendido mais uma vez em 1 ml

em 1 mI de tampão A (25 mM Tris. 140 mM NaCl. 0.3 mM EDTA €

5 mM gl icose. pH 7.4) e incubadas ~ temperatura ambiente sob

ag;taç:io com 0.5 mCi de ~QPi. Apds 30 minutos de incubac;:io a

sobrenadante

16.1-Incuba~ão

(Wallace.198e)

Aproximadamente 107 células MG63 foram ressusP€ndidas

procedimento da centrifugac;:io foi repet ido. As cé I 'J I as



lavadas foram entao lisadas em tampao de amostra FIE

acrescentado de 10mM molibidato de sódio e 3 mM PMSF.

16.2- Análise de proteínas ~os~oriladas e. Western blot

de eletro~orese bidi.ensional <O·Farrel.1975)

Trezentos ug do extrato de c~lulas MG63 marcadas com

6:t

3gPi foram resolvidos em eletroforese bidimensional como

descrito no i tem 10. o gel da segunda dimensao foi

transferido para um filtro de nitrocelulose que foi tratado

para uma rea~io de Western blot com anti-S8K-H como tamb~m

j~ descrito. seco e exposto a um filme de raio X a -70m C com

placa intensificadoraM
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RESULTADOS

l-Varr.dura da biblioteca d. cDNA

o soro policlon~l anti-80 kD apresentou alta atividade

quando testado em Western blot de extrato de plaquetas

biblioteca de cDNA de endot~lio umbilical humano e 10 clones

(Fig.1) e reagiu cruzadamente com poucas bandas menores qU~

80 k D. o soro anti-80 kD foi utilizado para varrer a

posit ivos foram isolados. Esta bibl ioteca foi escolhida para

a varredura porque c~lulas endoteliais apresentam muitas

proteínas em CORlURl CORl plaquetas (Febbraio e

Silverstein.1990). Como controle negativo utilizou-se na

(dados nio mostrados).

sinais positivos eram específicos para o soro anti-80 kD

0 <:·...obt ido. ind icando quepositivo foi

2- Análise dos clon.s isolados

varredura soro normal de camundongo ao invés do soro anti-80

kD e nenhum sinal

2.1- AtraY~s deWestern· blots.

A expressio correta de DNAestranho no vetor de

apenas 1/6 dos lambda gt11 recombinantes produzirio beta

express~o lambda gtl1 depende da orientaç~o e da fase d~

leitura do inserto de DNA em relaçio ao lac Z. Portanto





proteínas recombinantes foram encontrados em quase todos os

obtidos pelo método de Oalton (1987) permitiram uma análise

apresentaram as maiores proteínas de fusio (aproximadamente
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seus

e F::~

foram

isolado

(Young (,.:

indicando

Dl

e E8)

sido

Cl.

insertos de ONA

01

81.

ter

dos

degrada~io

Ci.

E7 e E8 apresentaram

A2.

10 clones recombinantes

e

e F3 apresentaram um padrio

(AL

deve

82.

Produtos de degrada~io das

(Young e Oavis.i983). Nenhum dos

Bi. Dl

portanto

(fora de -fase)

de tamanho

Todos os clones apresentaram proteínas de

e

de a E.coli RY1090 apresentar a muta~io lon-

a proteólise

Os outros clones.

kD

Os clones Al. A2.

inespecificamente. Os clones Al.

galactosidases fundidas a proteínas de interesse

tamanhos (Fig.2).

~usio maiores que o peso da beta galactosidase (116 kO). com

a exce~io do clone Fl. que nio apresentou nenhuma rea~io com

Davis.i983). Grande parte dos fagos recombinantes codificam

entio para Uartefatos U que podem gerar epitopos a partir de

rápida quanto a presen~a de proteínas de fusio e

tradu~aes an6malas

180 kO).

<:l.n t i 00-80

~ortemente que representavam o mesmo inserto de cONA. Quatro

proteínas de fusio menores.

muito semelhante

que dimunui

clones. apesar

clones que diferiam entre si

(Brígido et al.1990).

Os extratos proteicos dos

clones apresentou reatividade positiva em Western blots com

soro de camundongos imunizados apenas com pol iacrilamida

(dados nio mostrados).

escolhidos para as análises seguintes.



gt11 reeo.binantes e. Western blot co. o soro anti-S. kD.
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-205
,,(1 \. d "j;,,·H -,:,.

~'-;;~~r- ,i 'r-:rl--~"Yrl-- ..:r"

. ....

A1A2 81 82C1 D1F1F3E7 E8

FIG.2- Análise das prot.ínas de fusio doselon.s la.bda



Para verificar se os clones estavam
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pr·oduzindo

proteínas artefatuais purificou-se do soro ant i-80ko os

anticorpos específicos para cada proteína de fusio p

reagindo com a banda de 80 ko; os ant icorpos ant i Ci e EB

si. reagindo com a banda de 80 ko e tamb~m com outras bandas

2.2- Através de hibridiza~ão DNA-DNA <Southern blot)

não

e Dl

for"am

apenas

lambda gU.i n~\t1

d e e:d r a t o de

negativo,

idêntico.

insertos que

insertos Ai

Ci li00 pb e E8 860

Os

controle

i200 pb.

COmt1

apresentaram padrio

se os 4 clones ~ram difér~ntes entre si

Os anticorpos específicos anti clones Ai

clones apresentaram

tamb~m apresentaram padr5es idênt icos entrE

ut il izado

digestio com EcoRI.

(fitas A e B)

Tod(JS os

·Para verificar

"1 i ber"ados por

plaquetas (Fig.3).

pb ..

€"~ Oi

menores. Um eluato do soro ant i-80 ko em

rf~c:omb i nante.

utilizou-se estes eluatos em ~estern blot

ou não os insertos foram anal isados por hibridiza~io. Todos

os clones foram anal isados por Southern blot utilizando-se o

inserto Ai como sonda. Apenas os clones Al e Dl hibridizaram

aprEsentaram aproximadamente

apresentou rea~io (fita E).

Portanto os clones representam proteínas existentes em

extrato de plaquetas. de aproximadamente 80 ko. enio sio

artefatos. Al~m disso os padr5es obt idos no Western blot

sugerem que os clones Ai e Di representam a mesma proteína.

o mesmo ocorrendo com Ci e E8.

(fitas C e O)
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com esta sonda (Fig.4a). Quando o inserto E8 foi ut ilizado

como sonda. apenas os clones EB e Cl hibridizaram (Fig.4b).

Portanto os clones Al e Dl compartilham a mesma

sequincia de ONA. assim como os clones Cl e E8. sendo que

estes. muito provavelmente. representam tamanhos diferentes

de um mesmo cONA. Estes resultados confirmam a ~vidªncia

observada no W~st~rn blot com eluatos dos clones de que ao

todo 2 proteínas diferentes estavam sendo representadas

pelos 4 clones.

3- Subclonag~. dos insertos de cDNA

o vetor

que POSSlj i

pGEM-3Z ~ na realidade um vetor de transcri~io

os sítios promotores para a RNA poI imerase dos

fagos SP6 e T7. mas pode também ser usado como vetor para

sequenciamento. ut ilizando-se primers para as regi~es SP6 e

T7"

Os insertos A e C foram subcIonados no s{t io de EcoRI

do pGEM-3Z com alta eficiªncia. isto ~. praticamente todas

as colBnias brancas anal isadas apresentaram os insertos. A

ident Idade dos insertos subclonados foi verificada atrav~s

ele Southern blot com a sonda A e a sonda C (dados nao

mostrados). Como os insertos A e C s~o bastante grandes

tornar possível o seu sequenciamento. Para

(aproximadamente

subclonagem para

1200 e 1100 pb). foi necessária nova

determinar quais enzimas de restri~ao cl ivam os insertos de



Ai Ci °1 Ee A1 C1 Di Ee
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... ..
a

.. •
b

FIG.4- Southern blot dos clones reco.binantes co. o

inserto Ai co.o sonda (a) e co. o inserto E8 co.o sonda (b).

- r



forma a originar fragmentos de tamanhos adequados para o

sequenciamento foi feito um mapa de restrj~io a part ir da
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digestao dos plasmídeos recombinantes pGEM/A e pGEM/C. Os

plasmídeos foram digeridos sempre com EcoRI e mais uma

segunda enzima que nao apfesentasse sítio de clivagem no

pGEM-3Z. Os produtos das digestões estao apresentados na

se observa no pGEM/C digerido com EcoRI e PstI na mesma

altura do prdprio inserto C provavelmente é resultante de

Pstl e o inserto C apresenta i sítio para PstI. A banda qUE

O inserto A apresenta 2 sítios para

insertos A e C nao apresentam sítios de clivagem

para BamHI ou HindIII.

FIG.5a. Os

uma digestio parcial do inserto C. pois as somas dos 3

insertos ultrapassa muito o tamanho de C.

Os fragmentos originados por digestio do inserto A com

PstI foram denominados Ai. A2 e A3. e os originados pela

digesta6 de C com PstI de C1 e C2. Seus tamanhos foram

aproximadamente determinados e estao representados no

esquema ab a i :·~o.

EcoRI

~ 620

pstl Pstl EcoRI

~ 340! 30 O !

A1 A2 A3

EcORI

! 580

P 5 t I

! 480

E CoRI

~
C1 C2



3054­

1600­

1018-

516­

298-

1234567
•

~ pGEM
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FIG.Sa- Digestâo dos plasMídeos reco.binantes pGEM/A

<1-4> e pGEM/C <S-8> COM:

1 e 5 - EcoRI

2 e 6 - EcoRI + Ba.HI

3 e 7 - EcoRI + Hindlll

4 e 8 - EcoRI + Pstl



Os fragmentos foram subclonados em pGEM-3Z previamente

digerido com EcoRI e PstI no caso dos fragmentos Al.A2. Ci e

C2 e apenas com PstI para o fragmento A2. Os subclones estio
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,... epresent ados na Fig.5b onde todos os plasmídeos

recombinantes foram digeridos com EcoRI e PstI, a nio se~

pGEM/A2 que foi digerido apenas com PstI.

4- Análise das sequências obtidas

4.1-Análise das ~ases de leitura

Os sublones pGEM/Al, pGEM/A2, pGEM/A3, pGEM/Cj. E-~

pGEM/C2 foram sequenciados com o sistema da Sequenase

utilizando-se os primers SP6 e T7 que anelam-se nas regi8es

dos promotores para SP6 e 17 respectivamente. Conl os

plasmídeos que contªm insertos pequenos como A2 e A3 (340 e

300 pb). pode-se obter a sobreposi~io das sequincias lidas

com SP6 e 17 apenas com uma ~nica corrida do gel de

sequincia de 2 horas. J~ para os insertos maiores Cf. C2 e

Ai (580, 480 e 620pb), foi necess~ria mais uma corrida de

gel de 4 horas para se poder ler com precisio a regiio

superior do gel que fica muito comprimida com 2 horas de

c:orrida.

o fragmento Ai apresenta regiies repetitivas ricas em G

e C que originam compress3es no gel que dificultam sua
,I!

leitura. Estas compressies foram el iminadas atrav~s de uma

rea~io com Taq poI imerase.



PGEM - subclones

A A1 A2 A3 C C1 C2

3054­

1600­

1018-

516­

298-

FIG.5b- Haxi prepara~ão dos plas.ideos reco.binantes:

A- pGEH/A - EcoRI + PstI

A1- pGEH/A1 - EcoRI + PstI

A2- pGEH/A2 - PstI

A3~ pGEH/A3 - EcoRI + PstI

C- pGEH/C - EcoRI + PstI

C1- pGEH/C1 - EcoRI + PstI

C2- pGEH/C2 - EcoRI + PstI
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Para determinar com certeza a fase de I e i t IJr a dos

insertos A e C foi feito um sequenciamento direto dos lambda

gtii recombinantes. Foi possível ler para os dois casos o

final do gene da beta galactosidase. o sítio de EcoRI e o

começo do inserto de cDNA. Os insertos estio necessariamente

em fase com a beta galactosidase e desta forma foi possível

determinar a fase de leitura correta para cada inserto. As

sequincias foram introduzidas no programa de computador

Staden Plus e traduzidas. O sentido da sequincia C1 em

rela~io ~ sequincia C2 foi facilmente determinado pois estes

fragmentos apresentavam diferentes sítios de restri~ão nas

suas extremidades <EcoRI-PstI).

As sequincias de Ai. A2 e A3 poderiam ser posicionadas

uma em relaçâo ~s outras de duas maneiras diferentes. com o

inserto A apresentou 100% de homologia com a fosfoproteína

quando as sequincias Ai. A2 e A3 foram posicionadas nas duas

A2 gerou fase aberta de leitura. evidenciando portanto com

certeza o sentido correto de inser~io.

observou-se que o

apenas um dos sentidos de

(PstI-PstI) nos dois sentidos possíveis. Porim

Atravis de consulta ao GenBank

4.2-Procura de sequências ho.ó}ogas

maneiras possíveis e traduzidas.

f'ragment o A2

80K-H. substrato de proteína quinase C. Essa sequincia de

cDNA de aek-H jé conhecida havia sido obtida da linhagem

tumoral de carcinoma humano Ca9-22 ( Sak a i • 1985 ) e está

indicada na Fig.6.
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par~nteses.

J?7S

porest~Aicloneaocorrespondente

~~TCA~CC7GTCACC1CAAr~TCCCCCACCC·······'·····'····.

região

FIG.6- Sequ~ncia nucleotídica ~o cDNA da pr~teína 8eK-H

e sua sequ~ncia de a.ino~cid6s,predit~ <Sakai et al,i989>. A

deli.itada

~1"

N:AACACNCX:IQ;o:;tGG.AncTGACtttaG:«a:a:;u:1WiCGr "C'CAC:AGCGaKtcUlXQZtGilGGCi .C"« i ACH:.·'«GI iTC~iCi\IíGiGAG I.
A1G CTIõ T'I'G CCG CTIõ CTIõ CTIõ CTIõ cn CCI: A1G WC 'I'llG ClC'e c:TG GaG em: UG acc ca: COG oc;c em: 1'0: C'1'C llC'C UT CAT CAI: ft'C 3:'
...& La.. Leoa Pn La.. Le.. Leoa Leoa Le.. Pn ...& erl ft, ~r. vel Gh vai LII "" 'ro A", Giz vai ler La.. 'nIr U" lIi' IIU "'e 16

Tac G.T GAG 1'0:~ ACC WC CTIõ c:ac ClCT TCC ClC'e llC'C ATe CC" !'I'I' elAT CAlO em: AAC G,., GIlC TAT 1'Ge GIlC 1GC """ elAT JI6
Tvr .,r CI .. I., L 'ft'e "'e ftr eyl' ""' .,, Glr "r Ala ftr lIe 'r..... u, Gl. val ... AI, .e, 1'J .. cri u,/cr. Lr' u, ..

c:c;c: 1'C'T GIlC GAG CCA oc;c ~ ~ ClC'e 'rC'f CI:T UT oc;c IDI: T1'C CAI: WC llC'C AAC ACT QX TAT U-; CCI: C'!'lI ~T ATe CCI: TO: AAC e~

Gly 111' U, Gl. Pn G1r ~ Ala .Ia eyl .... AI. Gly ........ 1111 ey. 'no.. ,...~ Gly T\t.. Lr' , ... ""' ':')' .. lIe Pn .... U. ."

COG ~ UC G.T ClCT CTT 'rC'f GIlC 1GC WC GAT GGA loCA GIlC GAG Ttoe: AAC IDI: oc;c em: ATe TCõT. GaG AN: ACC :çc """ GAG AAG QX ."
A.., Vai "'" u, Glr vai era A', ey. era u, Glr no.. AI, GI. T\t.. "'" .... G1r "al Ue ,ey. GI. "'" 1tI.. eyl Lr' G1. L•• G1r 106

~~GAG~GAG1'O:CTIõ~~~ClC'eGaGem:IlC'C~~~T1'C~CTlõAAGAAG~~~~c:ac~~UG~
Ar, Ly. Gh••r, C:I...... L... Gln GI, _, .Ia GI. "lI ftr .r, C", C1r .,...... ""' Ly. Lr' Ue ..... U. =1..." TI" "r' Lr' I J6

Ge. C'"..c GAG GAG AAG CAlO """ AAG C1'C ATT GaG CT" CAlO ~ ~ AAG AAG 1'C'T CTIõ GAA c:ac CAlO c:TG GaG "1G ~ CGc: A~ c:TG ~ I~I
Ala Ar, CI.. GI. Lr' G1. Lr' Lr' Leoa Ue GI. ""' ca. Ala Glr Lr' Lra "r Leoa GI. AI, G1. Vai GI.. _, :.... t.6, nor ve1 Lr' I"

GAG c:u GCT GAG AAG CCA GAC ~ GaG ClC'e """ GAC CAG Ctoe: CAI: r.AG CTIõ 'I'llG GAA GAC CAG C"!G GCT ~ ClC'e UG ClC'e CU CAG GAI: 'ti
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Gh. 'l\'r Vai .'l\'r t.6, La.. era Pro "'e "ri La.. Vai "r· ,Gla Lr' 're Ly. La. G1y Glr ml'ro 'ft\r I .. LIII Gl1 ftr Tr, Glr"r eJ6

TOG~C:C;C:CCl:c;ac~GIlC~T1'CJlZTClC'e~AAG~GAG~oc;c~oc;c1GC'I'llG~oc;cCCl:~~~ACI:&CCc:TG~
'fr, Ue G1, '1" AI, ... AI, LYI "'e IIr .1a _, Ly. 'l\'r Gh. Gla Cly 'ft\r GI, ~ TI" G1a Glr , .. AI" Ar, ler "r "r Vai ...

CGC C'1'C C":'G 1GC GGG """ GAG r.cc ATe c:TG llC'C AGe A::C toe:A GAG CCI: JIZT C"'..c ,1'QC GAG TAC: C1'C A~ GAC CTIõ ,,':'~ N:G CCA ClC'e ClC'e 1646'
Art Le.. La.. Cri Gly Lra GI. "'r lia, "ai ftr ler nor 'ft\r GI. 'ro IIr Ar, erl G10 T\tr La. lia, Cio,,", ...t ltIr 'ro Ala Ala eM
1GC CCG GA; CCA CCG ccT ~ GeA CCI: r.cc ~ GIlCGIlC CAf GIlC GAG C1'C Tal: CTOGA1'GGGCGCAC~A~~"""

• erl 'rl GI. 'r. 'ro 'ro GI. Ala 'ro nor GI. A" AI, 11•• A., Glo La.. 000, SU

~'l'GCC'C:1'C'CACCI:ClC'e~ AOC~1GCCCTGC'I'C'1'lõGO~~G"~AC:ATTI'"

CCl:ACNC::CC~TGGGT"""GGA~ ACCCCCAGeCC le i"CCKC:A:~a..""1GGGGACT,00S



o clone C. cuja sequincia nucleotídica est~ apresentada

na ~igura 7. nio apresentou homologia signi~icativa com

nenhuma proteína at~ entio clonada.

Os extratos proteicos dos clones

proteínas r~co.binant~s
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ascontra

lisoginicos A e C

p o 1 i c 1on a i santicorposS-Anális~ dos

~oram analisados em SOS PAGE 7.5%. Os extratos que ~oram

induzidos com IPTG apresentaram as respectivas proteínas de

~usio. maiores que 116 kD e de tamanhos correspondentes aos

que haviam sido observados anteriormente (ap r o:·: i mad amen t (~~

180 kD). Os extratos nio induzidos com IPTG nio apresentaram

as proteínasrecombinantes (Fig.8).

A partir dos lisdgenos jnd~zidos com IPTG pode-se entio

obter quantidades suficientes das proteínas recombinantes

obter um soro contra a proteína recombinante A (denominado

soro anti-Sek-H) que apresentou um bom título contra a banda

de 80 kD de plaquetas em ensaio de ELISA (Fi~.9a). O melhor

soro obtido contra a proteína recombinante C. no entanto.

imunjza~io de camundongos. Desta ~orma foi possível

80 k D df:'~de

para a

apresentou baixa reatividade com a banda

plaq~etas. Um soro. normal de camundo~gos foi utilizado corno

controle negat ivon

Os mesmos soros foram testados contra beta

galactosidase em ELISA (Fig.9b). Ambos apresentaram
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FIG.7- Sequência nucleotídica do clone C e sua tradu~ão
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FIG.9b- Titula~ão dos soros de ca.undongo i.unizados

co. as proteínas de ~usâo contra beta galactosidas~ e.
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recombinante A respondeu neste caso também bem melhor que o

soro contra a proteína recombinante C.

rea~io positiva do soro anti-SeK-H com uma mesma banda de 80

6-Caracteriza~ão de SeK-H

80

linhagens

(1 eucem i (0:\

a proteín<:\

As linhagens

Em plaquetas o

foranl t est adas

Hl.60

Todas apresentaram

migra~io mais r~pjda em

quando testadas em ensaios

(melanoma).

cadeia pol ipeptídica que devE

(Fig.10). Em todas a

(osteossarcoma),

porém o soro contra

MEL85

reacio cruzada com uma proteína menor.

dissulfeto intracadeia.

MG63

com a diferença de que se detecta, em

e

.uma ün i ca

banda apresentou

foram

linhagens celulares.

6.1-Análise e. Western blots

Diferentes linhagens tumorais humanas

reatividade positiva,

quanto a presen~a dE SeK-H em Western blot.

p r om i e 1oc í t i c a)

escolhidas

esta mesma

kD em condi~aes reduzidas

As nlE:'smas

cons i st e de.

condi~aes nâo reduzidas, indicando que a proteína seK-H

apresentar ponte(s)

padrâo é o mesmo,

com soro de camundongo normal resultaram negativas (dados

nia mostrados>.

condi~~es reduzidas,

6.2- Análise do ponto isoelétrico

Um SOS PAGE 7.5% bidimensional de extrato de plaquetas

foi transferido para nitrocelulose e submetido a reaçio de





,
,
I 82

I Western blot com o soro anti-SeK-H. Este soro demonstrou-se

altamente especifjco para uma ~nica proteina de peso

~
molecular 80 kD e de pI de apro:·{imadamente 5.5 (Fig.11). Não

foi detectada nenhuma rea~ão cruzada com outra proteina.

I 6.3- Análise por Northern blot

C~lulas MG63 foram utilizadas para a extra~ão de RNA

total e an~l ise em Northern blot.

~ Para a hibridiza~ão foi utilizada uma sonda de RNA

~

sintetizada atrav~s do sistema Riboprobe-Promega utilizando

o plasmideo pGEM/A como molde. Como nesse sequenciamento a

leitura ob~ida por SP6 a partir de pGEM/A ~ a que origina a

m ~ita codificadora (igual ao RNAm). utilizou-se a polimerase

m
T7 para a transcri~ão. e desta forma foi obtida uma sonda

~ complementer ao RNAm. Para a sintese da sonda o pGEM/A

prec i SOIJ ser linearizado. Como o inserto A não apresenta

I sitio de clivagem para BamHI e como o sitio de BamHI no

pGEM-3Z ~ depois do sitio de EcoRI em rela~ão a T7 (esquema

1 ) • esta enzima foi escolhida para a lineariza~ão do

II
plasm{deo. A vantagem da util iza~ão de uma sonda de RNA foi

com a sonda. com RNAse que digeriu todas as fitas de RNA que~
a possibil idade de poder tratar o filtro. ap6s a incuba~ão

f.·~st i verem si mp 1 f:~S f i ta. eliminando a hibridizaç:ao

~

.....

inespecifica ..

Dois tamanho~ de RNAm foram detectad~s em c~lulas MG63

(Fig.12). O maior. de aproximadamente 3.5 kb. corresponde
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FIG.11- Western blot deeJetroforese b~d~.ensional de

;

extrato de pla~uetas coa o soro ariti-aeK-H.
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aproximadamente 2.3 kb e corresponde ao RNAm processado.

'li

~
~

1

m

provavelmente ao RNA nuclear. o RNAm menor

B5

apresent<~.

I
~

7- Localiza~âo celular de S8K-H

7.1- Através de i.uno~luorescincia indireta

A ticnica de imunofluorescincia indireta em c~lulas em

cultura nio ~ tio sensível como a de Western blot. por

exemplo. pois a proteína de interesse pode estar distribuida

por toda a c~lula. e nio concentrada em uma banda. Por isto

foi necess~rio utilizar o soro anti-S8K-H mais concentrado

(1=50) ..

Foram novamente utilizadas as c~lulas MG63 nesses

ensaios. Em c~lulas nio permeabilizadas a rea~io foi muito

fraca. praticamente ine)<istente. quando comparada com a

positividade obtida em c~lulas permeabil izadas (dados nao

mostrados). Em c~lulas permeabilizadas a rea~io foi mUito

específica. citoplasm~tica. apresentando a regiao de Golgi

I nitidamente negativa (Fig.13).

7.2- Através da análise das fra~ões subcelulares

A prEsenc:a da proteína S8K~H foi verificada nas

diferentes fra~oes subcelulares d~ células ~G63. através de

ensaio de Western blot com o soro anti-S8k-H (Fig.i4). A

--oil

fra~io u nuc lear H apresEntou alta positividade com o soro

como esperado. j~ que nesta fra~ao estio contidas também as
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B8

células não lisadas no processo de homogeneiza~ão, e-

portanto, nao representa uma fra~ão pura, mas sim um extrato
i

proteico total. As outras fra~ies podem ser consideradas

possibilidade de pequenas c6ntamjna~ies de uma fra~ão para a

concentra~ão da protelna SeK-H. Uma pequena positividade foi

como bastante puras. sem. no entanto. poder-se descartar a

umacitossólica observou-sena fra~ãoApenas01,1 t r a.I
observada na fra~ão microssomal. Como o isolamento desta

.~

~ra~ao precede a da fra~ão citossólica (na centrifuga~io a

100000 x 9 os microssomos precipitam e as proteinas

I citossól icas permanecem no sobrenadante) esta pequena

positividade da fra~ão microssomal pode ser fruto de uma

contamina~ao da fra~io microssomal com a fra~ão citossólica.

Para verificar se as fra~ies citossólica e microssomal foram

realmente bem separadas. testou-se a reatividade destas

fra~ies em Western blot com a lectina GNA (galanthus nivalis

marcadores espec{ficos de retículo endoplasm~tico. A fraçao

m

~

agglutinin) que reconhece manoses terminais. que são

microssomal apresentou maior intensidade de rea~io com esta

lectina do que a fraçio citossdl ica (dados nio mostrados)

indicando que na fra~ão microssomal houve concentra~ao das

proteínas de ret {culo endoplasm~t ico ..

I

]

~.....
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e-Análise da ~os~orila~ão Nin vivoN da proteína e8K-H

Várias proteínas sao fosforiladas " • • 1/
In VIVO em células MG63.

nas condiç:ões anal isadas. A" separaç:ao das proteínas

fosfor i 1adas por eletroforese bidimensional, seguida de uma

reaç:ao de Western blot com o soro anti-S8K-H e exposiç:ao

deste mesmo filtro de nitrocelulose a um filme de raio X,

p erm i t i IJ a identificaç:ao de S8K-H entre as proteínas

fosforiladas. Sobrepondo-se a autorradiografia com o filtro

de nitrocelulose foi possível detectar uma banda fosforilada

com pI e peso molecular muito semelhantes ao Uspot U

correspondente a S8K-H do Western blot (Fig.15). No entanto,

nao houve uma sobreposiç:ao exata das bandas, que além disto

apresentaram formas bastantes diferentes. Guando a mesma

nitrocelulose havia sido corada com Ponceau. pode-s(,·~

i

visual izar uma banda horizontal imediatamente acima da a8K-

H, que apresentou uma forma mais semelhante à forma da banda

fosforilada da autorradiografia. Portanto, tudo indica que

nestes ensaios nao foi possível detectar fosfor i 1aç ao 1I i n

vivo U da proteína a8K-H.
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FI6.15- Sobreposi~ão do Western blot <co. anti-S0K-H)

co. a autorradiogra~ia de eletro~orese bidi.ensional . de

células H663 .arcadas co. aRPi. A ~lecha Maior indica o

Nspot H do Western blot e a .enor indica a banda ~os~orilada

da autorradiogra~ia.



habilidade de cilulas tumorais agregarem plaquetas e seu

Além disso. alguns agentes ant i-plaquet~rios diminuem ou

alteram a produ~io de certas met~stases (Honn et al.i987).

O agonista plaquet~rio trombospondina esta envolvido no

91

a

f~

no

Com o

positivos

de fusao

anti-80 kD

et aI. 1988) •

d e E:' :-:t: 1'° a t o d f.0
:

qUe pareciam

importante

(Karpatk in

(Lawler.1986).

papel

uma correla~io entre

tumorais

aI. 1987; Ug en

Ijm

quatro clones

haver

o soro policlonaI

apresentaram proteínas

isolados e anal isados. Prat icamente

b I ot •

(Honn et

metastases

Através de Western blot

Parece

apresentam

116 kD (Fig.2). Como alguns clone~ apresentaram

al.1989). produziu-se um soro pol iclonal contra

OISCUSSIO

Plaquetas

desenvolvimento de

processo de agrega~io plaquetaria

potencial metast~tico

intuito de clonar o receptor de trombospondina Gplllb (Me

para ant i-80 kD foram

ma i oro es que

uma banda eluida de SOS PAGE 7.5% de extrato proteico de

plaquetas. que apresentava peso molecular igual ao de GpIllb

Gregor et

Pearlstein.1981).

proteíhas de fusio com padr~es muito semelhantes quando

de endotél io humano. Dez sinais especificamente

analisadas em Western

todos os sinais isolados

diferir entroe si (AL Cio Di e E8) foram escolhidos para as

anal ises s€-:guintes.

obt ido desta maneira. reconheceu como esperado a banda de 80

kD em Western blot de extrato proteico de plaquetas (Fig~i).

Este soro foi ut ilizado para varrer uma biblioteca de cDNA

(denominada banda 80 kD).
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I P I ,:\\4 1,1 Etas ut i 1 i zando os anticol'"Pos do sor-o ant i-80 kD

E~SPE~C if i cos pal'"a cada um destes clones cel'"tificou-se q UE~

~ todos codificavam pal'"a pr'ote Inas de B0 kD e;.: j st ent es em

plaql.ietas (Fig.3). Este result:ado, Juntamente com o

I r'esul t ado dE~ hibridiza~ao entre os insertos de cONA dos 4

Estavam repl'"E'sentadas nestes clones.

Os insEl'"tos Ai e Ct foram

diferentes

subclonados no

prote{nasduasqueindicou

dos clones

(Fig.4),clonEs

~

I
v!:'~t or' pGEM--3Z par'a sequenciamento. Para se alcan~ar a ,,',.,

regi~es inacessíveis à pol imerase foi necess~l'"io subclonal'"

os insertos novamente, em fl'"agmentos menol'"es. A digestao dos

insel'"tos cqm as enzimas de restl'" iça0 PstI e EcoRI Pl'"oduziu

fl'"?.gmentos de tamanhos adequados para o seu sequenciamento.

1 A fase de leitul'"a correta para cada clone foi determinada a

partir do sequenciamento dos insertos diretamente dos clones

~ recombinantes de lambda gtii.

~~t I'" a vés (.h:~ consulta ao GenBank obsel'"vou-se que o clone

c nao aprf.:'sent Olj homol og i <11. significat iva com nenhum<:~,

Pl'"oteina conhecida. o clone A, por sua vez, apresentou 100%

de homologia com a prote{na aeK-H, substl'"ato de PKC (Sakai

et al.1989). Nenhum dos dois clones apresentou homologia com

,':1. seq uên c i a nucleotidic<:l. de GplIIb (Oquendo et a1,19B9)

quando anal isados em dot matrix (dados nao mostrados).

Em uma banda de SOS PAGE podém local izar-se vél'"ias

pr'otEln<':l.s. Um <:lnt; isclr'o contra um,~. banda dificilmente sel'"~

ESP'2C it~ i co pal'"a 1.101<':1. única Pl'"oteina. o soro ant j-80 kD

r'ec:onhE~cEu duas Pl'"oteinas d i fel'"E~nt E~S da d e s E~ j ad a "

_..:iiii

j



Explica~aes para este fato incluem a possibil idade de estas

proteínas serem mais antiginicas que GpIIIb, ou entio de que

estas existam em quantidades maiores nos extratos proteicos

de plaquetas. Antes de se util izar um determinado soro para

a varredura de uma biblioteca de DNA, ensaios que indiquem

que este reagente reconhece especificamente a proteína de

interesse devem ser realizados.

A at ividade da PKC é especialmente alta em plaquetas.

chegando a ser 20 vezes maior que a atividade d :;:\ PKA

93

(Minakuchi et al.1981). Levando em considera~io o fato de

q Ile as vias de transdu~io de sinal que ut il izam PKC

apresentam extrema importincia nos processos dE~ at i v <3.(;: ao

pl(~.quetária, como agregcl.(;:io e secr'eç:âo (Haslam e

Lynham.1977; Kawahara et al.1980; Wallace e Bensusan.i980;

1 inhagem

Sano et al.i983). decidiu-se prosseguir com a caracteriza~âo

da proteína a8K-H. descrita até entâo apenas na

tumoral Ca9-22 (Sakai et al.1989>.

A indu~âo da fosforila~io de uma proteina de 80-87 kD

em resposta ao tratamento de células com ésteres de forbol

ou mitógenos vinha sendo observada há aproximadamente uma

década. em fibroblastos (Rozengurt et aI. 1983) e cérebro de

b o i E~ rato (BlackshE~(H' et <3.1,1983; A"1 b E~r-t: f..~ t al.l';>86> •

Slumpo e colegas (1989) isol~ram Q cONA da proteina de 80

kD. que passou a ser denominada de HARCK5 (myristoylated

alanin~~-' r·ich. C k inase substrate>. por apresentar migra~ao

an8mala em 505 PAGE. ser extremamente rica em alaninas e
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provavelmente devido ~ 1 iga~io restrita de SDS. apresentam

pesos moleculares aparentes muito altos em SOS PAGE (Kaufman

e.'t aI. 1984). Al~m disto a presen~a de grupos fosfato tamb~m

podEm contribuir para uma superEstima~io do peso molecular

(Fig.10). o que sugere fortemente que aeK-H é uma proteina

em SOS PAGE (Lozano et al.1990).

As linhagens tumorais HL60. MG63 e MELa5 foram testadas

quanto a presen~a de aeK-H através de Western blot. Todas

elas apresentaram a proteina aeK-H com padrões idÊnt ic:os

celulares,tiposestes

apresenta pesos moleculares

entreconservadabastante

difErEntemente de HARCKS, que

variados como 87 kD em c~rebro de boi (Stumpo et al.1989).

67 kD em cirebro de 9al inha (Stumpo et a1.1989). 68 kD em

A compara~io destaset a].1991>.fib~oblastos (Erusal imsky

em80 kDeaI, j, 991 )(Seykora etmacrófago murino

diferentes sequincias de HARCKS indicou que apenas o dominio

amino terminal (que cont~m o sitio para miristoila~io) e o

dominio alvo de fosforila~io (que tamb~m cont~m os sit ios d~

1 iga~io para calmodu1ina e actina) sâo conservados. o

rEstante da proteina ~ divergente, e deve ser responsável em

parte pelas varia~~es dos pesos moleculares (SE.'~~kora et:

A redu~io da migra~io de aeK-H observada Em c:ondi~JEs

,,\1,1991>.

nio reduzidas de SOS PAGE indic~m que esta protei~a é

const ituida de uma ~nica cadeia polipept idica que apresenta

ponte(s) dissulfeto intracadeia (Fig.10).
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A proteina eeK-H apresenta pI acfdico aproximadament€

igual a 5.5 e apresenta-se como um ~nico "spot" (Fig.11). O

pI acfdico deve-se provavelmente ao alto n~mero de ~cidos

glutâmicos (15% do total de amino~cidos) ·presente. Uma

1 regiio extremamente rica em ~cidos glutimicos ~ observada

A prote{na do grupo de alta

apresentam sequincias contfnuas

25 ~cidos glutâmicos

€ntre os amino~cidos 299 e 322 protet'nas

um mesmc)longas de

(Fig.6). Várias

bezerro apresenta

(Ambler,1990).

mobil idade de

é\m i noác i do

consecutivos (Fasman,1989). As vezes estas sequincias surgem

exemplo, a sequincia de bezerro pode ser

uma proteína homóloga de truta. No entanto, a1

abruptamente

prosaicas. Por

alinhada com

como intrusões em sequincias normalmente

sequincia de bezerro apresenta a repeti~io de ácidos

g lut âm i cos ql.1e a prote{na de t n.1t a nio apresent.:\

(Fasman,1989). Domínios transativadores de fatores de

transcri~io apresentam um excesso de cargas negativas que

apresentam uma conforma~io e sequincias de aminoácidos

indefinidas que funcionam como sítios de contato protefna-

intera~ões sio mant idas atravis de pontes de hidrogênio
~

proteína para a RNA polimerase 11 (Sigler,1987). As

.:~ntre os aminoácidos act'dicos e os h i dr'o:,: i 1 ados

al.1990). Esta quinase localiza seus substratos especificos

(5igler,1987). Um "cluster" ac{dicofoi i d e n t i f ic a rJ o (1<":\

I
~

Subu~idade Regulatória 11 (RI!) da PKA tipo 11 (Scott et:

atravis da 1 igal;io das suas subunidades regulatdrias

j
!
>

~---

dimerizadas a proteínas ancorantes. A local izaç:io de PKA no
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.~ citoesqueleto ocorre através da intera~io do dimero RII com

97

.:1. prote{na associada a microt~bulos 2 01AP2) . PeptídEos

sintét ~cos que mimetizam esta regiio ac{dica de RII inibEm a

1 iga~io de RII a HAP2. indicando que esta regiio acídica

pl.")de fazer parte do sítio de liga~âo para HAP2 (Scott et

I

l
1

I

al,1990)~ A maneira pela qual estas repeti~ies longas de

amino~cidos se originam em diferentes prote(nas assim como

as suas consequincias estruturais e funcionais permanecem

dEsconhecidas. Pode-se especular qUE a sequincia rica em

~cidos glutimicos de 80K-H represente um sitio de contato

com outras proteinas, como nos casos descritos acima.

Em células MG63 foram detectados em Northern blot dois

transcritos que hibridizaram com oRNA antisense de a0K-H,

de tamanhos (2,3 e 3,5 kb) idinticos aos identificados por

Sak a i et aI (1989) em células Ca 9-22 (Fig.12). Segundo

Sakai e colegas o transcrito maior poderia ser originado

através de uspl icing U
alt~rnat ivo devido a uso alternativo

de sinais de pol iadenila~io, ou poderia corresponder a algum

F<~NA homologo. Alternat ivamente. o transcrito maior pode

corresponder ao RNAm nio processado. uma vez que nao s€·~

~

detectou pol imorfismo da prote{na a0K-H nos tipos celulares

analisados (Fig.i0) ..

A proteína a0K-H apresenta portanto caracter(sticas em

comum com HARCKS. tais como~ pl ac(~ito. migra~io an8~ala em

SOS PAGE. uma cOlilPOS i (;:~~o incomum c/e ami~oácidos (alta em

;;l.C i dos glutâmicos). ambas sio substratos para PKC. As

"j

~
.JIII
~

sequincias proteicas de a0K-H € HARCKS. no entanto. ni(J
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apresentam nenhuma homologia quando comparadas por dot

aatrix (dados nio mostrados). Diferentemente de 80K-H. a

demonstraram atrav~s de estudos de imunofluorescincia que em

proteina HARCK5 J~ est~ bastante bem caracterizada. Em

macrdfagos uma fra~io de HARCK5 esta associada com a

membrana. enquanto que a forma fosforilada da proteína é

citossdlica (Aderem et al.1988).

uma

(1990)

aprf:~sent ê'o

e colegasRosen

HARCK5est i mlJ lados.nãomacrófagos

distribui~io pontuada na superfície de aderência d O~:;

f' i 1OP od i a c\ o substrato. onde ela se co-local iza com

vincu1ina e tal ina. HARCK5 é deslocada destas placas de

acompanhado por uma altera~ão morfológica do macrófago. Este

adesio atravis de fosforila~io por PKC. evento este que é

observado em neutrdfilosmesmo tipo de transloca~io foi

ativados com isteres de forbol (Thelen et a I • i 99 jo ) • Em

provoca a sua transloca~ão da membrana para o citosso1 (Wang

a fosforila~io de HARCK5 porterminações nervosas. PKC

ac:t i nadeliganteHARCK5 é uma proteínaal.1989) •et

aI. dados nio publicados) e de calmodul ina(Hartwig et

(Graff et al.1989) cuja I i gaç:âo à mf:'mb r an a plasmatic:a

aderente ao substrato é regulada pela PKC. Sendo assim. sua

funç:io parece estar int imamente relacionada com a re9ulaç:io

passoum

alterOc\c;:(")es

actina com a

outras

substrato.

f:~1 oc OOlClç: \:1:0

ad er eri tE <:\0

aparoa

membrana plasm~tica

OlClrfológicas celulares.

da associa~âo reversível do citoesqueleto de

°fundê'oOlE~ntal
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Com o objetivo de se obter

99

algum conhecimento a

respeito da fun~io de 80K-H procurou-se local Izar a sua

posi~io subcelular atravis de ensaios de imunofluorescincia.

Células MG63 foram utilizadas para os ensaios. A proteína
I

aeK-H mostrou-se inacessível para o reconheclm~nto pelo

ant icorpo em cilulas nio permeabilizadas, indicando que

local iza-se intracelularmente. Em cilulas perMeabilizadas o

padrio observado foi bem positivo, com a regiio do Aparelho

de Golg; nit idamente negat iva (Fig.13). o aspecto

perinlJclear da posit ividade nio si gn i f' i ca que 80K-H

local iza-se preferencialmente nesta regiio da célula. Na

r'eal idade, este adensamento de citoplasma na regiio

perinuclear é característico de células que se movem sobre o

substrato. Estas células apresentam na sua periferia

extensSes planas e muito finas (0,1 a 0,4 um) denominadas dE

lamellipodia, que nio contim organelas mas apenas uma malha

de microfilamentos de actina (Darnell et al,1990).

A proteína a0K-H é altamente polar e nio apresenta

'I
domínios transmembrana. Sakai e colegas (1989) observaram

atravis da anilise da extremidade amino terminal qUE algum

processamento p6s-traducional ocorre na proteína 80K-H. ()

l pept ídeo amino terminal clivado é altamente hidrofdbico

(Fig.6) lembrando um peptídeo sinal. Proteínas sEcretadas.

. de membrana plasmiti~a ou 1 isossBmicas sio i nser' i das no

retículo endoplasmitico (RE) atravis de peptídeos sinais ou

através de sequincias sinais internas (Gierash,1989). Apds

-oiilii

modifica~Ses no RE, as proteínas movem-se em pequenas



~

vesiculas transportadoras para o Aparelho de Golgi. Desta

j.00

u organela? proteinas de membrana. enzimas I isossômicas e

proteinas secretadas sio enviadas para seus respectivos

sequincia proteica de eeK-H atravis do programa PCGENE.

m

~

sitios celulares (Griffiths e Simons.1986). Anal isando-se a

exigincias para a predi~io de sequincias pept{deo sinais~

verificou-se que a sua sequincia N-terminal satisfaz a~:;

pelo m~todo de von Heijne (1986). Alim disto o mesmo mitodo

indica que o sitio de clivagem mais prov~vel nesta sequincia

fica entre a primeira alanina e a primeira

indicado na Figura 6. Ao sequenciar a proteina~
"'.
'"'.'li
\

peptideo sinal

vaI ina? como

seK-H purificada. Sakai e colegas (1989) obtiveram uma

vaI ina como o primeiro amino~cido da extremidade N-terminal?

seguida de Glu. VaI? Lys. Ar9? Pro etc •• indicando que houve

cl ivagem "in vivoU da sequincia N-terminal, nesta mesma

•
posi~io pred ita •

Se a extremidade N-terminal de eeK-H atua como um

peptideo sinal. esta proteina deveria entrar no RE. mas no

entanto. o achado de que a regiio de Golgi nio se cora em

ensaios de imunofluorescin~ia com um soro especifico para

~ e0K-H (Fig.t3) sugere que diferentemente das outras

~
proteínas que entram no RE. eeK-H nia seguiria para o Golgi.

via comum ~s proteína~ secr~tad~s.~
A PY'ot:e ína

seguindo a

se K-H poderia entio ser Y"et i da no RE.n~~o

"1 i sossom i éa~;;

I
'3 OIJ de membrana plasm~tica. Muny'o e Pelham (1987)

demonstraram que a sequincia de 4 amino~cidos KDEL (Lys.

I

..-

Asp. Glu e Leu) na Extremidade C-terminal de proteínas de RE

BIOLIOTECA
INSTITUn C;:: CUIMICA
UnlversJdade ie São Paulo
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representa o sinal que media a reten~ao destas proteinas no

RE em eucariotos superiores. A proteína aeK-H nao apresenta

a sequincia KDEL. mas sim HDEL na sua extremidade C-terminal

(Fig.6). A sequincia HDEL também tem sido ident~ficada como

t01

mediadora de reten~ao de proteínas no RE de 1evedlJras

I
"

(Pe'lham et al.1988). A an~lise das fra~aes celulares de

c~lulas MG63 demonstrou que a proteína aeK-H n~o se encontra

na fra~ao microsomal, mas sim na fra~ao citossól ica

(Fig.14). Este resultado é compatível com os dados d~ Pelham

e colE~gas (1988). que concluiram, através da constru~ao de

proteínas de fusao contendo I isozima com as sequências KDEL

ou HDEL na extremidade C-terminal. que sequincias HDEL nao

~:

funcionam como um sinal de retenç:ão eficiente em células

animais, mas funciona apenas em levedura. Os dados obt idos

indicam portanto que a sequincia HDEL da extremidade C-

terminal de aeK-H não apresenta funç:ao de retenc:ao no RE, e

a sequincia N-terminal, apesar de apresentar caracterist icas

compat íveis com um peptídeo sinal, nao apresenta esta

funç:ao. Gual poderia ser entao o papel de uma sequencia

extremamente hidrofõbica na extremidade N-terminal de aeK-H?

Prote{nas integrais de membrana. ou sE.',ja, aquelas que se

1 igam a bicamada fosfol ipidica através de intera~o€~s

hidrofóbicas, podem apresentar estruturas variadas (Wickner

E~ L 01:1 i s M , 1 98!::';) • A extremidade N-terminal de 80K-H apresent~

um ín(j ice de h i dr'ofob i c idade suficiente para SEI"

classificada como sendo um segmento transmembrinico. segundo

1
--'óoI

o método de Klein e colE~gas (1985). Os resultados obtidos

......
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nio excluem a possibilidade da existincia de uma fra~io

membrinica de e0K-H.
I
~

• Em ensaios de fosforila~io " 'In vitro" e0K-H mostrou-se

subst~ato para as PKC I. II e 111 (Hirai e Shimizu.1990). As

PKC I (ou gama) ocorrem no tecido nervoso central e coluna

(olj beta)
,
'.
'j

espinhal. as PKC 11

enquanto que as PKC 111 (ou

ocorrem em alguns tecidos

alfa) sio as mais ubíquas.

estando presentes em v~rios tipos celulares e representando

a PKC predominante em plaquetas (Tsukuda et al,1988). Um

grande problema no estudo de fosforila~io de proteínas é que

"in v i t ro" a maioria das quinases fosforila muitas

proteínas, sendo que apenas algumas delas sao substrato~.;

fisiológicos. As possibilidades de que as especies de PKC

respondam diferentemente a seus at ivadores .',' . . /'
In VIVO e qU€'~

algumas das preferincias pelos seus substratos resultaria de

sua localizaçio assim como da local izac:io das pr õpr' i a~:;

quinasas nos compart imentos intracelulares, compl icam muito

í

a procura de proteínas

para "'.s PKCs.

alvo fisiologicamente ver'dade iras

Em ensaios de fosforila~âo "in vivo" nio foi possível

detectar a fosforilac:io de e0K-H em células MG63 CFig.1S).

H i r'a i E Shimizu (1990) nio observaram induc:io dI'-'

I

I

fosforilac:âo de e0K-H em células induzidas com TPA ou EGF.

como ocorre cdm HARCK5 (Roie~gurtet al.1983; BI'ackshear et

a I , 1980; H i r a i E~ Sh i m i z u • j, 989 ) " Estes dados suger'em que (':\

,.~

proteína e0K-H ou nio representa um substrato funcional para

- ~



ou ~ fosforilada de forma r~pida e transiente

nas c~lulas examinadas.

representa um~ abordagem muito

t03

protefna

e;·:t r emam~'n t ~~

umade

complicada. É

biológicada funl;ão

, 1/

VIVO

A determ i nadi\o

PKC uin

dif{cil padronizar ensaios biológicos que possam esclarecer

a r'espeito destas fun<;:oes. A determinal;â:o de sequênc i a~;;

consenso p <:l.r a modifical;oes pós-traducionais e dom{nios

funcionais encontrados em di ver'sas prote{nas, assim como

~; ít i os para miristoilal;ao, para fosforilal;ao por quinases

específicas. para 1 igal;aO ~ actina, para ligal;io a DNA, para

loca 1 i zadii:o subcelular e mu i tos outros, podem sUgerir,

atr'av~s da an~lise da sequência prim~ria da prote{na em

f.'~studo, algo a respeito de sua funl;ao. No entanto, deve-se

ter em mente que a presenl;a de uma dE.'st as sequenc i a~;;

consenso em uma proteína não significa necessariamente que

neste caso ela seja funcional, como ~ o caso das sequências

HDEL. e N-terminal de a0K-H.

A caracterizal;ão da proteína a0K-H atrav~5 de m~todó5

imunoquímicos, indicou que esta proteína est~, prEsé~nte em

v~r' ios tipos celulares e de f'orma nao pol imór'fica. Al~m

disto, apr'esenta local iza~ão celular citopl<:\sm~t ica e não

{-'o i f:~ncontr';;\,da em fral;'oes C e llj 1 ares m i Crt1SS0mé', i s. Sua

caracteriza~ão como um substr'ato f i s i 01 Óg i co p;;\:I"a PKC nâo

pode ser demonstrada, ao meno~ na c~l~la testada.

P 1 aqu,et: as tem sido amp 1 amen t: €-~ ut i 1 i ;;:adas para <:....

i nvest i gadirj de mecanismos de transdul;ao de sinal,

part icularmente aqueles qu€-~ E~l1volvem a hidrólise de Ptdln~;;



(4,5)P~ E~m que os mensageiros secundirios OAG e IP3 ativam

t04

respect ivamente a PKC e a I iberaçio de Ca+- das reservas

intracelulares (Nishizuka,1986). No entanto, poucos

substratos de PKC estio bem ca~acterizados ati hoje, apesar

de esta quinase estar implicada em uma sirie de eventos

celulares. A caracterizaçio de seus substratos i de extrema

relevincia para a compreensio dos mecanismos de transduçic

c: e lu lar· por e I a med i ad ClS , que resultam em tio variadas

respostas celulares. Os dados apresentados neste trabalho

contribuem para a determinaçio do papel

proteína aeK-H na biologia celular.

fisiológico da
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