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Resumo 

As células Y-I pertencem a uma linhagem clonal de células fi-incionais de 

córtex adrenal de camundongo, que respondem a ACTH. 

Em células Y-I, ACTH promo;e a esteroidogênese (função) e tem efeitos 

regulatórios complexos na transição GO+Gl+S do ciclo celular. ACTH 

promove a transição GO+Gl, mas inibe a transição GI+S. É possível que a 

regulação do ciclo celular por ACTH seja mediada pelo controle da expressão 

dos proto-oncogenes das famílias fos, jun e myc. Nosso laboratório mostrou, 

anteriormente, que ACTH induz a expressão dos genes fos e jun, mas inibe c- 

myc. 

O objetivo deste trabalho foi identificar pontos de controle na expressão dos 

genes fos, jun e myc e na atividade dos fatores de transcrição AP-1 (dímeros 

da proteínas Fos e Jun) por ACTH, derivados de cAMP (ativadores de PKA), 

PMA (ativador de PKC) e FCS (soro fetal bovino). 

ACTH, PMA e dcAMP aumentam a atividade de ligação de AP-1 a DNA, 

independentemente de síntese protéica. 

Ensaios de elongação de cadeia nascente de RNA (run off transcription) 

mostram que ACTH, PMA e FCS são fortes indutores de c-fos, c-jun e junB, 

enquanto dcAMP induz apenas c-fos e junB. 

Hibridizações Northern permitiram estimar a meia-vida dos mRNAs de c-fos e 

c-jun em 30 min, independentemente do tratamento com ACTH ou PMA. 

Diferentemente de c-fos, o mRNA de fosB é superinduzido por ActinomicinaD 

em células Y-I tratadas com ACTH e PMA. 



Summary 

The Y-I cells belong to a clonal lineage of functional mouse adrenocortical 

cells, which are responsive to ACTH. 

In Y-I cells, ACTH promotes esteroidogenesis (function) and has complex 

effects on the GO+GI+S transition of the Y-1 cell cycle. ACTH induces the 

GO+GI transition but inhibits the Gl+S transition. Probably, the cell cycle 

regulation by ACTH is mediated by the expression control of the proto- 

oncogenes from the fos, jun and myc families. Our laboratory has previously 

shown that ACTH induces the fos and jun genes expression, but inhibits c-myc 

expression. 

The target of this work was to identify control points in the fos, jun and myc 

genes expression and in the AP-1 transcription factors (Fos and Jun proteins 

dirners) by ACTH, cAMP derivatives (PKA activators), PMA (PKC activator) 

and FCS (Fetal Calf Serum). 

ACTH, PMA and dcAMP raise the AP-1 DNA binding activity, independently of 

protein synthesis. 

Run off transcription assays show that ACTH, PMA and FCS are strong c-fos, 

c-jun and junB inducers, while dcAMP induces only c-fos and junB. 

Northern hybridisations allowed us to estimate the half life of the fos and jun 

rriRNAs in about 30 min, independeritly of ACTH or PMA treatment. Differently 

of c-fos, fosB mRNA is superinduced by ActinomicinD treatment in Y-I cells 

treated with ACTH or PMA. 
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As preparações de larga escala seguiram também o procedimento de

lise alcalina (Sambrook et al, 1989), porém o DNA plasmidial foi isolado por

extração com fenol/clorofórmio (1:1), seguida de precipitação com 3M acetato

de sódio pH 5,2 e 3 volumes de etanol. O sedimento de DNA, após lavagem

com 70% etanol e secagem, foi submetido a digestão com 20pg/m1 RNase de

pâncreas bovino a 37°C por 1h e em seguida digestão com 10pg/m1

proteinaseK a 42°C por 30 min. Nova extração com fenol/clorofórmio foi feita e

o DNA foi precipitado sob as mesmas condições utilizadas anteriormente. O

sedimento final foi ressuspenso em H 2O MilliQ estéril ou TE estéril. Uma

alíquota foi retirada e a concentração foi determinada em gel de agarose por

comparação com um padrão ou por absorbância a 260nm.

As preparações de média escala foram feitas de acordo com a

metodologia de lise alcalina, porém o DNA foi isolado utilizando-se o "kit"

Sephaglas BandPrep Kit Pharmacia, onde o DNA plasmidial interage com

uma resina de sílica, é lavado e em seguida eluído com TE estéril. Ou ainda

utilizou-se o "kit" Hybaid Plasmid Midi Prep sample Kit, neste caso a lise

também é alcalina, utilizando reagentes do "kit".

Em todos os casos, os DNAs amplificados foram quantificados em gel de

agarose com 0,5pg/mI brometo de etídio.

Nos casos em que houve necessidade de extração de fragmento

contendo o gene de interesse, o plasmídeo foi submetido a digestão com as

enzimas de restrição apropriadas, o produto da digestão foi fracionado em gel

1% agarose com 0,5pg/ml brometo de etídio em 1x TBE. A banda

correspondente ao fragmento foi retirada do gel e o DNA foi extraído da

agarose utilizando-se o "kit" Sephaglas BandPrep Kit Pharmacia.

Ensaio de dose-resposta a ActinomicinaD

Células Y-1 foram semeadas em placas de 15 mm de diâmetro em

densidade de 5.104 células/placa em 1m1 de DME 10% FCS. Ao atingirem o

estado de subconfluência as células foram tratadas com ActinomicinaD em

concentrações de lpg/m1 ou 5pg/ml ou 10pg/m1 por períodos de 15 ou 30 min.
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Em seguida fornecemos às células H 3 uridina (5pCi/ml) e estas foram

incubadas em estufa a 37°C por 30 min.

Após este período as células foram lavadas com PBS gelado 2 vezes e

fixadas com 10% TCA incubando-se 2 vezes, 10 min cada vez a 4°C. As

células foram lisadas com 0,5N NaOH e o lisado foi adsorvido em filtros de

celulose. Os filtros foram lavados uma vez em 10% TCA gelado por 10 min,

uma vez em etanol e uma vez em acetona. Em seguida foram colocados em

estufa (50°C) por pelo menos 2h para secagem. Uma vez secos, os filtros

foram colocados em frascos com 5 ml de líquido de cintilação e a

radioatividade incorporada foi dosada em cintilador.

Ensaio de retardamento de oligonucleotídeo em gel - Medida da
atividade de AP-1

Preparação de extratos nucleares

As células Y-1 foram semeadas em placas de Petri de 100 mm de

diâmetro e ao atingirem o estado de subconfluência, crescendo

exponencialmente em DME 10% FCS, as células foram tratadas com ACTH,

PMA e dibutiril cAMP. Em alguns experimentos, Cicloheximida ou Puromicina

foram adicionadas ao meio 20 min antes das adições de ACTH, PMA e

dcAMP. Após o tratamento, foi feita a extração segundo o procedimento

descrito por Andrews & Faller (1991) baseado no procedimento descrito em

Ausubel et al, 1987, com algumas modificações. Este procedimento, que

consiste em lisar as células, separando-se o compartimento nuclear do

restante, para então fazer-se a extração das proteínas nucleares, é o

seguinte:

As células foram lavadas 2 vezes com PBSA, raspadas da placa, com o

auxílio de um "policial" (cell scraper) e transferidas para um tubo cônico com

PBSA.

As células foram sedimentadas por centrifugação a 1500 rpm por 5 min em

centrifuga analítica.
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O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em 1 ml de

PBSA, a suspensão foi transferida para um tubo Eppendorf.

As células foram sedimentadas por centrifugação a 14.000 rpm por 15 s,

em microcentrífuga.

O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 400 pl

de tampão hipotônico, a suspensão foi deixada 10 min no gelo.

As células foram lisadas por adição de Ninodet P-40 (0,1%) e agitação em

"vortex" por 30 s (velocidade máxima).

A suspensão foi centrifugada a 14.000 rpm por 30 s, obtendo-se assim a

fração nuclear (sedimento) e a fração citoplasmática (sobrenadante).

A fração citoplasmática foi descartada e o sedimento de núcleos foi lavado

com 100 IA de tampão hipotônico.

O sedimento foi ressupenso em 100 ¡ai de tampão de extração nuclear onde

ficaram por 30 min, em gelo.

Os núcleos foram centrifugados a 14.000 rpm por 30 min, sendo o

sobrenadante o extrato nuclear.

11. O extrato nuclear foi aliquotado, congelado em nitrogênio líquido e

estocado a - 80°C.

Todo o processo foi feito a 4°C, sendo utilizados tampões e equipamentos

pré-resfriados. Utilizamos, em todos os tampões, como inibidores de

proteases: Pepstatina A (2	 Leupeptina (0,6 vtM), Aprotinina (25 mU/m1) e

PMSF (0,5 mM).

Alíquotas foram retiradas da fração nuclear (núcleos ressuspensos em

tampão de extração nuclear), da fração citoplasmática, da suspensão de

células lisadas e do extrato nuclear para que fazer dosagem de proteína

(Método de Bradford,1976). Esta dosagem nos deu informações quanto ao

rendimento da extração nuclear, à reprodutibilidade dos diversos

experimentos, assim como uma noção da eficiência da lise celular.
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As reações foram incubadas a 30°C por 15 min. Após este período as

mesmas foram recolocadas no gelo e receberam, cada uma 2 ial de uma

solução de Azul de Bromofenol em TE 50% glicerol. As amostras foram

aplicadas no gel, já pré-corrido e submetidas a eletroforese a 170 V,

amperagem não limitante.

Após a corrida o gel foi fixado em solução 10% ácido acético, 20% etanol

(2 lavagens de 20 min cada). Após a fixação, o gel foi seco sobre papel 3MM,

sob vácuo a 80°C. Sobre o gel seco foi exposto um filme de raioX, em um

cassete entre telas intensificadoras e deixado a -70°C, durante o período

desejado até a revelação do filme.

Os filmes de raioX foram analisados por densitometria.

Marcação de oligonucleotídeo

Esta reação consistiu em "marcar" o oligonucleotídeo através de

fosforilação das extremidades 5' com y32PATP. Esta reação é catalisada pela

enzima T4 Polinucleotídeo Kinase. O procedimento utilizado foi baseado no

procedimento descrito por Sambrook et al (1989). A reação contém:

5 a 20 pmol de oligonucleotídeo

y32 PATP (3000 Ci/mmol) 50pmol

5 a 10U T4 Polinucleotídeo Kinase

10 x tampão de PNK

H 2O até 20 gl

A reação foi incubada a 370C por 1 hora. Adicionou-se à mesma 80 gl de

TE 0,1 M NaCI, sendo este o volume final. Fez-se então uma extração com

100 1.11 de fenol/clorofórmio (1:1), adicionando-se estes à reação. Após

agitação, a mistura foi centrifugada a 14.000 rpm por 3 min. O

oligonucleotídeo, fração aquosa resultante da centrifugação anterior, foi

passado então por coluna de 1 ml de Sephadex G50, a 2700 rpm, por 4 min e

estocado a -20°C.

Alíquotas do oligonucleotídeo foram retiradas antes e depois da

passagem do mesmo pela coluna de Sephadex e submetidas a cintilação.
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Este procedimento nos permitiu medir a atividade específica dos

oligonucleotídeos marcados.

Ensaio de Elongação de Cadeia Nascente de RNA - Cinética de
transcrição de fos, jun e c-myc

Este ensaio foi utilizado com o propósito de medir-se a cinética de

transcrição dos genes de interesse em células Y-1 tratadas com diferentes

fatores. O ensaio consiste do isolamento dos núcleos de células tratadas, de

forma que eles continuem funcionais, ou seja capazes de transcrever, e

posterior continuação da polimerização de cadeias de RNA já iniciadas,

porém com fornecimento de um ou mais precursores marcados

radioativamente. O RNA marcado é então isolado e hibridizado com "slots" de

DNA dos genes de interesse (Ausubel et al, 1987).

Isolamento de núcleos

Células Y-1 foram semeadas em placas de 500 cm2 , ao atingirem a

densidade desejada as células foram carenciadas, ou se o experimento fosse

utilizar células em crescimento exponencial, o meio foi trocado 24h antes do

experimento.

As células foram submetidas aos seguintes tratamentos: ACTH, PMA ou

dibutiril cAMP por 15 min, 30 min, 1h, 2h e 3h, no caso de células em

crescimento exponencial; ou ACTH, PMA , dibutiril cAMP ou 10% soro fetal

bovino por 15 min, 30 min, 1h, 2h e 3h, no caso de células carenciadas. Após

os citados tratamentos as células foram lisadas e os núcleos isolados como

descrito a seguir:

Cada placa foi lavada 2 vezes com PBS-A gelado.

As células foram raspadas em PBS-A com o auxílio de um "cell scraper" ou

"policial" e transferidas para um tubo cônico.

3. As células foram sedimentadas por centrifugação a 1500 rpm em centrífuga

clínica.
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O sedimento foi disperso por agitação em "vortex", em velocidade máxima.

Sobre o sedimento, ainda em agitação, pipetou-se 4m1 de solução de lise,

agitou-se por mais 10s.

A suspensão foi incubada em gelo por 5 min.

A suspensão, agora de núcleos foi sedimentada em centrífuga analítica a

3000 rpm por 5 min.

O sobrenadante foi descartado, o sedimento de núcleos foi disperso sob

agitação máxima em "vortex". Procedeu-se como no passo (5).

A suspensão foi sedimentada como no passo (7).

10. O sobrenadante foi descartado e o sedimento nuclear foi ressuspenso em

150p1 de tampão de estocagem e imediatamente congelado em nitrogênio

líquido.

Observação: todos os reagentes utilizados foram esterilizados e

utilizados a 4°C ou mantidos em gelo, assim como a centrífuga foi pré-

resfriada e utilizada à temperatura de 4°C.

Alíquotas foram retiradas da suspensão de núcleos no tampão de

estocagem e o número de núcleos foi determinado por contagem em

hemocitômetro (Câmara de Neubauer). O procedimento fornece de 2,0 a

2,5.108 núcleos por placa.

Tampão de lise: 10,0 mM Tris HCI, pH 7,4

10,0 mM NaCI

3,0 mM MgCl2

0,5% Nonidet P-40

Tampão de estocagem: 40% glicerol

5,0 mM MgCl2

50,0 mM Tris HCI, pH 8,0

0,1 mM EDTA
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Preparação das membranas com o DNA fixado ("Siot biot")

Cada preparação de RNA nuclear foi hibridizada com uma tira de

membrana de nitrocelulose contendo amostras de DNA desnaturado. No caso

utilizou-se 2pg de fragmento dos plasmídeos correspondentes aos genes de

interesse. Os fragmentos isolados, conforme descrito anteriormente, foram

desnaturados, em tubos Eppendorf incubados em água fervendo por 10 min.

Os fragmentos desnaturados foram diluídos em solução 8x SSC e fixados na

membrana utilizando-se o aparato "The Convertible Filtration Manifold

System" da Gibco BRL. Após a aplicação dos fragmentos, as membranas

foram fornadas a 80°C por 2h, estando prontas para a hibridização.

Reação de elongação das cadeias nascentes de RNA

Esta parte do experimento é a polimerização das cadeias de RNA já

iniciadas que possibilitará a marcação do RNA através da incorporação de

precursor marcado.

Os núcleos foram descongelados à temperatura ambiente e

imediatamente diluídos em 1 volume de tampão de reação, recém preparado,

em seguida a suspensão foi levada a banho a 37°C, com agitação periódica.

Após 30 min de incubação, adicionou-se 10mM ATP e 10mM UTP em cada

reação e incubou-se mais 5 min a 37°C. Imediatamente os núcleos foram

lisados por adição de 1m1 de 4M guanidina isotiocianato com 1mM (3-

mercaptoetanol. A partir deste lisado foi feita a extração do RNA nuclear.

Tampão de reação:

2x tampão de reação sem precursores

40 U/ml RNasin (Pharmacia)

10 mM CTP

10mM GTP

0,40 mCi a32P UTP

0,40 mCi a32P ATP
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0,1 mM DTT

Tampão de reação sem precursores: 10,0mM Tris HCI pH 8,0

5,0mM MgCl2

0,3 M KCI

Extração e purificação do RNA nuclear

A extração do RNA nuclear foi feita de acordo com procedimento

descrito por Sambrook et al, 1989, que utiliza ultracentrifugação do lisado em

colchão de cloreto de césio. As amostras de RNA obtidas após a extração e

purificação foram imediatamente diluídas em solução de hibridização e

hibridizadas. Alíquotas de cada amostra foram retiradas, as atividades dos

RNAs obtidos foram determinadas em cintilador, em média a atividade das

preparações de RNA, em diferentes experimentos, oscilou entre 0,5.10 6 a

5.106 cpm/preparação de RNA.

Pré-hibridização, hibridização, lavagem e exposição das membranas

As membranas foram hibridizadas e pré-hibridizadas em solução

contendo: 50% formamida, 5x SSPE, 5x Denhardt, 0,1% SDS e 0,1 mM

NaPPi. As membranas foram pré-hibridizadas por 3h a 42°C e hibridizadas

por 24h à mesma temperatura.

Após a reação de hibridização as membranas foram lavadas 4x em 2x

SSPE, 0,1% SDS e 1mM NaPPi, 2x por 5 min e 2x por 15 min, à temperatura

ambiente. E em seguida lavadas 2x em 0,1x SSPE e 0,1% SDS por 15min

cada vez, a primeira à temperatura ambiente e a segunda a 50°C.

As membranas foram parcialmente secas em papel de filtro,

embrulhadas em filme PVC, e colocadas em cassete com um filme de raioX

exposto em freezer -70°C por períodos entre uma semana e um mês.

Os filmes foram revelados e fixados (revelador e fixador Kodak) e os

filmes de raioX foram quantificados por densitometria e análise de imagem

pelo programa Image Analyst - Bio Rad.
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Ensaios de Northern Blot - Medida da meia-vida dos mRNAs fos e
jun

Este ensaio foi utilizado com o propósito de detectar alterações na meia-

vida do mRNAs dos genes das famílias fos e jun em células estimuladas por

ACTH, PMA, dibutiril cAMP (dcAMP). Para isto as células foram semeadas em

placas de 100mm de diâmetro, carenciadas, tratadas com os fatores citados

acima, segundo o seguinte protocolo de estimulação: a partir do tempo 0, fim

do carenciamento, as células são tratadas por 1h ou 2h com ACTH, PMA ou

dcAMP, nos tempos 1h ou 2h de tratamento adiciona-se 5pg/ml ActinomicinaD

em cada placa. As coletas são feitas então de 15 em 15 min até 1h e após 2h

e 3h de tratamento com ActinomicinaD.

Extração de RNA total

Após os tratamentos, as células foram lavadas com PBSA gelado 2

vezes e sobre a camada de células pipeta-se 0,5 ml de solução 4M guanidina

isotiocianato com 1 mM p-mercaptoetanol. As células foram usadas e o usado

foi transferido para um tubo Eppendorf estéril e congelado a -20°C até o

momento da extração.

A extração de RNA total foi feita como descrito no procedimento abaixo:

Os Usados foram descongelados.

Cada tubo recebeu seqüencialmente, 50 pl de 2M acetato de sódio pH 4.0,

0,5ml de fenol saturado com H 2O e 100 pl de solução de clorofórmio/álcool

isoamílico (49:1) recém preparada.

Os lisados foram agitados em "vortex", velocidade máxima por 10s e

resfriados em gelo por 15 min.

Os lisados foram centrifugados em microcentrífuga a 10000 rpm por 20 min

a 4°C.
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A fase aquosa foi coletada e transferida para um tubo limpo e estéril (o DNA

e as proteínas do lisado ficaram na interface e na fase fenólica e foram

descartados).

À fase aquosa, adicionou-se 0,5 ml de isopropanol, misturou-se bem e

deixou-se a -20°C por 45 min.

Centrifugou-se a mistura em microcentrífuga a 10000 rpm por 15 min.

O sobrenadante foi descartado e cada tubo foi emborcado sobre papel

absorvente estéril e deixado por alguns minutos até que o sedimento secasse.

O sedimento foi ressuspenso em 0,3 ml da solução utilizada para a lise das

células.

À solução adicionou-se 0,3 ml de isopropanol e incubou-se a mistura a -

20°C por 45 min.

A mistura foi novamente centrifugada a 10000 rpm por 15 min.

O sedimento (RNA) foi lavado com 0,5 ml de etanol 75% gelado, seco e

ressuspenso em até 100 pl de H 2O MilliQ estéril.

Os RNAs foram estocados a -20°C, sua concentração foi determinada

através de medida de absorbância a 260 nm em espectrofotômetro e

calculada através da relação 1 unidade de A260 = 45 pg/ml RNA. O grau de

pureza foi calculado pela relação A260/A280 que deve ser 2,0 ou próximo deste

valor.

Fracionamento de RNA em gel de agarose / formaldeído

Amostras de 15 pg de RNA foram diluídas em solução 16% formaldeído,

44% formamida, 9% tampão de amostra (10% glicerol, 2 mM EDTA, 0,025%

azul de bromofenol, 0,025% xileno cianol), 1x MOPS. Cada amostra foi

submetida a aquecimento a 65°C por 20 min, em seguida resfriada em gelo e

aplicada em gel de 1% agarose contendo 18% formaldeído, 1x MOPS e

0,5pg/ml brometo de etídio.

A eletroforese foi efetuada em tampão 1x MOPS, sob uma diferença de

potencial de 5 V por cm de distância entre o polo positivo e o negativo.
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Após a corrida os géis foram lavados 3 vezes com H 2O destilada por 30

min, sob agitação, para a remoção do formaldeído. O brometo de etídio

permitiu visualizar os RNAs ribossômicos 18S e 28S em ultravioleta, podendo-

se monitorar a quantidade de RNA aplicado no gel.

O conteúdo de cada gel foi transferido por capilaridade para membrana

de nitrocelulose em 15x SSC durante — 17h. Após a transferência as

membranas foram lavadas em 6x SSC e fornadas por 2h a 80°C.

Pré-hibridização, hibridização, lavagem das membranas e exposição

As membranas de nitrocelulose foram pré-hibridizadas por —3h a 42°C

na solução: 50% formamida, 5x Denhardt 5x (ficoll 0,1%, polivinilpirridolina

0,1% e BSA 0,1%), 5x SSPE, 0,1% SDS, 50pg/m1 DNA de esperma de

salmão previamente desnaturado a 100°C.

A reação de hibridização foi incubada a 42°C de 36 a 40h na solução:

50% formamida, 5x Denhardt, 5x SSPE, 0,1% SDS, 50pg/m1 DNA de esperma

de salmão (previamente desnaturado), 5% sulfato dextrana e sonda (100 a

200 ng DNA marcado).

Após a hibridização, as membranas foram lavadas 3 vezes em solução

1x SSC e 0,1% SDS 15 min cada lavagem à temperatura ambiente, sob

agitação. Em seguida as membranas foram lavadas com solução 0,1x SSC e

0,1% SDS, em 1 lavagem de 15 min à temperatura ambiente, sob agitação e

uma lavagem de 15 min a 50°C, sob agitação.

Após as lavagens as membranas ainda úmidas foram envolvidas em

filme de PVC e colocadas em cassetes, onde filmes de raioX ficaram expostos

a cada uma, entre telas intensificadoras, a -70°C, por períodos variáveis.

A quantificação das bandas dos filmes foi feita por densitometria e

análise de imagem pelo programa Image Analyst - Bio Rad.
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Tratamento estatístico dos dados

Ensaio de Elongação de Cadeia Nascente de RNA

Os dados obtidos sobre os níveis de transcrição de c-myc em células Y-1

em crescimento exponencial, foram analisados através do teste ANOVA: Fator

Único. Esta abordagem executa uma simples análise de variãncia (anova)

para testar a hipótese de que médias de 2 ou mais amostras são iguais.

Já os resultados obtidos em células Y-1 carenciadas, foram analisados

pelo teste de x 2 . Neste caso, utilizamos um grupo de resultados esperados e

um grupo de resultados observados. Lançamos a hipótese de que o grupo de

resultados esperados é igual ao grupo de resultados obtidos e testamos. O

resultado do teste fornece para cada caso, um valor p, que se for menor que o

P crítico nos leva a aceitar a hipótese, caso contrário a hipótese é rejeitada. É

importante ressaltar que os resultados provém de um único experimento, ou

seja, esta análise é preliminar e poderá ser desviada por resultados de novos

experimentos.
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Ensaio de atividade de AP-1 em células Y-1

Os experimentos de ensaio de atividade de AP-1 foram feitos em células

Y-1 em crescimento exponencial, tratadas com ACTH, PMA ou dcAMP. Nota-

se que há um nível basal de atividade de AP-1 em células Y-1 em crescimento

exponencial. Esta atividade basal é sensível ao bloqueio da síntese de

proteína, pelos inibidores Cicloheximida e Puromicina. A figura 1, mostra que

a queda de atividade de AP-1 em células Y-1 (figura 1 B), correlaciona com a

inibição de síntese proteica medida pela incorporação de 35S metionina (figura

1C): Cicloheximida causa 92,3% e Puromicina 68,5% de inibição de síntese

proteica, enquanto que a atividade de AP-1 é reduzida de mais de 95% com

Cicloheximida e cerca de 35% com Puromicina, depois de 5h de tratamento.

Células Y-1 tratadas com ACTH, PMA e dcAMP apresentam aumento da

atividade de AP-1 tanto com oligonucleotídeo TRE, como CRE. Curiosamente,

tratamento simultâneo com Cicloheximida não é capaz de anular

completamente a atividade de AP-1. Ao contrário, apesar do tratamento com

Cicloheximida, há ainda aumento da atividade de AP-1, em escala menor do

que em células tratadas apenas com ACTH, PMA e dcAMP. Estes resultados

estão apresentados nas figuras 2, 3, 4, 5, 6 e 7.
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Figura 6: Atividade de ligação de AP-1 em CRE, em células tratadas com

PMA.

Oh	 1h	 2h	 3h	 5h

Tempo de tratamento com PMA

Perfil de indução da atividade de ligação de extratos nucleares de

células Y-1 tratadas com 10 ng/ml PMA ao oligonucleotídeo CRE. Controle

equivale à atividade basal de células em crescimento exponencial não

tratadas, PMA corresponde a atividade em células em crescimento

exponencial tratadas com PMA por 1h, 2h, 3h e 5h; Ciclohex. corresponde às

mesmas condições de PMA porém com células submetidas a tratamento com

10pg/ml Cicloheximida por 20 min, antes da adição de PMA. Os valores

obtidos são a média dos valores obtidos por densitometria (área do pico de

transmitância integrada) de 3 experimentos independentes.
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Figura 7: Atividade de ligação de AP-1 em CRE em células Y-1 tratadas

com dcAMP

Perfil de indução da atividade de ligação de extratos nucleares de

células Y-1 tratadas com 0,5mM dcAMP ao oligonucleotídeo CRE. Controle

equivale à atividade basal de células em crescimento exponencial não

tratadas, dcAMP corresponde a atividade em células em crescimento

exponencial tratadas com dcAMP por 1h, 2h, 3h e 5h; Ciclohex. corresponde

às mesmas condições de dcAMP porém com células submetidas a tratamento

com 10pg/m1 Cicloheximida por 20 min, antes da adição de dcAMP. Os

valores obtidos são a média dos valores obtidos por densitometria (área do

pico de transmitância integrada) de 3 experimentos independentes.
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Transcrição dos proto-oncogenes fos, jun e c-myc em células Y-1

Os níveis de transcrição dos referidos genes em células Y-1 foi analisada

a partir de ensaios de elongação de cadeia nascente de RNA (run off

transcription). A análise destes resultados mostra que em células carenciadas,

praticamente todos os genes sofrem indução de transcrição, ainda que

pequena. Os genes cuja transcrição é diferencialmente regulada são c-fos, c-

jun, junB e c-myc. FCS e PMA são fortes indutores destes 4 genes, enquanto

que ACTH é forte indutor de c-fos, c-jun e junB e dcAMP é forte indutor

apenas de c-fos e junB.

Estes resultados estão representados nas figuras 8, 9, 10 e 11.
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B. Quantificação do autorradiograma apresentado em A. As ordenadas

representam a velocidade de transcrição relativa de cada gene, obtida a partir

de densitometria do filme de raio X. Os valores representados foram

calculados conforme especificado em Materiais e Métodos. Os resultados de

indução de transcrição de c-fos e junB são significativos, segundo o teste de

X
2
, para a=0,01, também descrito em Materiais e Métodos.
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B. Quantificação do autorradiograma apresentado em A. As ordenadas

representam a velocidade de transcrição relativa de cada gene, obtida a partir

de densitometria do filme de raio X. Os valores representados foram

calculados conforme especificado em Materiais e Métodos. Os resultados de

indução de transcrição de c-fos, c-jun e junB são significativos segundo o

teste de x2 , para a=0,01.
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B. Quantificação do autorradiograma apresentado em A. As ordenadas

representam a velocidade de transcrição relativa de cada gene, obtida a partir

de densitometria do filme de raio X. Os valores representados foram

calculados conforme especificado em Materiais e Métodos. Os resultados de

indução de transcrição de junB, são significativos, segundo o teste de x2, com

a=0,01.
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B. Quantificação do autorradiograma apresentado em A. As ordenadas

representam a velocidade de transcrição relativa de cada gene, obtida a partir

de densitometria do filme de raio X. Os valores representados foram

calculados conforme especificado em Materiais e Métodos. Os resultados de

indução de transcrição de c-fos, c-jun e junB são significativos, segundo o

teste de x2 , para a=0,01.

67



Examinamos também os níveis de transcrição de c-myc em células Y-1

em crescimento exponencial. As figuras 12, 13 e 14 mostram os resultados

obtidos a partir dos experimentos de elongação de cadeia nascente de RNA

em células estimuladas com ACTH, PMA e dcAMP. Estes resultados nos

mostram que os tratamentos não induzem alterações significativas nos níveis

de transcrição de c-myc em células em crescimento exponencial.
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Níveis de mRNA dos proto-oncogenes fos e jun em células Y-1
carenciadas, detectados por hibridizacões tipo Northern

A figura 15 mostra as cinéticas de degradação do mRNA de c-fos em

células Y-1 carenciadas e estimuladas com ACTH e PMA. Após estimuladas,

as células foram tratadas com ActinomicinaD para bloquear a síntese de RNA.

Observamos nesta figura que a meia-vida do transcrito de c-fos é de 35 min

em células tratadas com ACTH e 28,8 min em células tratadas com PMA, ou

seja, a meia vida dos transcritos de c-fos em células tratadas com PMA é 27%

menor que a meia vida dos transcritos de c-fos em células tratadas com

ACTH. Os sinais de transcritos de c-fos em células Y-1 tratadas com dcAMP

estiveram abaixo dos níveis de detecção e quantificação.

A figura 16 mostra a cinética de degradação de c-jun em células Y-1

carenciadas, estimuladas com PMA e após 1h, tratadas com ActinomicinaD

por períodos variados.

Na figura 17 são apresentadas as estimativas dos níveis de mRNA de

fosB de células tratadas com ActinomicinaD além de ACTH. Nota-se um

acentuado aumento dos níveis de mRNA causado pelo tratamento com

ActinomicinaD, seguido de progressiva redução. Nesta fase de redução foi

possível fazer uma estimativa da meia-vida do mRNA de fosB, determinada

em 31 min.

A figura 18A mostra que ActinomicinaD inibe 97% da incorporação de 3H

uridina em RNA em células Y-1, indicando que nestas condições há um

eficiente bloqueio da transcrição. Por outro lado, a figura 18B mostra que

tratamento prévio com ActinomicinaD elimina a indução de fosB por ACTH,

PMA e dcAMP, em células Y-1, coerente com a idéia de bloqueio de

transcrição. Portanto o efeito "superindutivo" de ActinomicinaD sobre o mRNA

de fosB, quando adicionada após 1h ou 2h de ACTH, em células Y-1

(conforme mostrado na figura 17), deve-se, necessariamente, a mecanismos

pós-transcricionais.

Cabe assinalar que ActinomicinaD não tem efeito "indutivo" sobre a

expressão de fosB em células não estimuladas, o que se explicaria por níveis
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muito baixos do mRNA nestas condições, ou porque este efeito só aparece na

presença de indutores como ACTH e PMA.
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Atividade de AP-1 em células Y-1

Os resultados mostram que há, em células Y-1 em crescimento

exponencial, um nível basal de atividade de AP-1, cujos valores aumentam

significantemente em células tratadas com ACTH, PMA e dcAMP. Este

aumento não surpreende uma vez que ACTH e PMA induzem os genes fos e

jun e levam ao aumento das proteínas Fos e Jun.

No entanto, o aumento de atividade de AP-1 não é conseqüência do

aumento da concentração das proteínas Fos e Jun causado pela indução dos

respectivos genes por ACTH e PMA. Isto porque: a) tratamento com

Cicloheximida leva a uma acentuada redução nos níveis basais de atividade

de AP-1, b) tratamento concomitante de ACTH, PMA ou dcAMP com

Cicloheximida é capaz de ativar AP-1.

Portanto, a modulação da atividade de AP-1 é complexa. Assim, a

indução dos genes fos e jun permite mudança da composição relativa do

estoque de proteínas Fos e Jun e também dos níveis de concentração total.

Há ativação do complexo ao nível das proteínas. E finalmente, a alta

sensibilidade da atividade de AP-1 à inibição da síntese protéica, sem que isto

possa ser explicado pela redução da concentração das proteínas, sugerem

um mecanismo refinado pós traducional regulando atividade deste grupo de

fatores de transcrição.

Observamos também que os resultados obtidos em reações com o

oligonucloetídeo CRE são bastante semelhantes aos obtidos com o

oligonucleotídeo TRE. Sabe-se que os complexos AP-1 reconhecem e ligam

em sequências CRE (Ryseck & Bravo, 1991), dependendo da composição do

dímero e também das regiões flanqueadoras da sequência CRE consenso.

Não apenas isso, fatores de transcrição CREB também ligam-se a sequências

TRE, sendo que alguns autores sugerem que os fatores de transcrição AP-1 e

CREB/ATF poderiam ser classificados em apenas uma super-família de

fatores de transcrição (Masquilier & Sassone-Corsi, 1992; Hai & Curran, 1991;

Sassone-Corsi et al, 1990). Sabe-se também que as proteínas Jun formam

dímeros com CREB (CRE Binding Protein) e estes dímeros podem
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reconhecer tanto sequências AP-1 quanto sequências CRE (DeCesare et al,

1995; Dorsey et al, 1995).

CREB/ATF é uma família de fatores de transcrição cuja atividade é

modulada por fosforilação pela subunidade catalítica de PKA. As proteínas do

fator AP-1, Fos e Jun, são reguladas a nível de expressão dos mRNAs e

proteínas e a nível de modificações pós-traducionais, principalmente

fosforilação. A principal via conhecida pela qual há indução da transcrição e

atividade das proteínas de AP-1 é a via Raf/MAP quinases. Esta via é ativada

por Ras e também por PKC.

Os resultados de indução da atividade de AP-1 em células Y-1 sugerem

que tratamento com dcAMP, que obrigatoriamente ativa a via de PKA, deve

promover indução da atividade de AP-1 por ativação de CREB que estaria

reconhecendo elementos TRE e CRE, ou ainda por fosforilação de complexos

AP-1 já formados embora não se saiba se PKA fosforila outros fatores de

transcrição que não os da família CREB/ATF. PMA obrigatoriamente ativa a

via de PKC, que por sua vez ativa a cascata de MAP quinases que levam à

expressão dos proto-oncogenes fos e jun promovendo aumento da atividade

de AP-1 (Burgering & Bos, 1995). Vale lembrar que a via de MAP quinases

não só promove transcrição de fos e jun como também promove fosforilação

de resíduos de serina das proteínas aumentando a atividade do complexo AP-

1, independentemente de síntese de proteína. ACTH apresenta efeito

semelhante ao de PMA.

O receptor de ACTH é um receptor capaz de ativar proteína G e muito

provavelmente a via de MAP quinases (não só pela estrutura do receptor, mas

também por induzir transcrição dos proto-oncogenes fos e jun), neste caso, a

via de MAP quinases promoveria expressão de Fos e Jun e também

fosforilação do complexo AP-1 aumentando a sua atividade. Sabe-se também

que ACTH ativa a via de PKA, sendo capaz portanto de ativar, em células Y-1,

vias de transdução de sinal diferentes mas que podem se cruzar ou convergir

para um ponto em comum.

Corrobora a idéia de ativação de vias que podem convergir para um

mesmo ponto, resultados obtidos no laboratório com um clone mutante de Y-1

PKA- , onde ACTH não é capaz de induzir expressão de fosB, PMA é capaz de
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induzir pequena expressão de fosB, mas tratamento simultâneo com ACTH e

PMA tem efeito sinergístico sobre a indução de fosB, mostrando que há uma

colaboração entre a ação de ACTH e PMA sobre a indução de fosB.

Cinética de indução da transcrição dos proto-oncomenes fos, jun e c-myc
em células Y-1 

Observamos em alguns casos, que há transcrição de genes mesmo em

células carenciadas, chamamos esta condição de nível basal de transcrição.

No caso, c-myc e junD apresentam níveis basais altos, uma vez que são

constitutivamente expressos (referência à transcrição gênica), apesar de

serem estimulados por alguns tratamentos. No caso dos outros genes das

famílias fos e jun o nível basal de transcrição é tão pequeno que se confunde

com o "background" do filme, tornando imprecisas as medidas nestas

condições.

A nível de transcrição, os genes que se destacam por serem

diferencialmente expressos são c-fos, c-jun, junB e c-myc. Os resultados

mostram que junB é o gene melhor induzido por ACTH, PMA e dcAMP,

enquanto que c-jun é o gene melhor induzido por soro (FCS). c-fos é bem

induzido por ACTH e PMA, mas também é induzido por dcAMP e soro, em

uma escala menor. c-myc é bem induzido por soro e PMA, mas não por

dcAMP e ACTH. A análise estatística destes resultados, mostra que os

resultados de indução de c-myc por FCS e PMA, de c-fos por dcAMP não são

significativos, porém observa-se, pelo menos qualitativamente que há indução

da transcrição nestes casos. Devemos relembrar o fato desta análise ter sido

feita sobre um resultado único, sendo uma análise preliminar.

O restante dos genes analisados apresentam pequena indução em

tempos curtos de tratamento com todos os fatores utilizados.

81



A regulação de c-myc.

Células em crescimento exponencial apresentam expressão constitutiva

de c-myc que não é alterada pelos tratamentos utilizados, sugerindo que o

controle de transcrição de c-myc neste caso está bastante relaxado. O teste

ANOVA: Fator Único, mostra que as variações observadas não são

significativas.

Trabalhos anteriores do laboratório, descritos na Introdução, mostram

que tratamento com ACTH e dcAMP promovem diminuição da expressão de

c-myc em células carenciadas, provavelmente, esta diminuição é devida a um

grande aumento da instabilidade do transcrito, uma vez que não há bloqueio

da transcrição, ou ainda a transcrição pode ser abortiva e não gerar um

transcrito detectável. Dados da literatura descrevem este tipo de regulação na

expressão de c-myc (Krumm et al, 1995; Eick et al, 1994).

No caso de células carenciadas, observamos que há transcrição basal

de c-myc relativamente alta, principalmente se compararmos vários modelos

de células normais descritos por vários grupos onde o carenciamento

promove total bloqueio da expressão de c-myc. Porém este basal é

aumentado, qualitativamente, por tratamentos com soro e PMA, enquanto que

tratamentos com ACTH e dcAMP não têm efeito sobre a transcrição de c-myc.

Estes resultados mostram-se de acordo com dados anteriores, onde ACTH e

dcAMP inibem expressão de c-myc e PMA aumenta a expressão de c-myc em

células Y-1 em crescimento exponencial.

Regulação dos níveis dos mRNAs dos proto-oncogenes fos e jun

O uso de ActinomicinaD reafirmou a importância do controle de

transcrição na regulação dos níveis de mRNA dos genes fos e jun.

Primeiro, tratamento prévio com ActinomicinaD elimina a indução de

fosB por ACTH e PMA. Segundo, a meia-vida dos mRNAs de c-fos e c-jun

foram estimadas em aproximadamente 30 min, sugerindo que a velocidade de

degradação não é importante no controle dos níveis destes mRNAs. Terceiro,
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observamos um efeito "superindutivo" de ActinomicinaD sobre o mRNA de

fosB. Este efeito, que já foi descrito por outros grupos para mRNAs das

famílias fos e jun e também de outros proto-oncogenes (Chen & Shyu, 1994;

Schiavi et al, 1992); parece ser artefactual ao promover a redução da

velocidade da degradação do mRNA embora seja um efeito indicador da

ocorrência de mecanismos pós-transcricionais relevantes na transmissão da

informação genética do gene à proteína, ainda não esclarecidos. A hipótese

levantada para explicar este efeito, por este grupo, foi a de que, sequências

específicas do mRNA seriam reconhecidas por proteínas que são

translocadas do núcleo para o citoplasma quando a célula é tratada com

inibidores de transcrição, estas proteínas são capazes de estabilizar o

transcrito por competirem com outras que sinalizariam, ou iniciariam a

degradação do mesmo.

É interessante notar que ActinomicinaD diferencia os mRNAs de c-fos e

fosB quanto à degradação.
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