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Resumo

As células Y-1 pertencem a uma linhagem clonal de células funcionais de
cortex adrenal de camundongo, que respondem a ACTH.

Em células Y-1, ACTH promO\\/e a esteroidogénese (fungdo) e tem efeitos
regulatérios complexos na transi¢gdo GO0—->G1—->S do ciclo celular. ACTH

promove a transicdo GO—G1, mas inibe a transigdo G1—-S. E possivel que a
regulagéo do ciclo celular por ACTH seja mediada pelo controle da expressao
dos proto-oncogenes das familias fos, jun e myc. Nosso laboratério mostrou,
anteriormente, que ACTH induz a expresséo dos genes fos e jun, mas inibe c-
myc.

O objetivo deste trabalho foi identificar pontos de controle na expressdo dos
genes fos, jun e myc e na atividade dos fatores de transcrigdo AP-1 (dimeros
da proteinas 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 ligagdo de AP-1 a DNA,
independentemente de sintese protéica.

Ensaios de elongacdo de cadeia nascente de RNA (run off transcription)
mostram que ACTH, PMA e FCS séo fortes indutores de c-fos, c-jun e junB,
enquanto dcAMP induz apenas c-fos e junB.

Hibridizagdes 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, 0 mRNA de fosB ¢é superinduzido por ActinomicinaD
em células Y-1 tratadas com ACTH e PMA.



Summary

The Y-1 cells belong to a clonal lineage of functional mouse adrenocortical
cells, which are responsive to ACTH.

In Y-1 cells, ACTH promotes esteroidogenesis (function) and has complex
effects on the GO—>G1-S transition of the Y-1 cell cycle. ACTH induces the
GO0—G1 transition but inhibits the G1-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
dimers) 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,
¢-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
mRNAs in about 30 min, independently of ACTH or PMA treatment. Differently
of c-fos, fosB mRNA is superinduced by ActinomicinD treatment in Y-1 cells
treated with ACTH or PMA.



l. Introducgao




O Ciclo Celular em Mamiferos

A divisdo celular implica na duplicagdgo do DNA gendémico, que ao
contrario do que se pensava ha cerca de 40 anos, ocorre durante uma fase
discreta do ciclo celular. O ciclo celular mitético foi dividido em fases com base
em experimentos do tipo “pulso e caga”, onde um pulso de precursor de DNA,
radioativamente marcado, é fornecido a uma cultura de células e, apés um
periodo determinado, analisa-se a quantidade de precursor incorporado, por
autorradiografia em fungdo de tempo (Quastler & Sherman, 1959). As fases
do ciclo celular sao:

G1: fase entre o fim de uma mitose e o inicio de sintese de DNA da
seguinte. Durante esta fase ha sintese de RNA e proteina, mas ndo ha
sintese de DNA.

S: é a fase onde ocorre a replicagdo do DNA, ao final desta fase, a célula
tem um contetdo de DNA 4n.

G2: é o periodo entre a replicagdo do DNA e a divisdo celular. Durante
este periodo as células mantém dois conjuntos de cromossomos dipléides.

M: fase onde ocorre a divisdo da célula em duas, mitose propriamente
dita (Baserga, 1985).

Existem dois pontos durante o ciclo celular em que decisdes quanto a
progressdo pelo ciclo tem que ser tomadas, um deles, chamado ponto de
restricdo, ocorre em G1, quando a célula se “compromete” a replicar o DNA
gendmico, isto quer dizer que mesmo que o estimulo para a replicagdo seja
retirado, a célula continua o ciclo até replicar o DNA, as condi¢cbes testadas
sd0 massa celular, estado nutricional do meio, sintese de proteinas (Pardee,
1974). O outro ocorre em G2, onde a célula tem a possibilidade de verificar se
o DNA foi completamente duplicado, se ndo existem danos, se a massa
celular esta adequada. O ponto de controle mais importante € o que ocofre
em G1, a célula passa a maior parte do tempo nesta fase e a duragdo de G1 é
ajustada pelas condigbes de crescimento. Se a célula passar
sequencialmente por todas as etapas necessarias em G1, entdo ela entrara
emS.



Nos tecidos de mamiferos encontramos células em diferentes estagios
de replicagdo ou em diferentes fases do ciclo celular. Células embrionarias ou
de tecidos em proliferagdo, que terminam a mitose de um ciclo e entram
diretamente na fase G1 de outro ciclo, sendo que muitas vezes a fase G1
destas células é mais curta que o normal. Algumas células dividem-se apenas
uma vez e depois morrem. Ha ainda o caso de células que tém competéncia
para dividirem-se mas ndo o fazem por falta de estimulo apropriado, este é o
caso da maior parte das células de um organismo adulto, que se encontram
quiescentes, na chamada fase GO.

Celulas normais mantidas em cultura correspondem ao ultimo caso, ou
seja, quando estimuladas por fatores de crescimento entram no ciclo celular e
na falta destes entram em GO ou ficam quiescentes.

Cultura de células de mamiferos tem sido amplamente utilizada para
estudo do controle do ciclo celular, principalmente da transicdo GO—-G1-S.
Esta transicao é estimulada por fatores de crescimento e horménios. Estes
fatores tém o papel de ativar receptores que por sua vez ativam vias de
transdugdo de sinal, que mandam mensagens para o nucleo da célula onde
ha expressao génica, que induz sintese de proteinas necessarias para a
progresséao do ciclo celular (Pardee, 1989).

Transicdo G0—->G1-5S

Fatores que promovem a transigao G0—>G1->S

Sao basicamente os fatores de crescimento e hormdnios classicos,
como por exemplo, os horménios tréficos.

Entre os fatores de crescimento mais conhecidos estdo: PDGF (Plateled
Derived Growth Factor), EGF (Epidermal Growth Factor), FGF (Fibroblast
Growth Factor), IGF (Insulin-like Growth Factor) TGF (Transforming Growth
Factor), GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor), NGF
(Nerve Growth Factor).



Os fatores de crescimento sdo peptideos que tém acgdo paracrina ou
autécrina, sdo secretados por células, possuem papel fundamental na
comunicagao entre 6rgaos ou entre células do mesmo tecido.

O horménio tréfico mais conhecido € o hormdnio de crescimento,
também peptidico, mas outros hormdnios exercem funcdo de crescimento
tecido-especifica, além de desempenharem outras fungbes, é o caso da
adrenocorticotropina, um peptideo secretado pela hipéfise que age
especificamente no cértex adrenal, induzindo secre¢do de hormdnios
esteréides e sendo responsavel pelo crescimento e manutengéo do tecido.

O mecanismo de agado destes fatores (incluindo os hormdnios citados)
envolve reconhecimento e ligagdo a um receptor transmembranar. Entre os
receptores transmembranares 2 tipos principais estdo envolvidos na
sinalizagdo destes fatores. Receptores com dominios tirosina quinase, que
normalmente mediam a resposta a fatores de crescimento, com uma cadeia
polipeptidica que cruza a membrana uma vez. Sédo proteinas que uma vez
ligadas ao fator de crescimento ou horménio dimerizam-se e se
autofosforilam, estes eventos promovem alteragdo de conformagao que ativa
o dominio de tirosina quinase, exemplos de receptores tirosina quinase sao os
receptores de PDGF e EGF. Qutro tipo de receptor € o de 7 hélices,
normalmente reconhecido por hormdnios peptidicos, que cruza a membrana 7
vezes apresentando algcas na parte externa da célula e no citoplasma e que
ativa proteina G. Estes receptores sdo capazes de ativar ou inibir vias de
transducdo de sinal, alterando o fenétipo da célula, através do controle da
expressao diferencial de genes.

Algumas vias de transducao de sinal

Uma via de transdugdo de sinal importante é a via classica ativada por
proteina G.

Proteinas G sédo formadas por trés subunidades, a subunidade o tem
atividade de hidrélise de GTP em GDP, quando ligada a GTP, dissocia-se das
subunidades B e y e liga-se a adenilato ciclase, por exemplo, ativando-a. O

dimero By também é capaz de ativar outras enzimas, por exemplo a
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fosfolipase A2 e fosfolipase C (Inglese et al, 1995). Diferentes proteinas G
podem ligar-se a diferentes alvos, ativando diferentes vias.

Adenilato ciclase é um dos efetores ativados por proteina G, esta enzima
é capaz de, quando ativada, hidrolisar ATP em AMP ciclico. cAMP,
juntamente com Ca*? foram os primeiros segundos mensageiros celulares
conhecidos. cAMP ativa a enzima PKA (Protein Kinase A ou Proteina Quinase
dependente de cAMP). Esta enzima é composta por 4 subunidades, 2
regulatorias e 2 cataliticas, as regulatérias sdo ativadas por cAMP. Quando
cAMP liga-se as subunidades regulatérias de PKA, estas liberam as
subunidades cataliticas que tém atividade de proteina quinase. PKA regula
uma série de processos celulares, entre eles 0 metabolismo do glicogénio,
através da fosforilagdo da glicogénio sintase e transcrigdo génica através da
fosforilagdo de CREB (CRE Binding Protein). CREB é um fator de transcrigao
que reconhece elementos responsivos a cAMP (CRE) em promotores de
varios genes, por exemplo o da somatostatina (Yamamoto et al, 1988), o da
gonadotrofina coridnica (Delegeane et al, 1987) e o de c-fos (Sassoni-Corsi et
al, 1988).

As proteinas CREB/ATF, como é conhecida esta familia de fatores de
transcricdo, sdo fosfoproteinas nucleares, cuja atividade é modulada por
fosforilagdo da Ser 133 pela subunidade catalitica de PKA que é translocada
para o nucleo quando ativada (Hagiwara et al, 1993).

Outra importante via ativada por proteinas G é a via de PKC (Protein
Kinase C ou Proteina Quinase dependente de Ca*?) (Nishizuka, 1984). PKC é
uma quinase dependente de Ca*? e fosfolipides e ativada por diacilglicerol. E
composta por um dominio catalitico, cuja atividade é de serina/treonina
quinase e um dominio regulatério, que mantém a parte catalitica da cadeia
inativa. Ca*? e diacilglicerol sdo gerados transitoriamente na célula através da
ativagédo da fosfolipase C. Esta enzima tem papel fundamental na sinalizagéo
celular, pois uma vez ativada, hidrolisa fosfatidil inositol 4,5 bifosfato em
diacilglicerol e inositol trifosfato, este Gitimo promove abertura de canais de
Ca*™ do reticulo endoplasmatico aumentando a concentragdo de Ca*
citossélica. O aumento de Ca*? e diacilglicerol ativam PKC, que é translocada
para a membrana (considerada ativa apenas quando ligada a membrana).

Diacilglicerol interage com o dominio regulatério de PKC revertendo o efeito
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inibitério deste sobre o dominio catalitico. PKC é capaz de ativar outras
quinases que regulam a expressao génica (Nishizuka, 1992).

Uma classe especial de proteinas G, descobertas mais recentemente,
sédo as “small G proteins”, que também tém atividade de hidrélise de GTP,
mas sao constituidas de uma unica cadeia polipeptidica. Uma delas é Ras,
com papel central em vias de transducado de sinal ativadas por fatores de
crescimento, envolvida em varios tipos de processos tumorais (Bishop, 1983).

As proteinas Ras, também conhecidas por p21™®

, Sao ativadas pelo seguinte
sistema: um receptor do tipo tirosina quinase é ativado por um fator de
crescimento, e a proteina Grb2 liga-se ao receptor através do seu dominio
SH2 e a proteina Sos através de seu dominio SH3, Sos promove entéo a
troca de GDP por GPT em Ras ativando-a. Ras ativada promove fosforilagao
de Raf. E Raf por sua vez fosforila a primeira enzima da cascata de quinases
conhecidas como MAP quinases. A cascata termina no nucleo onde a ultima
quinase fosforila fatores de transcrigdo ou a quinase Rsk que também fosforila
fatores de transcrigdo (Sun & Tonks, 1994; McCormick, 1993; Feig, 1993). Os
fatores de transcricdo ativados por fosforilagdo em residuos de serina
promovem a transcricdo de uma série de genes chamados gene de resposta

primaria, cuja indugdo independe de sintese de proteinas.

Genes Envolvidos e Controle de Transcrigdao

Quando uma célula quiescente passa de GO para G1, ha indugéo de
transcrigdo de varios genes. A primeira onda de transcricdo é constituida dos
chamados genes de resposta primaria, que é independente de sintese
proteica. Parte dos produtos dos genes de resposta primaria sado fatores de
transcricdo que provocam uma nova onda de transcricdo génica, dos
chamados genes de resposta secundaria.

Entre os genes de resposta primaria, estdo diversos conhecidos como
proto-oncogenes, cujos produtos sdo fatores de transcrigdo. Sao classificados
como proto-oncogenes porque alteragdes como mutagdo, amplificagédo ou
translocagcdo destes genes, que causam super expressdo, podem levar a

perda do controle do ciclo celular provocando neoplasias e tumores.
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Acredita-se atualmente que o controle da transicdo GO—->G1->S é
determinado por mecanismos de regulagdo de transcricdo génica. Esta
proposi¢cédo esta de acordo com a constatagdo experimental de que entre os
genes de resposta primaria, cuja indugdo é necessaria para a transicao
GO0—>G1, estao proto-oncogenes, que codificam fatores de transcrigao.

Ha, no entanto, uma outra categoria de genes, cujos produtos participam
do controle de transcricdo e que regulam a progressao através de G1. Estes
genes sao conhecidos como anti-oncogenes ou genes supressores de tumor,
porque a sua inativagdo propicia a transformagao celular e a tumorogénese.
Neste grupo de genes estdo p53 e pRb.

As familias fos e jun e o complexo AP-1

Entre os proto-oncogenes mais conhecidos estdo os proto-oncogenes
das familias fos e jun. Estes proto-oncogenes sdo genes de resposta primaria,
cuja expressao é induzida transientemente por varios fatores de crescimento,
além de soro e ésteres de forbol (Bravo et al, 1986; Cochran et al, 1984;
Greenberg & Ziff, 1984; Lamph et al, 1988; Ryseck et al, 1988; Ryder &
Nathans, 1988). A familia fos compreende os proto-oncogenes c-fos, fosB, fra-
1 e fra-2, enquanto que a familia jun compreende os proto-oncogenes c-jun,
junB e JunD. Em células 3T3 carenciadas, ndao se observa a expressao destes
genes, porém estimulagdo com soro ou fatores de crescimento provocam
indugdo transitéria da expressdao dos mRNAs e das proteinas destes genes,
com perfis cinéticos caracteristicos (Bravo et al, 1987). Ensaios de
microinje¢do de anticorpos contra as proteinas c-Fos e c-Jun, assim como a
utilizagdo de oligonucleotideos antisense bloqueiam a progressdo do ciclo
celular (Kovary & Bravo, 1991; Nishikura & Murray, 1987; Holt et al, 1988;
Cosenza et al, 1994).

As proteinas Fos e Jun tém agdo como fatores de transcrigdo do tipo
ziper de leucina (Sassone-Corsi et al, 1988; Curran & Franza, 1988). As
proteinas codificadas por estes genes possuem um dominio ziper de leucina,
sendo capazes de formar dimeros, possuem também dominio de ligagéo a
DNA, dominios de transativagdo e dominio de interagdo com proteinas do
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complexo de transcrigdo basal. As proteinas Jun sdo capazes de formar
homodimeros, em qualquer combina¢do Jun/Jun e também heterodimeros
com as proteinas fos em qualquer combinagdo Jun/Fos. Ha portanto, um
grande numero de complexos possiveis de serem formados, este grupo de
fatores de transcricdo é chamado AP-1 (Activator Protein - 1), tendo agéo
transativadora em promotores de varios genes. (Chiu et al, 1988).

AP-1 foi originalmente descoberto em células humanas como uma
proteina que se liga, seletivamente, a elementos “enhancer” na regido cis de
controle do virus SV-40, do gene da metalotioneina humana e de varios
outros genes de vertebrados (Lee et al, 1987; Angel et al, 1987). AP-1
também esta presente nas regiées de controle de genes estimulados em
células tratadas com ésteres de forbol (Angel et al, 1987; Lee et al, 1987).
Inicialmente acreditava-se que AP-1 fosse um fator de transcrigdo Unico,
verificando-se posteriormente que se tratava de dimeros das proteinas citadas
acima.

O fator AP-1 liga-se, no DNA, a regides responsivas a TPA (12-O-
Tetradecanoylphorbol-13-Acetate), conhecidas como TRE (TPA Responsive
Element). A seqiiéncia consenso a que AP-1 liga-se € 5TGA G/C TCA3J
(Curran & Franza, 1988).

Ensaios de ligagao a oligonucleotideos mostram que diferentes dimeros
tém diferentes afinidades por esta sequéncia (Ryseck & Bravo, 1991).
Alteragbes nesta sequéncia e diferengas nas regides flanqueadoras desta
também alteram a afinidade dos dimeros AP-1 pelo DNA alvo, assim
diferentes promotores podem ser reconhecidos preferencialmente por tipos
especificos de dimeros. Outra informagdo importante é que estas proteinas
podem interagir com outros fatores de transcri¢gdo e Jun pode formar dimeros
com outras proteinas, por exemplo CREB, o fator de transcri¢éo ativado pela
via CAMP-PKA que reconhece a sequéncia consenso TGACGTCA (Dorsey et
al, 1995; Kataoka et al, 1995).

A atividade dos complexos AP-1 pode ser regulada em varios niveis:
transcricdo, estabilidade do mRNA, tradugdo, estabilidade da proteina e
alteragdes pés-traducionais da proteina, por exemplo fosforilagdo, constituindo
enquanto fator de transcrigdo, uma ferramenta versatil para a célula regular a

expressdo de diferentes genes em diferentes situagdes.
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O Proto-oncogene c-myc

c-myc € outro proto-oncogene importante na transicdo G0—->G1-5S, c-
myc € expresso em células estimuladas para entrada em G1 e os niveis do
mRNA e da proteina sao mantidos durante G1. Em 1987, Heikkila demonstrou
que a expresséo de c-myc € necessaria para o progresso de G1, uma vez que
a utilizagao de oligonucleotideo "antisense" contra mRNA de c-myc bloqueia o
ciclo celular.

A proteina c-Myc age como fator de transcrigdo quando dimerizada com
a proteina Max. Estas proteinas sao classificadas como fatores de transcrigao
HLH/LZ, isto devido ao fato de apresentarem estes 2 tipos de dominios para
dimerizag&o “Helix-Loop-Helix” e ziper de leucina, além destes dominios estas
proteinas apresentam um dominio de ligagdio a DNA e um dominio
transativador na regiao N terminal. O dimero c-Myc/Max reconhece a
sequéncia consenso CAC(G/A)TG (Blackwell et al, 1990; Blackwood &
Eisenman, 1991; Kerkhoff et al, 1991; Prendergast et al, 1991; Prendergasf &
Ziff, 1991; Blackwood et al, 1992) no promotor de varios genes, alguns ja
definidos, por exemplo os genes para ornitina descarboxilase e a-protimosina,
ambos codificam proteinas importantes para a progressdo do ciclo celular.
(Eilers et al, 1991; Benvenisty et al, 1992; Bello-Fernandez et al, 1993,
Reisman et al, 1993; Wagner et al, 1993, Gaubatz et al, 1994, 1995;
Desbarats et al, 1996).

Recentemente, evidéncias tém se acumulado mostrando que c-myc esta
envolvido no controle da expresséo de ciclina D1 (Phillip et al, 1994; Daksis et
al,1994; Marphin et al, 1996). Os experimentos utilizam construgdes para
expressdo exogena de c-myc ou um modelo de fibroblastos de rato, Rat-1,
transfectados permanentemente com uma quimera de c-myc e receptor de
estrogeno, onde c-Myc é ativo apenas quando a célula é tratada com
estrégeno ou derivados (Eilers et al, 1989). Nestes experimentos demonstrou-
se que expressdo transiente de c-myc induz expressdo de ciclina D1,
enquanto que expressdao constitutiva de c-myc em niveis altos

(aproximadamente 10 vezes mais mRNA que um fibroblasto normal induzido
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por soro) promove inibicdo da expressédo de ciclina D1 e normalmente leva a
célula a morte, através de apoptose. De fato, o promotor do gene de ciclina
D1 apresenta 3 sequéncias consenso de ligacdo de Myc/Max (Daksis et al) e
demonstrou-se que a regulagdo de ciclina D1 por myc ocorre a nivel de
transcri¢ao.

Por que o controle de ciclina D1 é importante? As ciclinas sdo proteinas
que funcionam em dimeros com quinases dependentes de ciclinas (cdk),
sendo a ciclina a subunidade regulatéria e a cdk a subunidade catalitica
(Sherr, 1994; Sherr, 1995). O dimero tem a atividade regulada por outras
proteinas, podendo formar tetrameros, esta regulagdo ocorre a nivel de
fosforilagdo em residuos especificos de serina e treonina, ndo s6 a ciclina é
fosforilada como também tem atividade de quinase sobre a respectiva cdk
(Solomon, 1994). As ciclinas tem expressdo ciclo dependente, ou seja sédo
expressas em fases definidas do ciclo celular, sendo que cada fase apresenta
ciclinas caracteristicas, no caso as de G1 sdo: ciclinas D1, D2 e D3 e ciclina
E. As ciclinas D associam-se com cdk4 e cdk6, enquanto que ciclina E
associa-se com cdk2.

O gene da ciclina D1 é expresso no inicio de G1, porém sua proteina
tem atividade a partir da metade de G1, quando forma complexos com cdk 2
ou cdk4, PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) e p21. Ciclina D1
juntamente com uma de suas cdks é a responsavel pelo inicio da fosforilagdo
de pRb, inativando-o. A inativagdo de pRb é fundamental para a progressao
do ciclo celular pois pRb age como um seqtiestrador de fatores de transcrigéo
como E2F (Weinberg, 1995), e de outras proteinas importantes para a
progressao do ciclo celular. Por exemplo, é necessario que pRb seja
fosforilado para que ciclina E seja expressa (Geng et al, 1996); a expresséo
de ciclina E no fim de G1 é necessaria para que a célula entre em S.

Expressao Génica

Quando falamos em expressdo génica normalmente estamos pensando

na transmissdo da informagdo genétca do DNA a proteina.
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Intermediariamente, estd a populagdo de RNA presente na célula que se

encontra em equilibrio entre transcricdo e degradagao.

Transcrigao génica

Abordaremos a questdo do mecanismo da transcrigdo propriamente dito,
particularmente o sistema que envolve a transcricdo de RNA mensageiro,
para que possamos discutir posteriormente os efeitos observados e relaciona-
los com as informag6es fornecidas na Introdugao.

Em eucariotos, praticamente todos os genes cujos produtos sdo mRNAs
apresentam a sequéncia consenso conhecida como TATA box em seus
promotores. Esta regido normalmente encontra-se na posigdo -25 em relagao
ao ponto de inicio da transcricdo e serve para orientar o posicionamento do
complexo transcricional basal.

Para que se inicie a transcricdo € necessario que os fatores basais
reconhecam e se liguem ao promotor e que as hélices do DNA sejam
separadas. O complexo de transcricdo basal € composto pela holoenzima
RNA Polimerase Il e fatores ligados a ela. Ha varios fatores de transcri¢cdo que
associam-se a esta holoenzima modulando a sua atividade. Alguns fatores
sdo fundamentais, TFIID, que compreende TBP (TATA Binding Protein) com
os TAFs associados (TBP Associated Factors) que reconhecem o sitio TATA,
TBPs complexados com diferentes TAFs podem reconhecer promotores
diferentes.

Outros fatores associam-se ao TFIID, a associa¢gdo deve seguir uma
ordem correta, porém nao estd definido se as enzimas ligam-se
seqiiencialmente as que ja estdo interagindo com DNA ou se existem
complexos ordenados ja formados que se ligam ao DNA. Os fatores que se
associam ao complexo TFIID sdo: TFIIA, TFIIB, TFIIF com a RNA Polimerase
Il, TFIE, TFIIH e TFIlJ. TFIIH parece ser o responsavel pela fosforilagdo do
dominio C terminal da polimerase Il (CDT), cuja fungdo € romper a interagao
de CDT com TBP para que comece a transcrigdo (Drapkin & Reinberg, 1994;
Koleske & Young, 1995). Ja o fator TFIIF tem papel na separagéo das hélices
do DNA, este fator € composto por 2 subunidades, a maior, RAP74, tem
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atividade de helicase dependente de ATP, sendo a enzima que promove a
abertura da dupla hélice.

A transcrigdo de um determinado gene é regulada, ndo s6 por fatores
basais, mas &€ também regulada por proteinas que reconhecem elementos
distantes do inicio de transcri¢do, elementos “enhancer”. Estes elementos sdo
reconhecidos por fatores de transcrigdo, que ndo sdo fundamentais para que
a transcri¢do ocorra, mas sdo capazes de modular a atividade do complexo
basal, por exemplo AP-1. O mecanismo de ac¢do deste fatores envolve a
ligagdo a um elemento (sequéncia consenso no DNA) especifico, alteragdes
na cromatina, desestabilizando nucleossomos e estabilizando a ligagdo de
TFIID ao DNA. Estes fatores interagem tanto com a holoenzima RNA
polimerase IlI, quanto com TFIID, aumentando a eficiéncia do inicio de
transcrigdo, inclusive permitindo rapida reiniciagdo, ou inibindo o inicio de
transcrigao (Struhl, 1996).

Degradac¢do de mRNA em eucariotos

A degradagdo de mRNA em eucariotos tém sido objeto de estudo de
varios grupos (Shyu et al, 1991; Schiavi et al, 1992; Decker & Parker, 1994,
Beelman & Parker, 1995; Chen & Shyu, 1995). Atualmente esta descrito o
mecanismo de degradagdo de mRNA em eucariotos, principalmente de
mRNAs rapidamente degradados, produtos de genes com papel regulatério,
por exemplo proto-oncogenes.

A degradagédo de um transcrito pode ser dependente ou independente de
degradacdo da cauda de poliA. No caso de degradacdo dependente de
deadenilagdo o primeiro evento € a digestdo de parte da cauda de poli(A) do
transcrito, para 25 a 60 residuos de adenosina, seguido a este passo ha a
perda da extremidade 5 do transcrito, este transcrito pode ser ent&o
degradado rapidamente por digestdo 3'>5 ou 5—3'. Transcritos que ndo
precisam ser deadenilados para serem degradados normalmente s&o
atacados por endonucleases que clivam toda a extremidade 3’ do transcrito,
podendo este entdo perder também a extremidade 5 ou ser degradado

diretamente por exonucleases com atividade 3'-5’ e 5—3'. De fato, autores
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discutem se a clivagem da extremidade 3’ ndo equivale a perda da cauda de
poli(A). A hipotese destes grupos € que ha uma interagdo entre as
extremidades 3’ e 5’ do transcrito e que esta interacdo protege o transcrito
contra degradagédo seja por impedimento estérico do acesso de nucleases,
seja por proteger o inicio de traducgéo, o que também impede a degradag¢éo do
mRNA.

Y-1, um modelo para estudo da acdo mitogénica de ACTH

ACTH

ACTH, hormoénio adrenocorticotréfico ou corticotrofina, € um horménio
peptidico de 39 aminoacidos, produto da clivagem da proteina pro-
opiomelacortina (POMC), que é secretada pela hipéfise na corrente sanguinea
em resposta ao fator liberador de corticotrofina (CRF). O alvo de ACTH séo as
células do cértex das glandulas adrenais.

A secregdo de ACTH é controlada pelas vias dopaminérgica e
serotoninérgica, sendo que os corticosterdides produzidos em resposta ao
estimulo de ACTH retroalimentam negativamente a via de secre¢do do
horménio (Dallman et al, 1987).

Os principais efeitos de ACTH sobre as glandulas adrenais s&o indugéo
da sintese e secre¢ao de horménios esteréides e manutengdo e crescimento
do cortex adrenal.

O receptor de ACTH s6 foi clonado e sequenciado em 1992 por Levis e
colaboradores, revelando um receptor com 7 hélices transmembranares que
se associa a proteina G (Mountjoy et al, 1992). O receptor de ACTH apresenta
na sua estrutura primaria sequéncias de fosforilagdo por PKA, PKC e caseina

quinase II.
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A Linhagem Y-1

As células Y-1 foram isoladas de tumor de coértex adrenal de
camundongo, (Yasumura et al, 1966). Apesar de tumorigénicas, estas célula
mantém as principais caracteristicas do coértex adrenal, respondendo a
tratamento com ACTH sintetizando e secretando ester6ides. Por terem
mantido caracteristicas do coértex adrenal e por ser uma linhagem bem
estabelecida em cultura estas células tém sido utilizadas como modelo para
os mecanismos de estudo de ACTH (Schimmer, 1981).

Células Y-1 tratadas com ACTH apresentam as seguintes respostas:
arredondamento celular, sintese e secregao de horménios esteréides, indugéo
ou bloqueio de proliferagdo dependendo do tempo de tratamento, indugdo da
expressdo dos proto-oncogenes fos e jun e bloqueio da expressado do proto-
oncogene ¢c-myc (Yasumura et al, 1966; Armelin et al 1977, Wiedman & Gill,
1977; Kimura et al, 1983; Kimura & Armelin, 1988; Kimura et al, 1993a).
Schimmer e colaboradores mostraram através da utilizagdo de mutantes PKA’
, que parte destas respostas é independente de sintese de RNA, mas
dependente de sintese de proteina e que a via adenilato ciclase - cAMP - PKA
é obrigatéria na sinalizagdo para sintese de horménios esterdides em Y-1
(Garren et al, 1971, Rae et al, 1979).

Como ACTH regula a proliferagdo em Y-1

Como citado acima ACTH pode induzir ou bloquear proliferagdo segundo
o periodo de tratamento em células Y-1. E amplamente comprovado e aceito o
fato de ACTH bloquear o ciclo celular em G1 em células Y-1 (Weidman & Gill,
1977; Kimura et al, 1993b).

As células Y-1 apresentam o proto-oncogene c-Ki-ras amplificado com
50 a 80 cépias por célula, ha alto nivel de expressdo do mMRNA e da proteina
deste gene, 10 a 20 vezes mais que um fibroblasto normal, assim como alta

atividade da proteina, 16% da proteina c-Ki-Ras total apresenta-se

20



constantemente na forma ligada a GTP, portanto ativa (Armelin et al, 1996).
Aparentemente a amplificagdo de c-Ki-Ras é necessaria para a manutengio
do estado maligno de Y-1 (Kimura et al, 1988).

Apesar de transformadas, as células Y-1 podem ser carenciadas em
meio de cultura sem adigao de soro ou fatores de crescimento, 80 a 90% da
populagdo destas células sofrem bloqueio reversivel do ciclo celular, isto &,
quando estimuladas com soro entram novamente no ciclo celular, sendo que a
porcentagem da populagdo que entra em S é proporcional a concentragao de
soro utilizado (Armelin et al, 1996).

ACTH é capaz de induzir células carenciadas a entrar em S, se fornecido
as células em pulso de 2h. Esta indugdo é tado eficiente quanto a observada
em células nas mesmas condi¢ées tratadas com soro por 2h, mostrando que
ACTH tem agdo mitogénica sobre células Y-1, em tratamentos curtos.
Tratamento por 4h ou mais, promovem blogueio do ciclo celular em G1
(Armelin et al, 1996). Células Y-1 em crescimento exponencial tratadas com
ACTH blogueiam a sintese de DNA apdés um periodo de 4h (Armelin et al,
1977; Kimura et al, 1983; & 1993b).

A Expressdo de Fos e Jun em Y-1

A principio acreditava-se que todo o mecanismo de agdo de ACTH fosse
independente de transcricdo génica, em 1988 Simpson e Waterman
mostraram que ACTH regula a transcricdo das enzimas da via
esteroidogénica. Outros grupos demonstraram que ACTH é capaz de regular
expressao génica (Moore & Miller, 1991) e ndo apenas das enzimas da via
esteroidogénica (Viard et al, 1993). Os trabalhos de Kimura e colaboradores
(Kimura et al, 1988, 1990 & 1993a) mostram que células Y-1 em crescimento
exponencial apresentam indugdo da expressdo dos mRNAs e proteinas das
familias fos e jun quando tratadas com ACTH. Os perfis cinéticos de indugdo
da expressdo dos mRNAs sdo os seguintes: c-fos, c-jun e junB tém pico de
expressado apés 1h de estimulagdo por ACTH e fosB, fra-1 e fra-2 ap6s 2h de
estimulacgéo, junD é uma excegdo, sendo constitutivamente expresso a nivel
de mRNA. As respectivas proteinas apresentam perfis cinéticos semelhantes
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porém com 1h de atraso em relagdo aos mRNAs, a proteina de junD também
€ induzida apdés 2h de tratamento. (Kimura et al, 1993a) Estes resultados
sugerem que ACTH é capaz de modular a atividade do complexo de
transcricdo AP-1 através da expressao de Fos e Jun.

ACTH inibe a expressao de c-myc

A expressdo de c-myc em células Y-1 em crescimento exponencial é
constitutiva, talvez devido ao fato desta célula apresentar alta atividade de c-
Ki-Ras, que ativa a via de MAP quinases cujo alvo inclui expressao de c-myc.
Células Y-1, em crescimento exponencial, quando tratadas com ACTH
apresentam reduc¢do dos niveis de mRNA e proteina de c-myc (Kimura et al,
1993b e resultados ndo publicados) Esta redugdo ocorre ap6és 2h de
tratamento com ACTH. E bastante tentadora a idéia de se relacionar o
bloqueio do ciclo celular de Y-1 promovido por ACTH com a diminui¢éo dos
niveis de c-myc.

O Controle de Expressdo Génica X Proliferagao

Fica claro at¢ o momento que ACTH tem efeito dual sobre Y-1: em
tratamentos curtos induz proliferagdo, enquanto que em tratamentos longos
blogueia o ciclo celular. ACTH também promove indugdo de fos e jun, que
estdo relacionados com proliferagdo, mas inibe expressdo de c-myc, que
também tem papel importante na progressao do ciclo celular.

E notdria, em células Y-1, a correlagdo entre a estimulagdo da entrada
na fase G1 com a indugédo dos proto-oncogenes das familias fos e jun e, por
outro lado, entre o bloqueio do ciclo celular e a inibigdo da expresséo de c-

myc.
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O Mecanismo de A¢do de ACTH Envolve Outra Via que ndo é PKA

Segundo os resultados publicados por Schimmer e colaboradores (Rae
et al, 1987), derivados de cAMP (dibutiril-cAMP ou 8Br-cAMP) deveriam ser
capazes de mimetizar todos os efeitos de ACTH em Y-1. Isto € verdadeiro no
que diz respeito ao arredondamento celular, a sintese de hormdnios
esterdides, ao bloqueio do ciclo celular e a inibigdo da expressédo de c-myc,
porém derivados de cAMP nao sido capazes de induzir expressdo de c-fos,
fosB e c-jun. Estes resultados sugerem que a via adenilato ciclase-cAMP-PKA
nao é a lnica ativada por ACTH.

Experimentos feitos com os mutantes PKA™ de Y-1 obtidos no laboratério
do Prof. Schimmer (Universidade de Toronto, Canada), mostram o seguinte:
nenhum derivado de cAMP é capaz de induzir a expressdo de fosB, ACTH
também nédo é capaz de induzir expressdo de fosB, porém PMA (Phorbol-12
Myristate-13 Acetate) € capaz de fazé-lo e se as células forem tratadas
simultaneamente com ACTH e PMA ha um efeito sinergistico em relagéo a
expressdo de fosB (Kimura & Armelin, resultados ndo publicados). Estes
resultados corroboram a idéia inicial de que ACTH ativa outra via além da via
de PKA.

PMA é um conhecido ativador de PKC (Protein Kinase C), pois devido a
sua estrutura é capaz de ficar inserido na membrana da célula mimetizando
diacilglicerol, do qual a atividade de PKC é dependente. PMA também é capaz
de mimetizar os principais efeitos de ACTH em células Y-1, principalmente no
que diz respeito a indugdo da expressao dos proto-oncogenes das familias fos
e jun (Kimura & Armelin, 1990; Kimura et al, 1993c). Em relag&o a inibi¢do da
expressdo de c-myc, PMA tem efeito oposto, ou seja PMA é um indutor da
expressdo de c-myc.

Resultados recentes obtidos no laboratério mostram que ACTH promove
ativagéo de PKC, seguindo o mesmo padrao de ativagdo provocado por PMA:
30 min de tratamento com ACTH ou PMA ativam igualmente PKC e 12h de
tratamento com ACTH inibe a atividade de PKC como seria esperado para
PMA (Frigeri & Armelin, 1996).
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O Apéndice 1 mostra um resumo de das informacgdes disponiveis até o
momento sobre o mecanismo de acao de ACTH, e os efeitos que sé&o

mimetizados por PMA e derivados de cAMP em células Y-1.
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Apéndice 1: Mecanismo de acao de ACTH em células Y-1.

MECANISMO DE AGAO DE ACTH

ACTH

ATP
\ / N @ — ademlato -

PKC ciclase \ cAMP

/

sintese
esteroidogénese 4_ -
protéica

®\ /

transcrigao génica

PMA dcAMP

Esta figura representa ACTH ligando-se a R, o receptor na membrana da

célula, capaz de ativar G, proteina G, que por sua vez ativa a via de PKA,

responsavel pela fungdo da célula Y-1, esteroidogénese e também por

regulagdo da transcricido génica, através da ativagdo do fator de transcrigéo
CREB. Por outro lado, o receptor de ACTH, R, poderia estimular PKC, que por
sua vez controla transcricdo génica através de fosforilacdo de fatores de
transcricdo FT. PMA é capaz de ativar PKC diretamente e dcAMP é capaz de

ativar PKA.
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Il. Objetivos
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As informagbes apresentadas na introducdo nos mostram que ACTH é
um regulador da expressdo génica em Y-1, tendo efeito sobre os proto-
oncogenes das familias fos e jun e sobre o proto-oncogene c-myc. O efeito
deste horménio sobre a expressdo destes genes é antagdnica, assim como o
efeito sobre a proliferacdo. Vimos também que derivados de cAMP mimetizam
os efeitos de ACTH, como seria esperado, com exce¢do da indugdo da
expressado dos proto-oncogenes c-fos, fosB e ¢-jun, por outro lado, PMA, que
ativa a via de proteina quinase C (PKC), também mimetiza os efeitos de
ACTH em Y-1, com exceg¢do da inibicdo da expressdo do proto-oncogene c-
myc.

Como descrito também na introdugdo, a atividade do complexo AP-1
pode ser modulada pela expressdo dos genes fos e jun, tradugdo das
proteinas e modificagdes pds-traducionais. Sabemos como € a expressao
destes genes em células Y-1 em crescimento exponencial tratadas com
ACTH, PMA e derivados de cAMP, os resultados obtidos provém de
experimentos de Northern Blot onde detecta-se a quantidade de RNA total da
célula em um equilibrio entre transcri¢do, degradagéo e tradugdo. Também
sabemos que ha tradugao das proteinas Fos e Jun mas n&do temos nenhum
dado sobre a atividade destas proteinas ou se ha algum tipo de modulagao
pés- traducional.

Com relagdo ao proto-oncogene c-myc, sabemos que em culturas
exponenciais de Y-1, tratamento com ACTH promove inibicdo da expressao
do mRNA, mas ndo sabemos se a nivel de transcricdo ou estabilidade do
mesmo.

Tendo como meta principal detectar pontos de regulagdo da expresséao e
atividade das proteinas fos, jun e myc, nossos objetivos s&o:

1. Estudar atividade dos fatores de transcrigdo AP-1 em células Y-1
estimuladas com ACTH, PMA e dcAMP, através de ensaios de ligagdo em
oligonucleotideos com sequéncias consenso TRE e CRE.

2. Verificar como é o controle de transcricdo dos proto-oncogenes fos,
jun e myc em células Y-1 estimuladas com ACTH, PMA, dcAMP e FCS (soro
fetal bovino), através de ensaios de elongagédo de cadeia nascente de RNA

(run off transcription assays)
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3. Verificar se existem alteragdes da meia-vida dos mRNAs dos genes
fos e jun, dependentemente do tratamento a que as células sdo submetidas.
Para estudar a cinética de degradacdo, os mRNAs extraidos de células
estimuladas com ACTH, PMA ou dcAMP e, posteriormente tratadas com
ActinomicinaD, foram analisados através de experimentos de Northern blot.
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lll. Materiais e Métodos
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Materiais

Linhagem Y-1

A linhagem Y-1 foi isolada partir de tumor funcional de adrenocértex de
camundongo (Yasumura et al, 1966). A linhagem mantida no laboratério foi
obtida da ATCC (American Type Culture Collection), sublinhagem HSR, ha
vinte anos. Temos estoques congelados em nitrogénio liquido que fornece as
células necessarias para a cultura e experimentos.

Bactérias

Bactérias HB101, estoque mantido em freezer -70°C, congeladas em LB

20% glicerol.

Plasmideos

Os plasmideos listados abaixo foram utilizados nas hibridizagdes
Northern blot, fragmentos com os genes de interesse foram utilizados para
slot blot. A descricdo abaixo mostra: o0 nome dos plasmideos, o tamanho dos
fragmentos dos DNAs de interesse contidos em cada plasmideo, o tamanho
dos transcritos dos respectivos genes em fibroblastos e a origem dos
plasmideos.

- cDNA c-fos (Deg 14 c-fos), fragmento de 1,6 Kb, transcrito de 2,2 Kb (obtido
do laboratério de Rodrigo Bravo, Bristol Myers Squibb Institute, Nutley, NJ).

- cDNA fosB (pGEM1-fosB), fragmento de 1,8 Kb, transcrito de 5,1 Kb (Zerial
et al, 1989)

- ¢cDNA fra-1,fragmento de 1,5 Kb, transcritos de 1,8, 3,3 Kb (obtido do
laboratério de Rodrigo Bravo, Bristol Myers Squibb Institute, Princeton, NJ)
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- cDNA fra-2 (pGEM-fra-2), fragmento de 1,2 Kb, transcritos de 1,75, 2,3, 6,0
Kb (obtido do laboratério de Tom Curran, Roche Institute of Molecular Biology,
Nutley, NJ)

- cDNA c-jun (LK588 c-jun), fragmento de 2,2Kb, transcrito de 2,7 e 3,2 Kb
(Kovary, néo publicado).

- cDNA junB (Bluescript junB), fragmento de 1,5 Kb, transcrito de 2,1 Kb
(Almendral et al,1988)

- cDNA junD (Bluescript junD), fragmento de 1,4 Kb, transcrito de 2,0 Kb (Hirai
et al, 1989).

- ¢c-myc gendmico (pBC001 myc), fragmento de 4,0 Kb, transcrito de 2,3 Kb
(Stewart et al, 1984).

- GAPDH gendmico (pPRGAPDH -1), transcrito de 1,4 Kb (Piechaczyck et al,
1984).

Drogas

ACTH, purificado de extrato de hipéfise, procedéncia Sigma. Utilizado
sempre em concentragdo saturante, 0,1U/ml a 0,3 U/ml, determinada a partir
de ensaio de tomada de H? timidina observando efeito maximo de bloqueio de
entrada em S. Solugdo estoque 100U/ml, em PBSA.

PMA, procedéncia Sigma. Utilizado sempre em concentragao 10ng/ml, a
partir de solugdo estoque 10 pg/ml em etanol absoluto.

Derivado de cAMP, dibutirii cAMP, procedéncia Sigma. Utilizado em
concentragéo de 0,5 mM, a partir de estoque 0,1M em PBSA.

ActinomicinaD, procedéncia Sigma. Utilizada em concentragédo de
5ug/ml, determinada a partir de ensaio de dose-resposta para tomada de H®
Uridina. Solugdo estoque em etanol absoluto.

Cicloheximida, procedéncia Sigma. Utilizada em concentragéo 10ug/ml,
determinada a partir de dados da literatura (Edwards & Mahadevan, 1992).

Puromicina, procedéncia Sigma. Utilizada em concentragdo 10ug/ml,
determinada a partir de dados da literatura (Edwards & Mahadevan, 1992).
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Isétopos radioativos

v P dATP (3000 Ci/mmol), procedéncia Amershan

a %P dATP (3000 Ci/mmol), prodecéncia Amershan ou Du Pont
a ¥P dCTP (3000 Ci/mmol), prodecéncia Amershan ou Du Pont
a %P UTP (3000 Ci/mmol), prodecéncia Amershan ou Du Pont
o P ATP (3000 Ci/mmol), prodecéncia Amershan ou Du Pont

Enzimas

Enzimas de restricdo: Hind Ill, EcoRI, Bam Hi, Bgl Il, Sca I, Xhol, Pst |
procedéncia Pharmacia.

T4 Polinucleotideo Kinase, procedéncia Pharmacia.

Klenow Large Fragment DNA Polimerase, procedéncia Pharmacia ou
USB (United States Biochemical).

Tripsina, solu¢do 0,1% em 1mM EDTA, em PBSA. Procedéncia Sigma.

RNase de pancreas bovino, procedéncia Sigma, solugdo estoque
10mg/ml em TE estéril.

Proteinase K, procedéncia Sigma, solu¢do estoque 10mg/ml em TE
estéril.

Oligonucleotideos

Poly dl.dC-dl.dC, procedéncia Pharmacia

Random Primer, procedéncia Pharmacia

Oligonucleotideo com sequéncia consenso TRE (em negrito) para ensaio
de retardamento de oligonucleotideo em gel, sequéncia:

5TCGAAGCTATGACTCATCCG &

3TCGATACTGAGTAGGCAGCT &

Doado pela Dra. Karla Kovary, laboratério Dr. Rodrigo Bravo, Squibb &

Meyers (ndo publicado).
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Oligonucleotideo com sequéncia consenso CRE (em negrito) para
ensaio de retardamento de oligonucleotideo em gel (Ryseck & Bravo, 1991),
sequéncia:

5’ATACAGATGACGTCACTCCTC 3
3TATGTCTACTGCAGTGAGGAG &

Procedéncia: sintetizado no laboratério do Prof. Dorry El Hamza, Instituto

de Quimica, Departamento de Bioquimica, USP.

Métodos

Cultura de Células

Em cultura, as células sdo mantidas em garrafas de poliestireno, em
meio DME (Dubbelco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma), suplementado com
1,2 g/l bicarbonato de sédio, 25 mg/l ampicilina, 100 mg/l sulfato de
estreptomicina e 10% soro fetal bovino (FCS) obtido da Cultilab ou Gibco-
BRL, em estufa com circulagio de mistura de ar e 5% CO..

Troca-se o meio de cultura das garrafas a cada 2 ou 3 dias. Quando
necessario as células sdo subcultivadas ou expandidas. O procedimento
consiste em aspirar o meio da garrafa, lavar as células com PBSA (solugéo
salina isoténica sem sais de Ca*? e Mg*?), soltar as células do substrato
através de digestdo com tripsina, a suspensao é diluida em PBSA ou DME
10% FCS e distribuida em varias garrafas, no caso de expansdo ou uma
fracdo € transferida para outra garrafa, no caso de subcultura. O mesmo
procedimento é utilizado para plaqueamentos e a suspensdo de células é
distribuida em placas de Petri com meio de cultura.

Carenciamento

O carenciamento é feito com as células em subconfluéncia, consiste em
lavar a placa 2 vezes com PBS e entao adicionar o volume adequado de meio
DME sem soro fetal bovino ou qualquer outro fator de crescimento. O
carenciamento dura 48h, em seguida é feito o experimento.

Todos os experimentos sdo feitos com as células em subconfluéncia

(aproximadamente 90% de confluéncia).
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Manipulacao de Bactérias

Obtencao de bactérias competentes

As preparagdes de bactérias competentes foram feitas a partir de 500 mi
de suspensao de bactérias em meio LB (0,03 a 0,08 OD a 600 nm). Cada
preparagao consistiu em sedimentar as bactérias a 4200g, ressuspendé-las
em 0,1M Ca,Cl, incuba-las em gelo por 30 min, e repetir o procedimento de
sedimentagdo da suspensdo em CayCl (0,3 a 0,8 OD a 600nm), desta vez

adicionou-se 20% do volume final de glicerol. A suspensao foi aliquotada e

congelada em nitrogénio liquido e mantida em freezer -80°C.

Transformagéo de bactérias competentes

Para transformar bactérias tomou-se 200ul de uma suspensdo de
bactérias competentes (0.D.=0,3 a 0,8) juntamente com 100 ng do plasmideo
de interesse, misturando-os em um tubo Eppendorf estéril. Incubou-se por 30
min em gelo. A suspensao foi transferida do gelo para banho a 37°C e
incubada por 5 min. Em seguida, foi novamente transferida para gelo e
incubada por 10 min.

Adicionou-se, entdo 1,3 ml de meio LB liquido a suspenséo e incubou-se a
37°C por pelo menos 30 min, permitindo que as bactérias crescessem.

As bactérias foram semeadas em meio LB sélido, contendo o antibiético
necessario para a selecao das bactérias transformadas (60pg/ml ampicilina ou
50ug/ml tetraciclina). As placas com bactérias foram incubadas por 12h a
37°C. As col6nias obtidas foram selecionadas e consideradas transformadas.

As bactérias transformadas foram replicadas a cada 15 dias para placas

com meio fresco ou congeladas em meio com 20% glicerol.

Preparacao de plasmideos em pequena, média e larga escala

As preparagbes em pequena escala seguiram o procedimento de lise

alcalina, exatamente como descrito por Sambrook et al, 1989.
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As preparacoes de larga escala seguiram também o procedimento de
lise alcalina (Sambrook et al, 1989), porém o DNA plasmidial foi isolado por
extragcdo com fenol/cloroférmio (1:1), seguida de precipitagdo com 3M acetato
de sodio pH 5,2 e 3 volumes de etanol. O sedimento de DNA, ap6s lavagem
com 70% etanol e secagem, foi submetido a digestdo com 20ug/ml RNase de
pancreas bovino a 37°C por 1h e em seguida digestdo com 10ug/ml
proteinaseK a 42°C por 30 min. Nova extragdo com fenol/cloroférmio foi feita e
o DNA foi precipitado sob as mesmas condi¢des utilizadas anteriormente. O
sedimento final foi ressuspenso em H;O MilliQ estéril ou TE estéril. Uma
aliquota foi retirada e a concentragdo foi determinada em gel de agarose por
comparagéo com um padréo ou por absorbancia a 260nm.

As preparagdes 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 silica, € lavado e em seguida eluido 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 0,5ug/ml brometo de etidio.

Nos casos em que houve necessidade de extragdo de fragmento
contendo o gene de interesse, o plasmideo foi submetido a digestdao com as
enzimas de restricdo apropriadas, o produto da digestao foi fracionado em gel
1% agarose com O0,5ug/ml brometo de etidio em 1x TBE. A banda
correspondente ao fragmento foi retirada do gel e o DNA foi extraido 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 diametro em
densidade de 5.10* células/placa em 1mi de DME 10% FCS. Ao atingirem o
estado de subconfluéncia as células foram tratadas com ActinomicinaD em
concentragdes de 1ug/ml ou 5ug/ml ou 10ug/ml por periodos de 15 ou 30 min.
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Em seguida fornecemos as células H® uridina (5uCi/ml) e estas foram
incubadas em estufa a 37°C por 30 min.

Apés este periodo 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 liquido de cintilagdo e a

radioatividade incorporada foi dosada em cintilador.

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

Preparacao de extratos nucleares

As células Y-1 foram semeadas em placas de Petri de 100 mm de
didametro e ao atingirem o estado de subconfluéncia, 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 adicdes de ACTH, PMA e
dcAMP. Apdés o tratamento, foi feita a extragdo segundo o procedimento
descrito por Andrews & Faller (1991) baseado no procedimento descrito em
Ausubel et al, 1987, com algumas modificagbes. Este procedimento, que
consiste em lisar as células, separando-se o compartimento nuclear do
restante, para entdo fazer-se a extragdo das proteinas nucleares, € o
seguinte:

1. As células foram lavadas 2 vezes com PBSA, raspadas da placa, com o
auxilio de um "policial" (cell scraper) e transferidas para um tubo cénico com
PBSA.

2. As células foram sedimentadas por centrifuga¢do a 1500 rpm por 5 min em

centrifuga analitica.
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3. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em 1 ml de
PBSA, a suspensao foi transferida para um tubo Eppendorf.

4. As ceélulas foram sedimentadas por centrifugagdao a 14.000 rpm por 15 s,
em microcentrifuga.

5. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 400 pl
de tampao hipotbnico, a suspensao foi deixada 10 min no gelo.

6. As células foram lisadas por adicdo de Ninodet P-40 (0,1%) e agitacdo em
“vortex” por 30 s (velocidade maxima).

7. A suspenséo foi centrifugada a 14.000 rpm por 30 s, obtendo-se assim a
fragcdo nuclear (sedimento) e a fragao citoplasmatica (sobrenadante).

8. A fragdo citoplasmatica foi descartada e o sedimento de nucleos foi lavado
com 100 pul de tampao hipotdnico.

9. O sedimento foi ressupenso em 100 pul de tampéo de extragdo nuclear onde
ficaram por 30 min, em gelo.

10. Os nucleos foram centrifugados a 14.000 rpm por 30 min, sendo o
sobrenadante o extrato nuclear.

11. O extrato nuclear foi aliquotado, congelado em nitrogénio liquido e

estocado a - 80°C.

Todo o processo foi feito a 4°C, sendo utilizados tampdes e equipamentos
pré-resfriados. Utilizamos, em todos os tampdes, como inibidores de
proteases: Pepstatina A (2 uM), Leupeptina (0,6 uM), Aprotinina (25 mU/ml) e
PMSF (0,5 mM).

Aliquotas foram retiradas da fragdo nuclear (nutcleos ressuspensos em
tampao de extragdo nuclear), da fracdo citoplasmatica, da suspensado de
células lisadas e do extrato nuclear para que fazer dosagem de proteina
(Método de Bradford,1976). Esta dosagem nos deu informagées quanto ao
rendimento da extragdo nuclear, a reprodutibilidade dos diversos

experimentos, assim como uma nogao da eficiéncia da lise celular.
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Tampao hipotonico: 10,0 mM HEPES pH 7.9 a4°C
10,0 mM KClI
0,1 mM EDTA
0,1 mM EGTA
1,0mM DTT

Tampao de extragdo nuclear: 20,0 mM HEPES pH 7.9 a 4°C
0,4 M NaCl
1,0 MM EDTA
1,0 mM EGTA
1,0mMDTT
1,0 mM PMSF

Reacdo de ligagdo a DNA e eletroforese em gel de poliacrilamida

Nesta etapa do ensaio propiciou-se a reagado entre as proteinas do extrato
nuclear e os oligonucleotideos marcados, em seguida separou-se os produtos
das reagdes em gel de poliacrilamida.

Primeiramente o gel vertical 4% de poliacrilamida (37,5 acrilamida:1
bisacrilamida) em 0,4x TBE, foi polimerizado e pré-corrido a 100V por 2 h.

As reages foram preparadas em gelo e contendo basicamente:

- 5 ug de proteina do extrato nuclear

-4 ug de Poly dl.dC-dl.dC

- 1 pmol de oligonucleotideo marcado com 2p

- tamp&o de amostra até 20 pl

-0,5mMDTT

- 0,5 mM PMSF

Tampao de amostra: 20,0 mM HEPES, pH 7.9, 4°C
20% glicerol
100,0 mM KCI (Robidoux & Guérin, 1992)
0,2 mM EDTA
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As reagdes foram incubadas a 30°C por 15 min. Apés este periodo as
mesmas foram recolocadas no gelo e receberam, cada uma 2 pul de uma
solugdo de Azul de Bromofenol em TE 50% glicerol. As amostras foram
aplicadas no gel, ja pré-corrido e submetidas a eletroforese a 170 V,
amperagem ndo limitante.

Apos a corrida o gel foi fixado em solugdo 10% acido acético, 20% etanol
(2 lavagens de 20 min cada). Apés a fixagao, o gel foi seco sobre papel 3MM,
sob vacuo 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 periodo
desejado até a revelagado do filme.

Os filmes de raioX foram analisados por densitometria.

Marcacgao de oligonucleotideo

Esta reagdo consistiu em "marcar" o oligonucleotideo através de
fosforilagdo das extremidades 5' com y*?PATP. Esta reagdo é catalisada pela
enzima T4 Polinucleotideo Kinase. O procedimento utilizado foi baseado no
procedimento descrito por Sambrook et al (1989). A reagao contém:

- 5 a 20 pmol de oligonucleotideo

-v*PATP (3000 Ci/mmol) 50pmol

- 5 a 10U T4 Polinucleotideo Kinase

- 10 x tampao de PNK

- HxO até 20 pl

A reacdo foi incubada a 37°C por 1 hora. Adicionou-se a mesma 80 pl de
TE 0,1 M NaCl, sendo este o volume final. Fez-se entdo uma extragdo com
100 pl de fenol/cloroférmio (1:1), adicionando-se estes a reagdo. Apos
agitacdo, a mistura foi centrifugada a 14.000 rpm por 3 min. O
oligonucleotideo, fragdo aquosa resultante da centrifugagdo anterior, foi
passado entdo por coluna de 1 ml de Sephadex G50, a 2700 rpm, por 4 min e
estocado a -20°C.

Aliguotas do oligonucleotideo foram retiradas antes e depois da

passagem do mesmo pela coluna de Sephadex e submetidas a cintilag&o.
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Este procedimento nos permitiu medir a atividade especifica dos
oligonucleotideos marcados.

Ensaio de Elongacdo de Cadeia Nascente de RNA - Cinética de
transcrigao de fos, jun e c-myc

Este ensaio foi utilizado com o propdsito de medir-se a cinética de
transcricdo dos genes de interesse em células Y-1 tratadas com diferentes
fatores. O ensaio consiste do isolamento dos nucleos de células tratadas, de
forma que eles continuem funcionais, ou seja capazes de transcrever, e
posterior continuagdo da polimerizagdo de cadeias de RNA ja iniciadas,
porem com fornecimento de um ou mais precursores marcados
radioativamente. O RNA marcado é entao isolado e hibridizado com “slots” de
DNA dos genes de interesse (Ausubel et al, 1987).

Isolamento de nucleos

Células Y-1 foram semeadas em placas de 500 cm? ao atingirem a
densidade desejada as células foram carenciadas, ou se o experimento fosse
utilizar células em crescimento exponencial, 0 meio foi trocado 24h antes do
experimento.

As células foram submetidas aos seguintes tratamentos: ACTH, PMA ou
dibutirii cAMP por 15 min, 30 min, 1h, 2h e 3h, no caso de células em
crescimento exponencial; ou ACTH, PMA , dibutirii cAMP ou 10% soro fetal
bovino por 15 min, 30 min, 1h, 2h e 3h, no caso de células carenciadas. Apds
os citados tratamentos as células foram lisadas e os nucleos isolados como
descrito a seguir:

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

2. As células foram raspadas em PBS-A com o auxilio de um “cell scraper” ou
“policial” e transferidas para um tubo conico.

3. As células foram sedimentadas por centrifugagéo a 1500 rpm em centrifuga

clinica.
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4. O sedimento foi disperso por agitacdo em “vortex”, em velocidade maxima.
5. Sobre o sedimento, ainda em agitag¢ado, pipetou-se 4ml de solugao de lise,
agitou-se por mais 10s.

6. A suspenséo foi incubada em gelo por 5 min.

7. A suspenséo, agora de nucleos foi sedimentada em centrifuga analitica a
3000 rpm por § min.

8. O sobrenadante foi descartado, o sedimento de nucleos foi disperso sob
agitagao maxima em “vortex”. Procedeu-se como no passo (5).

9. A suspensao foi sedimentada como no passo (7).

10. O sobrenadante foi descartado e o sedimento nuclear foi ressuspenso em
150ul de tampdo de estocagem e imediatamente congelado em nitrogénio
liquido.

Observagao: todos os reagentes utilizados foram esterilizados e
utilizados a 4°C ou mantidos em gelo, assim como a centrifuga foi pre-
resfriada e utilizada a temperatura de 4°C.

Aliquotas foram retiradas da suspensdo de nlcleos no tampao de
estocagem e o numero de nucleos foi determinado por contagem em
hemocitometro (Camara de Neubauer). O procedimento fornece de 2,0 a

2,5.10® ntcleos por placa.

Tampao de lise: 10,0 mM Tris HCI, pH 7,4
10,0 mM NaCl
3,0 mM MgCl,
0,5% Nonidet P-40

Tampao de estocagem: 40% glicerol
5,0 mM MgCl,
50,0 mM Tris HCI, pH 8,0
0,1 mM EDTA
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Preparagédo das membranas com o DNA fixado (“Slot blot”)

Cada preparagcdo de RNA nuclear foi hibridizada com uma tira de
membrana de nitrocelulose contendo amostras de DNA desnaturado. No caso
utilizou-se 2ug de fragmento dos plasmideos correspondentes aos genes de
interesse. Os fragmentos isolados, conforme descrito anteriormente, foram
desnaturados, em tubos Eppendorf incubados em agua fervendo por 10 min.
Os fragmentos desnaturados foram diluidos em solugédo 8x SSC e fixados na
membrana utilizando-se o aparato “The Convertible Filtration Manifold
System” da Gibco BRL. Apés a aplicacdo dos fragmentos, as membranas

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

Reacgdo de elongagao das cadeias nascentes de RNA

Esta parte do experimento € a polimerizagdo das cadeias de RNA ja
iniciadas que possibilitara a marcagdo do RNA através da incorporagédo de
precursor marcado.

Os nucleos foram descongelados a temperatura ambiente e
imediatamente diluidos em 1 volume de tampao de reagao, recém preparado,
em seguida a suspenséao foi levada a banho a 37°C, com agitagé@o periddica.
Apoés 30 min de incubacgdo, adicionou-se 10mM ATP e 10mM UTP em cada
reagdo e incubou-se mais 5 min a 37°C. Imediatamente os nucleos foram
lisados por adicdo de 1ml de 4M guanidina isotiocianato com 1mM f-
mercaptoetanol. A partir deste lisado foi feita a extragdo do RNA nuclear.

Tampéao de reagao:

2x tampao de reagdo sem precursores
40 U/ml RNasin (Pharmacia)

10 mM CTP

10mM GTP

0,40 mCi o*?P UTP

0,40 mCi a*?P ATP

42



0,1 mMDTT

Tampéo de reagdo sem precursores: 10,0mM Tris HCI pH 8,0
5,0mM MgCl,
0,3 M KCI

Extracado e purificagdo do RNA nuclear

A extragdo do RNA nuclear foi feita de acordo com procedimento
descrito por Sambrook et al, 1989, que utiliza ultracentrifugagdo do lisado em
colchdo de cloreto de césio. As amostras de RNA obtidas apés a extragdo e
purificagdo foram imediatamente diluidas em solugdo de hibridizagdo e
hibridizadas. Aliquotas de cada amostra foram retiradas, as atividades dos
RNAs obtidos foram determinadas em cintilador, em média a atividade das
preparagdes de RNA, em diferentes experimentos, oscilou entre 0,5.10° a
5.10° cpm/preparagéo de RNA.

Pré-hibridizagao, hibridizagdo, lavagem e exposi¢édo das membranas

As membranas foram hibridizadas e pré-hibridizadas em solugdo
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 a mesma temperatura.

Apoés a reacdo de hibridizagcdo as membranas foram lavadas 4x em 2x
SSPE, 0,1% SDS e 1mM NaPPi, 2x por 5 min e 2x por 15 min, a temperatura
ambiente. E em seguida lavadas 2x em 0,1x SSPE e 0,1% SDS por 15min
cada vez, a primeira a temperatura ambiente e a segunda a 50°C.

As membranas foram parciaimente secas em papel de filtro,
embrulhadas em filme PVC, e colocadas em cassete com um filme de raioX
exposto em freezer -70°C por periodos entre uma semana € um més.

Os filmes foram revelados e fixados (revelador e fixador Kodak) e os
filmes de raioX foram quantificados por densitometria e analise 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 propésito de detectar alteracées na meia-
vida do mRNAs dos genes das familias fos e jun em células estimuladas por
ACTH, PMA, dibutiril cAMP (dcAMP). Para isto as células foram semeadas em
placas de 100mm de diametro, carenciadas, tratadas com os fatores citados
acima, segundo o seguinte protocolo de estimulagdo: a partir do tempo 0, fim
do carenciamento, as células sao tratadas por 1h ou 2h com ACTH, PMA ou
dcAMP, nos tempos 1h ou 2h de tratamento adiciona-se 5ug/ml ActinomicinaD
em cada placa. As coletas sdo feitas entdo de 15 em 15 min até 1h e apés 2h

e 3h de tratamento com ActinomicinaD.

Extragdo de RNA total

Apés os tratamentos, as células foram lavadas com PBSA gelado 2
vezes e sobre a camada de células pipeta-se 0,5 mi de solugdo 4M guanidina
isotiocianato com 1 mM B-mercaptoetanol. As células foram lisadas e o lisado
foi transferido para um tubo Eppendorf estéril e congelado a -20°C até o
momento da extragdo.

A extracdo de RNA total foi feita como descrito no procedimento abaixo:
1. Os lisados foram descongelados.

2. Cada tubo recebeu sequencialmente, 50 ul de 2M acetato de sodio pH 4.0,
0,5ml de fenol saturado com H,O e 100 ul de solugéo de cloroférmio/alcool
isoamilico (49:1) recém preparada.

3. Os lisados foram agitados em “vortex”, velocidade maxima por 10s e
resfriados em gelo por 15 min.

4. Os lisados foram centrifugados em microcentrifuga a 10000 rpm por 20 min
a4°C.



5. A fase aquosa foi coletada e transferida para um tubo limpo e estéril (0 DNA
e as proteinas do lisado ficaram na interface e na fase fendlica e foram
descartados).

6. A fase aquosa, adicionou-se 0,5 ml de isopropanol, misturou-se bem e
deixou-se a -20°C por 45 min.

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

8. O sobrenadante foi descartado e cada tubo foi emborcado sobre papel
absorvente estéril e deixado por alguns minutos até que o sedimento secasse.
9. O sedimento foi ressuspenso em 0,3 ml da solugéo utilizada para a lise das
células.

10. A solugéo adicionou-se 0,3 ml de isopropanol e incubou-se a mistura a -
20°C por 45 min.

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

12. O sedimento (RNA) foi lavado com 0,5 ml de etanol 75% gelado, seco e
ressuspenso em até 100 pl de H2O MilliQ estéril.

Os RNAs foram estocados a -20°C, sua concentragdo foi determinada
através de medida de absorbancia a 260 nm em espectrofotdbmetro e
calculada através da relacdo 1 unidade de Az = 45 pg/ml RNA. O grau de
pureza foi calculado pela relagdo Azso/A2so que deve ser 2,0 ou préximo deste
valor.

Fracionamento de RNA em gel de agarose / formaldeido

Amostras de 15 ug de RNA foram diluidas em solugdo 16% formaldeido,
44% formamida, 9% tampao 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% formaldeido, 1x MOPS e
0,5ug/ml brometo de etidio.

A eletroforese foi efetuada em tampéao 1x MOPS, sob uma diferenga de
potencial de 5 V por cm de distancia entre o polo positivo e o negativo.
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Ap6s a corrida os géis foram lavados 3 vezes com H,O destilada por 30
min, sob agitagdo, para a remogao do formaldeido. O brometo de etidio
permitiu visualizar os RNAs ribossémicos 18S e 28S em ultravioleta, podendo-
se monitorar a quantidade de RNA aplicado no gel.

O contetdo de cada gel foi transferido por capilaridade para membrana
de nitrocelulose em 15x SSC durante ~17h. Apés a transferéncia as
membranas foram lavadas em 6x SSC e fornadas por 2h a 80°C.

Pré-hibridizacao, hibridizagao, lavagem das membranas e exposi¢ao

As membranas de nitrocelulose foram pré-hibridizadas por ~3h a 42°C
na solugédo: 50% formamida, 5x Denhardt 5x (ficoll 0,1%, polivinilpirridolina
0,1% e BSA 0,1%), 5x SSPE, 0,1% SDS, 50ug/ml DNA de esperma de
salmao previamente desnaturado a 100°C.

A reacgao de hibridizagéo foi incubada a 42°C de 36 a 40h na solugao:
50% formamida, 5x Denhardt, 5x SSPE, 0,1% SDS, 50ug/ml DNA de esperma
de salmdo (previamente desnaturado), 5% sulfato dextrana e sonda (100 a
200 ng DNA marcado).

Apés a hibridizagdo, as membranas foram lavadas 3 vezes em solugéo
1x SSC e 0,1% SDS 15 min cada lavagem a temperatura ambiente, sob
agitacdo. Em seguida as membranas foram lavadas com solugéo 0,1x SSC e
0,1% SDS, em 1 lavagem de 15 min a temperatura ambiente, sob agitacdo e
uma lavagem de 15 min a 50°C, sob agitacgao.

ApoOs as lavagens as membranas ainda Umidas 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 periodos variaveis.

A quantificagdo das bandas dos filmes foi feita por densitometria e

andlise de imagem pelo programa Image Analyst - Bio Rad.
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Preparagdo de sondas radioativas

Os plasmideos ou fragmentos contendo sequéncias dos genes das
familias fos e jun acima citados foram utilizados para a preparacdo das
sondas.

As sequéncias foram marcadas com **P a dCTP com atividade
especifica de 3000Ci/mmol através da reagdo de "Random Primer Extension".
Esta reagdo consiste na adigdo de desoxinucleotideos a partir da extremidade
3'OH livre de um primer universal que se associa a trechos do DNA
desnaturado. Utiliza-se a enzima Klenow para a catalise desta reacao.

O DNA a ser marcado foi desnaturado por calor e incubado com o primer
universal, com o precursor radioativo, com os outros desoxinucleotideos frios
e com a enzima Kienow por aproximadamente 3h a temperatura ambiente, ou
a 37°C, dependendo da especificdo do fabricante da enzima.

As sondas obtidas foram purificadas por cromatografia em coluna de
Sephadex G-50, sendo posteriormente desnaturadas a 100°C por 5 min para
entdo serem utilizadas para a hibridizagao.

Aliquotas foram retiradas das sondas marcadas para medir-se a
atividade especifica de cada uma em cintilador. Em média, a atividade

especifica das sondas obtidas foi de 10%cpm/ug DNA utilizado.

Densitometria

Cinética de transcri¢ao de fos, jun e c-myc

Os experimentos de elongagdo de cadeia nascente de RNA resultam,
como descrito acima em filmes impressionados pelo RNA radioativo que
hibridiza com os “slots” de DNA. A densitometria foi feita em densitdmetro Bio
Rad GS 700, por volume, ou seja, area da banda multiplicada pela densidade
6tica, chamaremos este valor de volume. Para chegar aos resultados aqui
apresentados adotamos alguns pardmetros de normalizagdo dos valores
obtidos:
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- 0 valor absoluto obtido, volume, corresponde a area da banda
multiplicada pela densidade ética.

- para cada tira com “slots de DNA" determinamos uma area (igual a
area determinada para todas as bandas) sobre o fundo que chamamos de
branco (background). Por tira, subtraimos o branco do volume de cada banda,
obtendo o que chamamos volume'.

- cada tira também contém uma banda de DNA genémico, em
quantidade 1000 vezes menor que os outros. O objetivo desta medida é
normalizar-se as outras segundo a quantidade de material utilizada em cada
hibridizagao, ja que teoricamente toda a popula¢gdo de RNA pode hibridizar
com a banda de DNA gendmico. O valor de volume' de cada banda foi dividido
pelo volume' do DNA gendmico da respectiva tira, obtendo-se assim o que
chamamos de volume".

- tem-se ainda a necessidade de normalizar os valores entre tiras, assim
tomamos o volume" maximo de cada experimento e dividimos cada volume"
pelo volume" maximo. Ou seja, volume" maximo ganhou valor 1, e todos os
outros séo relativos a ele, a estes valores chamamos V.

resumindo: v=area da banda (mm?)* OD

v-branco=v'
v'qualquer/v' DNA gendémico=v"
v'qualquer/v"maximo=V, e V é o resultado apresentado.

Ensaio de atividade de AP-1

Os dados obtidos sdo os valores absolutos da integracdo da area de
cada pico produzido, em um densitdmetro Helena, por cada banda do filme.
Para compararmos os resultados de cada experimento, transformamos os
valores absolutos em valores relativos a area dos picos correspondentes a

banda de soro de cada experimento.
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Tratamento estatistico dos dados

Ensaio de Elongagao de Cadeia Nascente de RNA

Os dados obtidos sobre os niveis de transcri¢cdo de c-myc em células Y-1
em crescimento exponencial, foram analisados através do teste ANOVA: Fator
Unico. Esta abordagem executa uma simples analise de variancia (anova)
para testar a hipétese de que médias de 2 ou mais amostras sdo iguais.

Ja os resultados obtidos em células Y-1 carenciadas, foram analisados
pelo teste de y2. Neste caso, utilizamos um grupo de resultados esperados e
um grupo de resultados observados. Langamos a hipétese 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 critico nos leva a aceitar a hipétese, caso contrario a hipétese é rejeitada. E
importante ressaltar que os resultados provém de um unico experimento, ou
seja, esta analise € preliminar e podera ser desviada por resultados de novos

experimentos.
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IV. Resultados
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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 ha um nivel basal de atividade de AP-1 em células Y-1 em crescimento
exponencial. Esta atividade basal € sensivel ao bloqueio da sintese de
proteina, pelos inibidores Cicloheximida e Puromicina. A figura 1, mostra que
a queda de atividade de AP-1 em células Y-1 (figura 1B), correlaciona com a
inibigdo de sintese proteica medida pela incorporagdo de *°S metionina (figura
1C): Cicloheximida causa 92,3% e Puromicina 68,5% de inibicdo de sintese
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 oligonucleotideo TRE, como CRE. Curiosamente,
tratamento simultdneo com Cicloheximida ndao é capaz de anular
completamente a atividade de AP-1. Ao contrario, apesar do tratamento com
Cicloheximida, ha ainda aumento da atividade de AP-1, em escala menor do
que em células tratadas apenas com ACTH, PMA e dcAMP. Estes resultados

estdo apresentados nas figuras 2, 3,4, 5,6 e 7.
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Figura 1: A atividade de AP-1 & sensivel & inibicdo da sintese de

proteina.
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A. Autorradiograma de um experimento de retardamento de
oligonucleotideo TRE em gel de acrilamida. Células Y-1 foram tratadas com
10pug/ml Cicloheximida ou 10ug/ml Puromicina pelos periodos indicados na
figura. B. Média da quantificagdo de 2 experimentos independentes de
atividade de AP-1 em células tratadas com 10ug/ml Cicloheximida (Ciclohex.)
e células tratadas com 10ug/ml Puromicina, controle corresponde a atividade
basal de AP-1 em células em crescimento exponencial. C. Experimento de
tomada de **S metionina em células Y-1 em crescimento exponencial por 1h,
controle corresponde a incorporagdo de °S metionina em células em
crescimento exponencial; Pur. a células tratadas com 10ug/ml Puromicina ;e
Chx. a células tratadas com 10ug/ml Cicloheximida.
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Figura 2: Atividade de ligagcdo de AP-1 em TRE em células Y-1 tratadas
com ACTH.
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Indugo da atividade de ligagdo de extratos nucleares de células Y-1 tratadas
com 0,1U/ml ACTH ao oligonucleotideo TRE. A. Experimento representativo, as
condigdes e periodos de tratamento estdo indicados na figura, as condigdes com
Cicloheximida representam células tratadas com 10ug/ml desta droga 20 min antes
da adigdo e mantida durante o tratamento com ACTH. B. Quantificagdo dos
experimentos. Controle equivale a atividade basal de células em crescimento
exponencial nao tratadas, ACTH corresponde a atividade em células em
crescimento exponencial tratadas com ACTH por 1h, 2h, 3h, 4h e 5h; Ciclohex.
corresponde as mesmas condigées de ACTH porém com células submetidas a
tratamento com Cicloheximida por 20 min, antes da adigdo de ACTH. Os valores
obtidos s3o a média dos valores obtidos por densitometria (area do pico de
transmitancia integrada) de 5 experimentos independentes no caso das condi¢cdes

ACTH e 3 independentes no caso de condigdes Cicloheximida.
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Figura 3: Atividade de ligagdo de AP-1 em TRE em células Y-1 tratadas
com PMA.
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Perfil de indugdo da atividade de ligagcdo de extratos nucleares de células Y-1
tratadas com 10ng/ml PMA ao oligonucleotideo TRE. A. Experimento
representativo, as condi¢bes e periodos de tratamento estdo indicados na figura.
Nas condicdbes em que ha tratamento concomitante com PMA e 10ug/ml
Cicloheximida, a Cicloheximida foi adicionada 20 min antes do PMA. B.
Quantificagdo dos experimentos. Controle equivale a atividade basal de células em
crescimento exponencial ndo tratadas, PMA corresponde a atividade em células em
crescimento exponencial tratadas com PMA por 1h, 2h, 3h, 4h e 5h; Ciclohex.
corresponde as mesmas condicdes de PMA porém com celulas submetidas a
tratamento com 10ug/ml Cicloheximida por 20 min, antes da adi¢do de PMA. Os
valores obtidos sdo a média dos valores obtidos por densitometria (area do pico de
transmitancia integrada) de 5 experimentos independentes no caso das condigoes

PMA e 3 independentes no caso de condi¢des Cicloheximida.



Figura 4. Atividade de ligagdo de AP-1 em TRE em células tratadas com
dcAMP.
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Perfil de indugao da atividade de ligacdo de extratos nucleares de células Y-1
tratadas com 0,5mM dcAMP ao oligonucleotideo TRE. A. Experimento
representativo, as condi¢des e periodos de tratamento estdo indicados na figura.
Nas condigdes em que ha tratamento simultdneo com dcAMP e 10ug/mi
Cicloheximida, o inibidor foi adicionado as células 20 min antes dos tratamentos
com dcAMP. B. Quantificagdo dos experimentos. Controle equivale a atividade
basal de células em crescimento exponencial ndo tratadas, dcAMP corresponde a
atividade em ceélulas em crescimento exponencial tratadas com dcAMP por 1h, 2h,
3h, 4h e 5h; Ciclohex. corresponde as mesmas condigées de dcAMP porem com
células submetidas a tratamento com 10ug/ml Cicloheximida por 20 min, antes da
adicdo de dcAMP. Os valores obtidos sdo a media dos valores obtidos por
densitometria (area do pico de transmitancia integrada) de 5 experimentos
independentes no caso das condigdbes PMA e 3 independentes no caso de

condigdes Cicloheximida.
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Figura 5: Atividade de ligacédo de AP-1 em CRE, em células tratadas com
ACTH.
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Perfil de indugcdo da atividade de ligagdo de extratos nucleares de
células Y-1 tratadas com 0,1 U/ml ACTH ao oligonucleotideo CRE. Controle
equivale a atividade basal de células em crescimento exponencial néo
tratadas, ACTH corresponde a atividade em células em crescimento
exponencial tratadas com ACTH por 1h, 2h, 3h e 5h; Cicloheximida
corresponde as mesmas condi¢gdes de ACTH porém com células submetidas
a tratamento com 10ug/ml Cicloheximida por 20 min, antes da adicdo de
ACTH. Os valores obtidos sdo a média dos valores obtidos por densitometria
(area do pico de transmitancia integrada) de 3 experimentos independentes.
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Figura 6: Atividade de ligagdo de AP-1 em CRE, em células tratadas com
PMA.
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Perfil de indugdo da atividade de ligagdo de extratos nucleares de
células Y-1 tratadas com 10 ng/ml PMA ao oligonucleotideo CRE. Controle
equivale a atividade basal de células em crescimento exponencial nao
tratadas, PMA corresponde a atividade em ceélulas em crescimento
exponencial tratadas com PMA por 1h, 2h, 3h e 5h; Ciclohex. corresponde as
mesmas condigdes de PMA porém com células submetidas a tratamento com
10ug/ml Cicloheximida por 20 min, antes da adigdo de PMA. Os valores
obtidos sdo a média dos valores obtidos por densitometria (area do pico de
transmitancia integrada) de 3 experimentos independentes.
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Figura 7: Atividade de ligagdo de AP-1 em CRE em células Y-1 tratadas
com dcAMP
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Perfil de indugdo da atividade de ligagdo de extratos nucleares de
células Y-1 tratadas com 0,5mM dcAMP ao oligonucleotideo CRE. Controle
equivale a atividade basal de células em crescimento exponencial nao
tratadas, dcAMP corresponde a atividade em células em crescimento
exponencial tratadas com dcAMP por 1h, 2h, 3h e 5h; Ciclohex. corresponde
as mesmas condi¢des de dcAMP porém com células submetidas a tratamento
com 10ug/ml Cicloheximida por 20 min, antes da adigdo de dcAMP. Os
valores obtidos sdo a média dos valores obtidos por densitometria (area do

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

Os niveis de transcrigdo dos referidos genes em células Y-1 foi analisada
a partir de ensaios de elongagdo de cadeia nascente de RNA (run off
transcription). A analise destes resultados mostra que em células carenciadas,
praticamente todos os genes sofrem inducdo de transcricdo, ainda que
pequena. Os genes cuja transcrigdo € diferencialmente regulada sao c-fos, c-
jun, junB e c-myc. FCS e PMA séo 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 estéo representados nas figuras 8, 9, 10 e 11.
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Figura 8: Cinética da indugdo de transcrigcdo dos proto-oncogenes fos,

jun e c-myc em células Y-1 carenciadas e estimuladas com ACTH.
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A. Autorradiograma de um experimento de elongagdo de cadeia

nascente de RNA. Nucleos isolados de células Y-1 carenciadas e estimuladas
com 0,1U/ml ACTH foram submetidos ao ensaio de elongacdo conforme

descrito.
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B. Quantificagdo do autorradiograma apresentado em A. As ordenadas
representam a velocidade de transcricdo 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

inducdo de transcricdo de c-fos e junB sdo significativos, segundo o teste de

xz, para o=0,01, também descrito em Materiais e Métodos.
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Figura 9: Cinética da indugdo de transcrigdo dos proto-oncogenes fos,

jun e c-myc em células Y-1 carenciadas e estimuladas com PMA.
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A. Autorradiograma de um experimento de elongagdo de cadeia
nascente de RNA em células Y-1 carenciadas e estimuladas com 10ng/mi
PMA.
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B. Quantificagdo do autorradiograma apresentado em A. As ordenadas
representam a velocidade de transcrigdo 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
indugéo de transcricdo de c-fos, cjun e junB sao significativos segundo o

teste de y2, para «=0,01.
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Figura 10: Cinética da indugdo de transcricdo dos proto-oncogenes fos,

jun e c-myc em células Y-1 carenciadas e estimuladas com dcAMP.
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A. Autorradiograma

de um experimento de elonga¢cdo de cadeia

nascente de RNA em células Y-1 tratadas com 0,5mM dcAMP.
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B. Quantificagdo do autorradiograma apresentado em A. As ordenadas
representam a velocidade de transcrigao 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

indugdo de transcrigdo de junB, sdo significativos, segundo o teste de ¥, com

a=0,01.
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Figura 11: Cinética da indugdo de transcrigdo dos proto-oncogenes fos,

jun e c-myc em células Y-1 carenciadas e estimuladas com FCS.
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A. Autorradiograma de um experimento de elongacdo de cadeia nascente
de RNA em células Y-1 tratadas com 10% FCS.
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B. Quantificagdo do autorradiograma apresentado em A. As ordenadas
representam a velocidade de transcrigéo 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
inducdo de transcricdo de c-fos, c-jun e junB sdo significativos, segundo o

teste de y2, para a=0,01.
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Examinamos também os niveis de transcricao 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 elongag¢ao de cadeia nascente de RNA
em células estimuladas com ACTH, PMA e dcAMP. Estes resultados nos
mostram que os tratamentos ndo induzem altera¢des significativas nos niveis

de transcrigdo de c-myc em células em crescimento exponencial.
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Figura 12: Niveis de transcrigao do proto-oncogene c-myc em células Y-

1 em crescimento exponencial estimuladas com ACTH.

A
horas O 025 05 10 20 30
. TR . - s <— c-myc
DNA
el ¥
- Wy T . gendmico
w— Al T - «—cmyc
oD@ e e
- _— gendmico
B

015 1 1.5 2 2.5 3
Tempo de tratamento com ACTH (h)

A. Autorradiogramas de 2 experimentos de ensaio de elongagdo de

cadeia nascente de RNA em células Y-1 em crescimento exponencial tratadas

com 0,1U/ml ACTH. B. Quantificagdo dos autorradiogramas apresentados em

A. Na ordenada esta representada a média das velocidades de transcrigéo

relativas obtidas a partir de densitometria dos filmes de raio X. As variagdes

de nivel de transcricdo foram dadas como insignificantes de acordo com o
teste ANOVA: Fator Unico, com 3 graus de liberdade e a=0,01.
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Figura 13: Niveis de transcricdo do proto-oncogene c-myc em células Y-

1 em crescimento exponencial estimuladas com PMA.
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A. Autorradiogramas de 2 experimentos de ensaio de elongagdo de
cadeia nascente de RNA em células Y-1 em crescimento exponencial tratadas
com 10ng/mi PMA. B. Quantificagdo dos autorradiogramas apresentados em
A. Na ordenada esta representada a média das velocidades de transcrigdo
relativas obtidas a partir de densitometria dos filmes de raio X. As variagdes
de nivel de transcrigao foram dadas como insignificantes de acordo com o
teste ANOVA: Fator Unico, com 4 graus de liberdade e «=0,01.
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Figura 14: Niveis de transcrigdo do proto-oncogene c-myc em células Y-

1 em crescimento exponencial estimuladas com dcAMP.
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A. Autorradiogramas de 2 experimentos de ensaio de elongagdo de

cadeia nascente de RNA em células Y-1 em crescimento exponencial tratadas

com 0,5mM dcAMP. B. Quantificacdo dos autorradiogramas apresentados em

A. Na ordenada esta representada a média das velocidades de transcrigao

relativas obtidas a partir de densitometria dos filmes de raio X. As variagdes

de nivel de transcricdo foram dadas como insignificantes de acordo com o

teste ANOVA:

Fator Unico, com 4 graus de liberdade e o=0,01.
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Niveis de mRNA dos proto-oncogenes fos e jun em células Y-1
carenciadas, detectados por hibridizacdes tipo Northern

A figura 15 mostra as cinéticas de degradacdo do mRNA de c-fos em
celulas Y-1 carenciadas e estimuladas com ACTH e PMA. Apés estimuladas,
as células foram tratadas com ActinomicinaD para bloquear a sintese 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 niveis de deteccdo e quantificagao.

A figura 16 mostra a cinética de degradagédo de c-jun em células Y-1
carenciadas, estimuladas com PMA e apés 1h, tratadas com ActinomicinaD
por periodos variados.

Na figura 17 sdo apresentadas as estimativas dos niveis de mRNA de
fosB de células tratadas com ActinomicinaD além de ACTH. Nota-se um
acentuado aumento dos niveis de mRNA causado pelo tratamento com
ActinomicinaD, seguido de progressiva redugdo. Nesta fase de reducgédo foi
possivel fazer uma estimativa da meia-vida do mRNA de fosB, determinada
em 31 min.

A figura 18A mostra que ActinomicinaD inibe 97% da incorporagéao de 3H
uridina em RNA em células Y-1, indicando que nestas condigbes ha um
eficiente bloqueio da transcricdo. Por outro lado, a figura 18B mostra que
tratamento prévio com ActinomicinaD elimina a indug¢édo de fosB por ACTH,
PMA e dcAMP, em células Y-1, coerente com a idéia de bloqueio de
transcrigdo. Portanto o efeito "superindutivo” de ActinomicinaD sobre o mRNA
de fosB, quando adicionada apés 1h ou 2h de ACTH, em células Y-1
(conforme mostrado na figura 17), deve-se, necessariamente, a mecanismos
pés-transcricionais.

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

expressao de fosB em células ndo estimuladas, o que se explicaria por niveis
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muito baixos do mRNA nestas condi¢des, ou porque este efeito s6 aparece na
presenga de indutores como ACTH e PMA.
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Figura 15: Determinagao da meia-vida com mRNA de c-fos em células Y-

1 carenciadas e estimuladas com ACTH e PMA.
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A. Autorradiogramas de hibridizagtes de Northern blot com sondas de c-
fos e GAPDH. A primeira hibridizagdo foi feita com células tratadas com
0,1U/ml ACTH por 1h seguido de tratamento com 5ug/ml ActinomicinaD pelo
tempos indicados. A segunda hibridizagdo foi feita com células tratadas com
10ng/ml PMA por 1h, seguido de tratamento com ActinomicinaD conforme
indicado. B. Quantificagdo dos autorradiogramas apresentados em A. Os 2
graficos tém como tempo 0 1h de tratamento com ACTH ou PMA e os tempos
seguintes correspondem a tratamento concomitante com ActinomicinaD. As
ordenadas mostram o logaritmo do valor obtido por densitometria dos filmes

de raio X.
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Figura 16: Cinética de degradagdo do mRNA de c-jun em células

tratadas com PMA e posteriormente com ActinomicinaD.
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Autorradiograma de um Northern blot hibridizado com sondas de c-jun e
GAPDH. Os RNAs foram extraidos de células Y-1 carenciadas, estimuladas
com 10ng/ml PMA por 1h e em seguida tratadas com 5ug/ml ActinomicinaD
pelos tempos indicados na figura em horas. A meia-vida de c-jun foi

determinada, semi-quantitativamente, em 30 min.
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Figura 17: Meia-vida do mRNA de fosB em células Y-1 carenciadas e

estimuladas com ACTH e posteriormente tratadas com ActinomicinaD.
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A. Autorradiograma de um Northern blot hibridizado com sonda de fosB
e GAPDH. O RNA foi extraido de células carenciadas e estimuladas com
0,1U/ml ACTH por 1h ou 2h, em seguida a estes tratamentos, adicionou-se as
células S5pg/ml ActinomicinaD e coletou-se nos tempos especificados na figura
em horas. B. Quantificagdo do autorradiograma apresentado em A, a
ordenada mostra os valores absolutos da quantificagdo do filme de raio X. C.
Determinagado da meia-vida de fosB, a partir dos valores correspondentes a

tratamento com ACTH por 2h, seguido de ActinomicinaD por 45 min, 1h e 2h.
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Figura 18: Testes de atividade de ActinomicinaD em células Y-1.
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A. Ensaio de dose-resposta a ActinomicinaD em células Y-1. As células
foram tratadas com 1pg/ml, Sug/mi ou 10ug/ml de ActinomicinaD por 15min e
entdo receberam 5uCi/ml H* uridina por 30min, controle corresponde a células
ndo tratadas. O radioativo incorporado foi dosado por cintilagéo, plotado no
eixo Y em cpm. B. Autorradiograma de um Northern blot hibridizado com
sonda de fosB e GAPDH. C corresponde a condigdo controle, A, P e ¢, células
tratadas com 0,1U/ml ACTH, 100 ng/ml PMA e 0,5mM dcAMP por 1h, A+, P+
e c+, a células tratadas com 5ug/ml ActinomicinaD por 15 min antes dos
tratamentos citados acima. C. Quantificacdo do autorradiograma, a legenda

corresponde as mesmas condigbes de B.
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V. Discussao
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Atividade de AP-1 em células Y-1

Os resultados mostram que ha, em células Y-1 em crescimento
exponencial, um nivel basal de atividade de AP-1, cujos valores aumentam
significantemente em células tratadas com ACTH, PMA e dcAMP. Este
aumento n&o surpreende uma vez que ACTH e PMA induzem os genes fos e
jun e levam ao aumento das proteinas Fos e Jun.

No entanto, o aumento de atividade de AP-1 ndo é conseqiiéncia do
aumento da concentragdo das proteinas Fos e Jun causado pela indugdo dos
respectivos genes por ACTH e PMA. Isto porque: a) tratamento com
Cicloheximida leva a uma acentuada redug¢ao nos niveis basais de atividade
de AP-1, b) tratamento concomitante de ACTH, PMA ou dcAMP com
Cicloheximida é capaz de ativar AP-1.

Portanto, a modulagdo da atividade de AP-1 & complexa. Assim, a
inducdo dos genes fos e jun permite mudanga da composicédo relativa do
estoque de proteinas Fos e Jun e também dos niveis de concentragao total.
Ha ativagdo do complexo ao nivel das proteinas. E finalmente, a alta
sensibilidade da atividade de AP-1 a inibicdo da sintese protéica, sem que isto
possa ser explicado pela redugdo da concentracdo das proteinas, sugerem
um mecanismo refinado pés traducional regulando atividade deste grupo de
fatores de transcri¢éo.

Observamos também que os resultados obtidos em reagbes com o
oligonucloetideo CRE sdo bastante semelhantes aos obtidos com o
oligonucleotideo TRE. Sabe-se que os complexos AP-1 reconhecem e ligam
em sequéncias CRE (Ryseck & Bravo, 1991), dependendo da composi¢ao do
dimero e também das regides flanqueadoras da sequéncia CRE consenso.
N&o apenas isso, fatores de transcricdo CREB também ligam-se a sequéncias
TRE, sendo que alguns autores sugerem que os fatores de transcricdo AP-1 e
CREB/ATF poderiam ser classificados em apenas uma super-familia de
fatores de transcrigdo (Masquilier & Sassone-Corsi, 1992; Hai & Curran, 1991,
Sassone-Corsi et al, 1990). Sabe-se também que as proteinas Jun formam
dimeros com CREB (CRE Binding Protein) e estes dimeros podem
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reconhecer tanto sequéncias AP-1 quanto sequéncias CRE (DeCesare et al,
1995; Dorsey et al, 1995).

CREB/ATF é uma familia de fatores de transcricdo cuja atividade é
modulada por fosforilagdo pela subunidade catalitica de PKA. As proteinas do
fator AP-1, Fos e Jun, sdo reguladas a nivel de expressdo dos mRNAs e
proteinas e a nivel de modificacdes poés-traducionais, principalmente
fosforilagdo. A principal via conhecida pela qual ha indugéo da transcrigdo e
atividade das proteinas de AP-1 é a via Raf/MAP quinases. Esta via é ativada
por Ras e também por PKC.

Os resultados de indugdo da atividade de AP-1 em células Y-1 sugerem
que tratamento com dcAMP, que obrigatoriamente ativa a via de PKA, deve
promover indugdo da atividade de AP-1 por ativagdo de CREB que estaria
reconhecendo elementos TRE e CRE, ou ainda por fosforilagdo de complexos
AP-1 ja formados embora ndo se saiba se PKA fosforila outros fatores de
transcricdo que nao os da familia CREB/ATF. PMA obrigatoriamente ativa a
via de PKC, que por sua vez ativa a cascata de MAP quinases que levam a
expressao dos proto-oncogenes fos e jun promovendo aumento da atividade
de AP-1 (Burgering & Bos, 1995). Vale lembrar que a via de MAP quinases
ndo s6 promove transcricdo de fos e jun como também promove fosforilagao
de residuos de serina das proteinas aumentando a atividade do complexo AP-
1, independentemente de sintese de proteina. ACTH apresenta efeito
semelhante ao de PMA.

O receptor de ACTH é um receptor capaz de ativar proteina G e muito
provavelmente a via de MAP quinases (ndo sé pela estrutura do receptor, mas
também por induzir transcricdo dos proto-oncogenes fos e jun), neste caso, a
via de MAP quinases promoveria expressdo de Fos e Jun e também
fosforilagdo 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 transdugdo de sinal diferentes mas que podem se cruzar ou convergir
para um ponto em comum.

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

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

PKA’, onde ACTH n&o é capaz de induzir expressdo de fosB, PMA é capaz de
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induzir pequena expressao de fosB, mas tratamento simultdneo com ACTH e
PMA tem efeito sinergistico sobre a indugdo de fosB, mostrando que ha uma
colaboragao entre a acdo de ACTH e PMA sobre a indugdo de fosB.

Cinética de inducdo da transcricao dos proto-oncogenes fos, jun e c-myc
em células Y-1

Observamos em alguns casos, que ha transcricdo de genes mesmo em
células carenciadas, chamamos esta condi¢gdo de nivel basal de transcrigéo.
No caso, c-myc e junD apresentam niveis basais altos, uma vez que sao
constitutivamente expressos (referéncia a transcricdo génica), apesar de
serem estimulados por alguns tratamentos. No caso dos outros genes das
familias fos e jun o nivel basal de transcrigdo é tdo pequeno que se confunde
com o "background" do filme, tornando imprecisas as medidas nestas
condigoes.

A nivel de transcricdo, os genes que se destacam por serem
diferencialmente expressos sdo 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 € 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 néo por
dcAMP e ACTH. A andlise estatistica destes resultados, mostra que os
resultados de inducdo de c-myc por FCS e PMA, de c-fos por dcAMP né&o séo
significativos, porém observa-se, pelo menos qualitativamente que ha indugao
da transcrigdo nestes casos. Devemos relembrar o fato desta analise ter sido
feita sobre um resultado unico, sendo uma analise preliminar.

O restante dos genes analisados apresentam pequena indugdo em

tempos curtos de tratamento com todos os fatores utilizados.
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A regulagao de c-myc.

Células em crescimento exponencial apresentam expressédo constitutiva
de c-myc que ndo é alterada pelos tratamentos utilizados, sugerindo que o
controle de transcricdo de c-myc neste caso esta bastante relaxado. O teste
ANOVA: Fator Unico, mostra que as variagdes observadas ndo s&o
significativas.

Trabalhos anteriores do laboratério, descritos na Introdugdo, mostram
que tratamento com ACTH e dcAMP promovem diminui¢ao da expressao de
c-myc em células carenciadas, provavelmente, esta diminuicao é devida a um
grande aumento da instabilidade do transcrito, uma vez que nao ha bloqueio
da transcricdo, ou ainda a transcricdo pode ser abortiva e ndo gerar um
transcrito detectavel. Dados da literatura descrevem este tipo de regulagao na
expresséao de c-myc (Krumm et al, 1995; Eick et al, 1994).

No caso de celulas carenciadas, observamos que ha transcricdo basal
de c-myc relativamente alta, principalmente se compararmos varios modelos
de células normais descritos por varios grupos onde o carenciamento
promove total bloqueio da expressdo de c-myc. Porém este basal é
aumentado, qualitativamente, por tratamentos com soro e PMA, enquanto que
tratamentos com ACTH e dcAMP nao tém efeito sobre a transcrigcdo de c-myc.
Estes resultados mostram-se de acordo com dados anteriores, onde ACTH e
dcAMP inibem expressao de c-myc e PMA aumenta a expressao de c-myc em

células Y-1 em crescimento exponencial.

Requlacédo dos niveis dos mRNAs dos proto-oncogenes fos e jun

O uso de ActinomicinaD reafirmou a importancia do controle de
transcricao na regulagao dos niveis de mRNA dos genes fos e jun.

Primeiro, tratamento prévio com ActinomicinaD elimina a indugédo 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

degradag&o nao é importante no controle dos niveis destes mMRNAs. Terceiro,
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observamos um efeito “superindutivo” de ActinomicinaD sobre o mRNA de
fosB. Este efeito, que ja foi descrito por outros grupos para mRNAs das
familias fos e jun e também de outros proto-oncogenes (Chen & Shyu, 1994;
Schiavi et al, 1992); parece ser artefactual ao promover a redugédo da
velocidade da degradacdo do mRNA embora seja um efeito indicador da
ocorréncia de mecanismos poés-transcricionais relevantes na transmissao da
informacgéo genética do gene a proteina, ainda nao esclarecidos. A hipotese
levantada para explicar este efeito, por este grupo, foi a de que, sequéncias
especificas do mMRNA seriam reconhecidas por proteinas que sao
translocadas do nucleo para o citoplasma quando a célula é tratada com
inibidores de transcricdo, estas proteinas sdo capazes de estabilizar o
transcrito por competirem com outras que sinalizariam, ou iniciariam a
degradagao do mesmo.

E interessante notar que ActinomicinaD diferencia os mRNAs de c-fos e
fosB quanto a degradacgao.
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IV. Conclusdes
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1. ACTH, PMA e dcAMP sdo capazes de promover aumento da atividade
de AP-1 em células Y-1, independentemente de sintese de proteinas. Ha uma
regulagdo complexa a nivel pés-traducional, onde devem contar a
concentragédo e qualidade do estoque de proteinas Fos e Jun, a ativagédo
destas e a interagdo com outros fatores de transcrigéo, por exemplo
CREB/ATF.

2. Em células carenciadas, ACTH, PMA, dcAMP e FCS sao cap
induzir transcrigao dos genes das familias fos e jun, principalmente c-fc
e junB.

3. A degradagdo dos transcritos de c-fos e fosB apresentam respostas
diferentes a tratamento com ActinomicinaD, sugerindo mecanismos de
regulagao pés-transcricionais diferentes para cada um destes genes, embora,
a degradagdo dos mRNAs de c-fos e c-jun ndo parega ser um passo
importante na regulagao da expressao destes genes.

4. O controle de transcricdo de c-myc é relaxado em células Y-1. A
transcrigdo € constitutiva em células em crescimento exponencial, enquanto
que em células carenciadas tratadas com PMA e FCS, observa-se indugéo
qualitativa da transcrigdo sobre um basal relativamente alto.

5. Provavelmente observamos regulagéo por interrupgéo da transcrigéo,
ou por grande aumento da instabilidade do mRNA, no caso de células em
crescimento exponencial, onde tratamento com ACTH n&o altera a transcrigéo

de c-myc, apesar de diminuir o nivel de mRNA.
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