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RESUMO

Ferreira M. Estudo da expressdo génica e proteica do fator de transcricdo AP-1
em culturas de células de tumores adrenocorticais. [dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Morfofuncionais)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo; 2014.

No sul do Brasil, a incidéncia de tumores adrenocorticias € cerca de 10 a
12 vezes maior do que no resto do mundo, com prevaléncia para o tipo infantil,
devido a ocorréncia de uma mutacdo germinativa no p53. Para compreensao
da biologia dos tumores adrenocorticais séo utilizados marcadores moleculares
que em geral sdo genes reguladores do ciclo celular. Dentre esses genes, ha
0s genes de resposta primaria que sao ativados por horménios e fatores de
crescimento, como por exemplo 0s genes que compde o fator de transcrigéo
AP-1. Esse é um fator dimérico composto por varias familias de proteinas que
tem em comum dominios essenciais para dimerizagdo e ligagdo ao DNA. As
subfamilias JUN (JUN, JUNB e JUND) e FOS (FOS, FOSB, FRA-1 e FRA-2)
sdo a maioria das proteinas que compdem AP-1. A combinacdo entre as
diferentes proteinas determina a especificidade e afinidade de ligacdo e os
genes que serdo regulados. Além disso, os efeitos desses genes € contexto-
dependente, de maneira que podem ser reguladores positivos ou negativos da
proliferacéo celular. Nesse projeto tivemos como hipétese que as proteinas da
familia JUN, se correlacionam com proteinas reguladoras do ciclo celular em
tumores do cortex da suprarrenal, e que poderiam ser utilizados no diagndstico
e prognoéstico desse tipo de tumor. Para testar essa hip6tese analisamos o
padrdo de expressdo génica e proteica, respectivamente por ensaios de PCR e
immunobloting, da familia JUN e do gene FOS em culturas de células de
tumores adrenocorticais, obtidos de fragmentos de tumores de pacientes com
diferentes caracteristicas clinicas e anatopatoldgicas. A analise do padrédo de
expressao de genes da familia JUN e do gene FOS em culturas de células de
tumores adrenais por PCR Array, mostrou que esses genes estdo pouco
expressos nessas culturas, o que foi confirmado em ensaios de gPCR. N&o foi
possivel determinar um padrdo de expressao que diferenciasse os tipos de
culturas celulares estudados, ou mesmo tumores adultos e pediatricos, através
do estudo desse genes. Os tratamentos com ACTH aumentam a expressao da
proteina JUN e JUNB, que podem ter certa importancia em tumores
responsivos a esse hormonio, e que merecem analises futuras.

Palavras Chave: Tumores Adrenocorticais. Fator de Transcricdo. AP-1.
Expresséo Génica. Genes JUN e FOS.



ABSTRACT

Ferreira M. Analysis of JUN and FOS Gene Expression in Adult and Pediatric
Adrenocortical Tumor Cells. [master (Thesis in Morphofunctionals Sciences)]
Séo Paulo Instituto de Ciéncias Biomédicas Universidade de S&o Paulo.

The adrenocortical tumors incidence is 10 to 12 times bigger in the south
of Brazil than in the rest of the world.It is more prevalent for childhood type and
occurs due to a germinative mutation at p53. In order to have a better
comprehension of adrenocortical tumor biology, molecular markers are
utillized because they are in general cell cycle regulators. Among these genes,
there are the early primary genes which are ativacted by hormones and growth
factors, like the genes which compound the transcription factor AP-1. This is a
dimeric factor, compound by protein family which has essential domains to
dimerization and DNA binding. JUN (JUN, JUNB, JUND) and FOS (FOS,
FOSB, FRAL e FRA 2) proteins are the mainly AP-1 components. The binding
specificity and the target genes regulation are determinated by the combination
of different proteins. Futhermore, genes effects are context-dependent and
could be positive or negative proliferation regulators. In the present study, our
hypothesis is that JUN and FOS proteins are correlated with others cell cycle
regulatory proteins and could be utilized as a prognose and diagnostic predictor
for adrenocortical tumors. The genic and protein profile are analyzed,
respectively by PCR assays and Immunobloting from JUN and FOS genes in
adrenocortical tumors cultures derived from patients with different clinical and
anatopathologic characteristics to hypothesis confirmation. The JUN and FOS
gene expression were analyzed by PCR Array and showed that these genes
are down regulated in these adrenocortical tumors cells which were confirmed
through gPCR analysis. The genes expression analysis wasn’t able to stablish
a standard of expression between the studied cell cultures or even between
adults and pediatric tumors. The ACTH treatments increased JUN and JUNB
proteins that may have some significance in responsive tumors to this
hormone, and deserve further analysis.

Keywords: Adrenocortical Tumors. Transcription Factor. AP-1. Genic
Expression. JUN and FOS genes.
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Nos mamiferos, as suprarrenais sdo glandulas enddécrinas com formato
triangular, envoltas por uma cépsula fibrosa e posicionadas acima dos rins, na
cavidade abdominal. Cada glandula € composta por duas regides
histologicamente distintas, o cortex e a medula adrenal. O cortex € dividido em
trés zonas conceéntricas: glomerulosa, fasciculada e reticulada (McNicol, 1992).
Através de uma acao coordenada dos citocromos P450 e de desidrogenases, o
cortex da suprarrenal produz hormoénios esteroides, utilizando o colesterol
como substrato (Simpson et al., 1992). A zona glomerulosa é a principal
responsavel pela secre¢cdo dos mineralocorticoides, enquanto as zonas
fasciculada e reticulada sdo as responséaveis respectivamente, pela sintese do

cortisol e dos hormonios sexuais humanos (Figural).
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Figura 1.Desenho de uma seccao Longitudinal e Corte Histolégico da glandula adrenal
de rato (Coloragdo com H&E. Aumento de 100x Adaptado de Torres e Lotfi, 2007).

Em condi¢cbes fisiolégicas normais, o0s principais estimulos para
manutencao do trofismo, proliferacdo celular e sintese dos mineralocorticoides
e glicocorticoides séo, respectivamente o sistema renina-angiotensina, por
estimulo da Angiotensina Il e o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, através do

ACTH (hormbnio adrenocorticotrofico). O ACTH é um peptideo composto por


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mam%C3%ADfero
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39 aminoécidos, originado apartir do processamento da pré-opiomelanocortina
(POMC) (White, Cribson, 1998) e tem como fungdo estimular a
esteroidogénese e esta envolvido na manutencdo do cortex da adrenal
(Ogishima et al., 1989). Nas glandulas adrenais o ACTH se liga no receptor de
melanocortina, o receptor MC2R, que € um integrante da familia de receptores
da melanocortina, uma proteina transmembranica de sete hélices acoplada a
proteina G (Xing Y et al., 2010). Disfuncbes destes fatores e funcdes tém sido
encontradas em patologias caracterizadas por hipersecrecdo hormonal e/ou
descontrole na proliferagéo celular.

De uma maneira geral, as patologias da glandula adrenal podem ser
classificadas como hiperplasias, que podem ser macro e micronodular, e as
neoplasias, os adenomas e carcinomas. A incidéncia e prevaléncia dos
tumores adrenocorticais (ACT) tem aumentado devido aos achados acidentais
de massas adrenais durante exames de andlise de imagem. Essa prevaléncia
varia de 0,6% a 2% em pacientes acima dos 50 anos (Stojadinovic et al., 2003).
No entanto, somente uma pequena propor¢cdo desses tumores causa
alteragbes enddcrinas e menos que 5% sdo malignos (Angeli et al., 1997;
Bornstein et al., 1999). A incidéncia anual de carcinomas adrenocorticais (ACC)
€ de 1 a 2 casos por milhdo de habitantes e é tipicamente diagnosticado em
adultos na faixa dos 40 e 50 anos, mais comum em mulheres, mas também
pode ser encontrado em criancas. No sul do Brasil, a incidéncia de ACT
aumenta para 12 casos por milh&o por ano com prevaléncia para o tipo infantil,
devido a ocorréncia de uma mutacdo germinativa na proteina do gene
supressor de tumor, o gene TP53 (Almeida, Latronico, 2007; Ribeiro et al.,
2001). De uma maneira geral, carcinomas adrenocorticais sdo diagnosticados
tardiamente apresentando metastases disseminadas, cujo prognostico é
limitado e com uma taxa de sobrevivéncia abaixo dos 35% em cinco anos
(Abiven et al., 2006; Allolio et al., 2004; Libe et al., 2007; Luton et al., 1990).
Apesar dos progressos obtidos, a compreensdo da biologia dos tumores
adrenocorticais é ainda incompleta.

Clinicamente os adenomas (ACA) e o0s carcinomas (ACC)
adrenocorticais se apresentam de maneira semelhante. A distincdo entre eles é
feita através de um escore de critérios anatomo-patolégicos conhecidos como

escore de Weiss. Esses critérios sao alta taxa mitGtica, alto grau nuclear,
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mitoses atipicas, célula claras que compreendem 25% ou menos do tumor,
arquitetura difusa, necrose, invasao de estrutura venosa, invasdo de estrutura
sinusoidal e invasdo da capsula do tumor (Weiss, 2009). Em situacoes
limitrofes e principalmente nos tumores pediatricos, tais critérios apresentam
limitacdes (Mendonga et al., 1995; Wieneke et al., 2003; Weiss et al., 1989).
Em tumores pediatricos, foram encontrados alguns marcadores de malignidade
que sugerem que apesar de se apresentarem clinicamente benignos, ha a
presenca de achados histolégicos que sédo associados a malignidade, tais
como, necrose; invasdo capsular e vascular; pleomorfismo nuclear e mitoses
atipicas. Além disso, ha dois critérios que sédo preditores de sobrevivéncia e
portanto, importantes na diferenciacdo entre carcinomas e adenomas e sao a
ocorréncia de recidivas e metastases (Weiss, 2009). Bugg e colaboradores
(1994) constataram que 9 de 16 carcinomas adrenocorticais altamente
agressivos, e 5 de 27 carcinomas adrenocorticais com um baixo nivel de
agressividade apresentaram recidivas e metastases. Em relacdo aos
adenomas, em um coorte de 11 adenomas adrenocorticais, nenhum
apresentou recidiva e/ou metastases.(Weiss et al., 2009; Wieneke et al., 2003).
O peso, o tamanho e a coloracdo dos tumores também sao critérios
importantes. Os adenomas geralmente pesam menos que 50 g, possuem de 5
a 6 cm® e sdo mais amarelos, enquanto que os carcinomas podem pesar até
500 g, medem até 200 cm® e apresentam coloracdo amarelo-alaranjado ou
bege rosado (Tissier et al., 2010). Nas ultimas décadas uma série de estudos
envolvendo aspectos histoldgicos e moleculares tém sido realizados para
encontrar marcadores de malignidade mais precisos. Atualmente os
marcadores histolégicos e moleculares utilizados em estudos séo, a proteina
Ki-67, que apresenta expressdo consistentemente maior nos carcinomas
guando comparado aos adenomas (Goldblum et al., 1993; Tissier et al., 2010),
a mutacdo do gene p53, que ocorre devido a perda de heterozigosidade em
TP53 e cuja proteina esta 25% mais expressa em carcinomas (Ohgaki et al.,
1993; Reincke et al.,, 1994; Libe et al., 2007; Lin et al., 1994;), o fator de
crescimento insulina-like do tipo 2 (IGF2) que € um importante fator de
crescimento fetal e estd 90% mais expresso em carcinomas (Tissier et al.,
2010), o ACTH, que esta diretamente envolvido no aumento da expressao de

IGF2 e IGFR1, ambos estdo diretamente relacionados a tumorigénese
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(Ilvesmaki et al., 1993; Gao et al., 2002; Liu et al., 1995; Weber et al, 1997), a
ciclina E, que é um importante regulador do ciclo celular, e cujos niveis estao
aumentados em carcinomas em relacdo aos adenomas (Bourcigaux et al.,
2000; Tissier et al., 2005), a via classica Wnt/B-catenina que € ativada em
carcinomas e adenomas, além disso 0 acumulo de B-catenina é maior nos
adenomas que em carcinomas (Gaujoux et al, 2008; Tissier et al, 2005).

Em uma analise geral dos estudos sobre a utilizacdo desses
marcadores, Giordano (2010) concluiu que os carcinomas adrenocorticais
podem, através de marcadores moleculares, serem classificados em subgrupos
que podem ser relevantes em termos de progndstico. Além disso a analise da
expressdo génica baseada no estudo de um pequeno numero de genes
informativos pode auxiliar na rotina clinico-patologica, e que finalmente genes
relacionados com ciclo celular e consequentemente com a proliferagcdo celular
sao importantes na tumorigénese adrenocortical e precisam ser estudados.

A inducédo da proliferacdo celular esta relacionada a acdo de hormdnios
e fatores de crescimento, que ao se ligarem a receptores especificos
desencadeiam uma cascata de sinalizacdo, que ocorre na maioira das vezes
por fosforilagdo, e alteram a expressédo de genes especificos (Pardee, 1989;
Scheer, 1994). A superfamilia das MAPKs & composta por trés familias de
proteinas quinases, as ERKs que séo proteinas reguladas por sinais externos;
as JNKs que sao quinases NH2 terminal de JUN e a p38/MAPK (Cowan, Story,
2003). Ao final de uma cascata de sinalizacdo proteinas modificadas por
diferentes niveis de fosforilagdo sdo direcionadas ao nucleo e tem a
capacidade de se ligar a regides alvo do DNA, e modificar o padrdo de
expressdo génica das células (Cobb, Goldsmith, 1995; Eferl, Wagmer, 2003;
Pearson et al., 2001; Seger, Krebs, 1995). Em sua maioria esses genes
codificam proteinas com a funcdo de regular a transcricdo génica de outros
genes, sendo, portanto, importantes fatores de transcricdo que podem ter como
funcdo estimular a progressdo do ciclo celular (Healy et al., 2012; Scheer,

1994) como exemplificado na Figura 2.
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Figura 2. Esquema da cascata de sinalizacdo MAPK que ativa o fator de transcricdo
AP-1 (Adaptado de Pearson et al., 2001).

O ciclo celular ocorre em fases (gaps) conhecidas como fases G1
(Gapl), G2 (Gap2), S (Sintese e duplicacédo do DNA) e M (Mitose, citocinese e
divisado celular) do ciclo celular. Na fase G1 do ciclo celular, que pode ser a
mais longa, as células duplicam suas organelas e através da producdo de
proteinas e fatores de transcricdo se preparam para a duplicacdo do DNA ou
fase S do ciclo celular. Ao final da fase G1 existe um ponto de restricdo ou de
checagem (R1), que pode interromper o ciclo celular caso as proteinas e
fatores de crescimento necessarios para a entrada em S ndo se completaram
(Blagosklonny, Pardee, 2002; Dubavka, Scott, 2000). Dentre os genes que séo
expressos nessa fase do ciclo celular estdo os genes de resposta primaria, que
nao requerem nova sintese proteica para sua expressdo, garantem o padréao
de expressao diferencial dos genes de resposta secundaria, como por exemplo
as ciclinas dependentes de quinases (CDKs) (Herschman,1991). As ciclinas D
(D1, D2 e D3) séo as ciclinas expressas na fase G1 do ciclo celular e se ligam
as com CDK4 e 6 cujo complexo ira estimular a expressao da ciclina E que por
sua vez se complexa com a CDK2 (Sherr, 1993). A formac&o dos complexos
de ciclinas D e CDKs também bloqueiam o efeito inibitério das proteinas CKls
(cyclin dependent kinase inhibitors) o que permite a fosforilacdo da proteina Rb
(retinoblastoma) que libera o fator de transcricdo E2F que ativa genes que
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permitem a transicdo para a fase de sintese de DNA, a fase S (Sherr et al.,
1999; Herschman,1991). Se as condi¢bes extracelulares ndo forem favoraveis
para a entrada em G1, a célula entra em um estado quiescente que é a fase
GO, uma etapa que se interpde as fases do ciclo, como um anexo da interfase
(fase S) (Pardee, 1974). Apés a sintese do DNA, a célula inicia o preparo para
a mitose que é a fase G2, em que a célula apresenta contetdo duplicado de
material genético. Nessa fase ha outro ponto de restricdo (R2) e ocorre a
expressdo de p53 que € o gene responsavel por detectar erros de replicacéo e
material genético ndo duplicado (Nigg et al., 2012). A fase siguinte € a fase M
aonde ocorre a condensagdo e segregacdo dos Ccromossomos e
desorganizacao do envelope nuclear. Apds a segregacao dos cromossomos, a
membrana nuclear € reorganizada e entdo ocorre a citocinese que € a divisao
do material genético (Pardee,1974).

Portanto, os genes de resposta primaria sdo um grupo de genes que sédo
induzidos por sinais celulares extrinsecos e intrinsecos sem necessidade de
sintese proteica para sua expressao. Esses genes que primeiro respondem a
essa onda de sinalizacdo tem um papel chave na resposta biologica que inclui
plasticidade e sobrevivéncia neuronal, resposta ao estresse cardiaco, resposta
imune inata e adaptativa, metabolismo da glicose e transformacéo oncogénica
(Fowler et al., 2011).

Dentre os genes de resposta primaria estdo descritos os genes que
codificam proteinas que irdo formar o fator de transcricdo AP-1 (activator
protein 1) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema das fases do ciclo celular que mostra a relagdo do fator AP-1 e a
fase G1 do ciclo celular (Adaptado de Li et al., 2013).

As proteinas que formam AP-1 tém em comum dominios ziper de
leucina basica (bZIP) essenciais para dimerizacdo e ligacdo ao DNA. AP-1
pode ser composto pelas proteinas JUN (JUN, JUNB e JUND) e FOS (FOS,
FOSB, FRA-1 e FRA-2), além das proteinas que podem dimerizar com JUN e
FOS, tais como JDP 1 e 2 (Jun dimerization partners), proteinas ATF
(activating transcription factor) ATF2, LRF1/ATF3, B-ATF. Ha4 também outro
grupo de proteinas AP-1 que é constituido pelas proteinas da familia MAF
(musculo aponeurotic fibrosarcoma), que inclui C-MAF, MAFB, MAFA,
MAFG/F/K E NRL (Eychene et al.,, 2008). A combinagcao entre as diferentes
proteinas determina a especificidade e afinidade de ligacdo, e
conseqguentemente 0s genes que serdo regulados (Hess et al., 2004).

A maior afinidade de ligacdo e heterodimerizacao ocorrem entre JUN e
FOS; pois JUN pode formar tanto homodimeros como heterodimeros, e é

capaz de formar dimeros estaveis que se ligam a regibes consenso de AP-1.
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Em contrapartida FOS ndo € capaz de formar ligacbes estaveis enquanto
homodimero, e por isso forma heterodimeros com JUN para se ligar ao DNA
(Figura 4). As proteinas MAF (V-MAF, C-MAF E NRL) podem heterodimerizar
com JUN e FOS (Swaroop et al.,1992; Nishizawa et al.,1989), enquanto MAFB,
MAFF, MAFG E MAF K s6 podem heterodimerizar com FOS. As proteinas ATF
podem formar homo e heterodimeros com JUN e se ligam preferencialmente
aos elementos responsivos de AMP ciclico (CRE) (Shaulian, Karin, 2001).
Outra proteina relacionada a regido CRE, a proteina de ligacdo CREB (CAMP
responsive element-binding) interage com JUN, JUNB e FOS, enquanto que
CREB 2 forma apenas heterodimeros com JUN (Angel, Karin, 1990).

FOS JUN

5" TGAC/GTCA 3’

Figura 4.Estrutura em alfa hélice de AP-1(Adaptado de Chinenov, Kerppola, 2001).

Resultados da acdo do hormonio adrenocorticotropico (ACTH) e do éster
de forbol (PMA) em células de tumor adrenocortical de camundongo, linhagem
Y1, resulta na expressdo de varias proteinas da familia FOS e JUN e na
progessao do ciclo celular por vias diferentes da via classica da acdo do ACTH,
a via CAMP/PKA (Kimura et al., 1993; Lotfi et al., 1997; Lotfi & Armelin, 1998;
Lotfi & Armelin, 2001). Trabalhos do nosso grupo que utilizaram diferentes
modelos experimentais em ratos, infusdo in situ (Baccaro et al., 2007) e
hipofisectomia (Torres, Lotfi, 2007), mostraram o papel do fator de transcricdo
AP-1 na resposta proliferativa do ACTH e do fator de crescimento de
fibroblastos do tipo 2 (FGF2) no cortex adrenal in vivo. Nesses trabalhos a
composicdo de AP-1 foi analisada e a relagdo entre a expressao de JUN e FOS
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com a inducao da proliferacéo foi estabelecida. Além disso, FOS e JUN, podem
estimular a esteroidogénese nas células adrenais se ligando no promotor do
gene que codifica a proteina StAR (Steroidogenic acute regulatory protein),
proteina transportadora de colesterol na (Rincon et al., 2009).

A proteina JUN parece estar envolvida na progressdo do tumor por
aumentar a proliferacdo e proteger as células da apoptose (Shaulian et al.,
2010). JUNB pode ser um oncogene como um supressor de tumor, enquanto a
relevancia de JUND como regulador de crescimento € ainda pouco clara
(Shaulian et al., 2010).

AP-1 seréa definido como oncogene ou supressor de tumor em funcao do
tipo celular, do estado de diferenciacdo celular, estagio do tumor e seu
background genético. Esse efeito ocorre devido a capacidade de fator de
transcricdo regular genes envolvidos na proliferacdo, diferenciacéo, apoptose,
angiogénese e metéstase, o que lhe confere potencialmente caracteristicas de
alvo para terapia antitumoral (Shaulian et al., 2010). Diante do apresentado
tivemos como hip6tese que as proteinas da familia JUN (JUN, JUNB e JUND)
podem ser proteinas reguladoras do ciclo celular em tumores da suprarrenal, e
que poderiam ser utilizados no diagndstico e progndstico desse tipo de tumor,

ou mesmo, potencialmente, alvos em terapia.
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A analise do padrédo de expressao de genes da familia JUN e do
gene FOS em culturas de células de tumores adrenais por PCR Array,
MOStrou que esses genes estao pouco expressos nessas culturas.

A validacdo da expressao génica dos genes por PCR quantitativo
confirmou os baixos niveis de expressao dos genes estudados.

N&o foi possivel determinar um padrdo de expressdo que
diferenciasse os tipos de culturas celulares estudados, ou mesmo
tumores adultos e pediatricos, através do estudo dos genes da familia
Jun e do gene Fos.

Os tratamentos com ACTH aumentam a expressao da proteina
JUN e JUNB, que podem ter certa importancia em tumores responsivos
a esse hormoénio, e que merecem ser mais bem estudados nesses

tumores.
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