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ABREVIATURAS
ACTH- hormonio adrenocorticotropico
AMP- adenosina mono fosfato
AP-l-activating protein 1
Ap-1lc - seqgiténcia AP-1 consenso
AP-1GRprom- seqii€ncia similar a AP-1 do promotor de GR
AP-1m-~ AP-1 mutante
ATF2- “AMPciclic responsive element binding protein 17
CAT- cloranfenicol acetil fransferase
CRE- “AMP ciclic responsive element”
DMEM- meio Eagle modificado por Dulbecco
DNA - acido desoxirtbonucleico
10- densidade Optica
E. coli- Escherichia coli
FBS- soro fetal bovino
fimoles- fento moles
(G418- neomicina
GAPDH- ghceraldeido 3-fosfato desidrogenase
GDP- guanosina di fosfato
GR- receptor de glicocorticdide
GRE- “glucocorticoid responsive element”- regifio do DNA de ligagdo do GR
GTP- guanosina tri fosfato
H-ras- “Harvey rat sarcoma virus”
INK- “Jun N-terminal kinase”
Kb- kilobases
kDa- kilo Daltons
MEKK ou MAPKKK- “mitogen activating protein kinase kinase kinase”
MMTV- “mamary mouse tumor virus”
NIH3T3 ¢jun- clones de células transfectadas com pRSV c-jun
Rel- valor relativo
RNA-~ 4cido ribonucleico
RPM-~ rotages por minuto
RSV- “Rous sarcoma virus”
SAPK- “stress activating protein kinase”™
SDS- dodecil sulfato de sodio
T1 e T2- dominios de transativagio de GR
TNF- “tumor necrosis factor”
TPA- éster de forbol ( 12-o-tetradecanoilforbol B-acetato )
UV- radiagfio ultra-violeta
v-mos- “Moloney murine sarcoma virus”
v-src- “Rous sarcoma virus” ( oncogene )




RESUMO

Os hormonios glicocorticoides, com conhecida agdo antiinflamatoria e
antitumoral, agem apenas em células com receptores citoplasmaticos
especificos ( GR ), portanto se torna extremamente importante conhecer o0s
mecanismos envolvidos na regulagdo da expressdo destes receptores para
avaliar a resposta ao horménio.

Trabalhos preliminares realizados pelo nosso grupo em c¢élulas
transformadas pelo oncogene EJ-ras apontam para uma regulag@io negativa de
GR a nivel transcricional de GR decorrente desta transformago. Entretanto, a
oncoproteina nfio pode regular diretamente a transcrigiio génica ja que estd
ancorada 8 membrana celular, |

O promotor do gene de GR posswmu um elemento simular a AP-1 e 1sto,
aliado ao fato de que Ras participa diretamente do processo de fosforilagfo de
¢-Jun, sugere que o produto deste proto-oncogene pode ser um dos alvos
mucleares de Ras para a regulagfio do promotor do gene de GR.

O presente trabalho teve como objetivo determinar o papel de c¢-Jun na
regulagdo do promotor do gene de GR ¢ analisar a capacidade de ligagdo da
proteina c-Jun ao elemento AP-1 presente neste promotor.

Para tanto foram gerados clones de células NIH3T3 transfectadas com c-
jun ¢ estes foram analisados quanto a expressfo do RNA mensageiro ( RNAm )
de ¢-jun ¢ GR, bem como as respectivas proteinas por eles codificadas,

A andlise dos dados da expresso de ¢-Jun e GR, a nivel de RNAs
mensageiros ¢ de proteinas, mostram que nos clones onde ha aumento do
RNAm de c-jur ha decréscimo do RNAm de GR, sugerindo que a presenca de
¢-Jun possa atenuar a transcrigdo do gene de GR. Entretanto nem sempre se
encontrou uma correlagdo mversamente proporcional entre 0 RNAm de cjun ¢
de GR. Os valores obtidos apés a determinacdo da concentragéo das proteinas
¢-Jun e GR evidenciam um padrio de regulagdo gémica muito mais complexo.
Novamente ficou constatado que ndo havia correspondéncia entre os valores
dos RNAs mensageiros e proteinas c-Jun e GR.

Foram realizados ainda ensaios de retardamento de mobilidade
eletroforética, utilizando a seqiiéncia AP-1 do promotor do gene de GR e
extratos nucleares dos clones NIH3T3 c-jun. Estes experimentos comprovam
uma regulagdo mais complexa, pois mostram que a proteina c-Jun contida nos
extratos nucleares ndo é capaz de se ligar a seqiéncia similar a AP-1 contida no
promotor do gene de GR. Concluindo que a regulagfio do gene de GR por c-Jun
ndo ¢ dada diretamente por sua interagfo com o elemento especifico contido no
promotor deste gene.



ABSTRACT

Glucocorticoid receptors ( GR ) mediate the cellular response to
glucocorticoid hormones which are known for their anti-inflammatory
and anti-tumoral actions. The mechanisms involved on the regulation of
GR gene expression are extremely important for the cellular response to
the hormone and remain unknown.

Using transient transfections, we have previously reported that
cells transformed with the oncogene EJ-ras had an attenuation on the
GR gene transcription. However, this effect could not be mediated
through a direct action of the oncoprotein on the gene transcription,
once Ras is anchored at the cellular membrane.

An AP-1 like site was found in GR gene promoter and the fact that
Ras protein activates fosforilation of c-Jun suggests that it might be a
Ras’ nuclear target and one of the transcription factors responsible for
the regulation of GR gene expression.

The aim of this work was to settle the role of c-Jun on GR
expression and evaluate the c-Jun ability to bind the AP-1 like site
present on GR gene promoter.

In this study we generated NIH3T3 cells clones stabled transfected
with cjun and analyzed their ¢-Jun and GR mRNA and protein
contents.

We observed that clones with higher c-jun mRNA Jevels have
lower GR mRNA when compared with non transfected cells suggesting
that ¢-Jun can attenuate the GR gene transcription. We did not find a
direct correlation between mRNA and protein levels of both c-jun and
GR. These data indicate that a more complex mechanism may be
mvolved.

Eletrophoretic mobility shift assays were performed to test the
binding of ¢-Jun to the AP-1 like site present on the GR gene promoter.
The results showed that this association is much lower than the one
observed by the consensus AP-1, suggesting that the GR gene
expression regulation by c-Jun does not seem to be due to its interaction
with the AP-1 like site present on the GR gene promoter.



INTRODUCAO

Os corticosterdides t8ém ampla diversidade de agfo e tém sido
bastante estudados nos dois altimos séculos.

Em 1855 Addison j& havia descrito a importincia das glandulas
adrenais. Mais tarde outros pesquisadores demonstrariam os efeitos da
adrenalectomia em animais de laboratério,

O cortex da adrenal, em sua zona fasciculada, sintetiza duas
classes de esterdides a partir do colesterol: os andrégenos e os
corticosteroides. Esta ultima agrupa os glicocorticoides ( cortisol ) e 0s
mineralocorticoides ( aldosterona ) ( Hustracdio 1A ).

Historicamente, o cortisol foi o primeiro corticosterdide a ser
isolado e estudado. Entre as décadas de 30 e 40 deste século, foram
isoladas a cortisona e a hidrocortisona ( llustracdo 1B ) também
chamada de cortisol Somente na década de 50 a aldosterona foi isolada
{ revisado por Korolkovas e Busckhatter, 1982 ).

No homem o cortisol, secretado sob condigbes normais em taxas
de 10-15 mg/dia, é o principal glicocorticoide, sendo responsavel por
cerca de 95% de toda atividade exercida por estes hormdnios ( Esteban
e cols, 1991 ). |

Os hormdnios glicocorticoides participam do  equilibrio
metabolico de glicidios, lipideos e proteinas, sendo estimulados por
estresse psicolégico, fisico ou quimico ( Liddle, 1981 ).

A secregdo do cortisol ¢ controlada pelo hormdnio
adrenocorticotropico { ACTH ), liberado pelo lobo anterior da hipofise,
Este hormdnio ativa a adenil ciclase na membrana das células cortico-

supra-renais. A adenil ciclase induz o AMP ciclico, que atua como



segundo mensageiro € este, por sua vez, induz as enzumas intracelulares
envolvidas na formacdo dos horménios cortico-supra-renais. A principal
enzima em questdo ¢ a desmolase que induz a conversdo inicial do
colesterol em pregnenolona. Qualquer tipo de estresse pode, via
hipotilamo, determinar a liberagdo de ACTH pela adenohipofise que
desencadeara a liberacfo de glicocorticéide para a corrente sangiiinea
{ revisado por Guyton, 1989 ).

Os mamiferos alternam periodos de ingestdo e abstinéncia
alimentar, o que ndo impede um continuo gasto de substratos
energéticos e plasticos necessarios a subsisténcia e as fungfes dos
multiplos tecidos e orgdos. Durante o periodo alimentar existe
armazenamento de substratos na forma de glicogénio, 4cidos graxos e
aminoacidos. Os glicocorticéides conhecidos por "horménios do jejum”
garantem e regulam, junto com o glucagon, as catecolaminas ¢ o0
horménio do crescimento, a transformacio dos substratos armazenados
em energia, num processo denominado gliconeogénese { revisado por
Guyton, 1989 ). Este processo garante a sobrevivéncia de 6rglos ¢
tecidos extremamente dependentes de glicose como o coragdo € o
cérebro, pois ha estimulagio do figado, no jejum, para formagdo de
glicose a partir de aminoacidos e glicerol. Nos tecidos periféricos, 0s
glicocortic6ides diminuem a utilizagfo da glicose e ativam a lipdlise,
provendo de aminoacidos e glicerol a gliconeogénese ( revisado por
Aires, 1986 ).

A participagdo dos glicocorticoides nos mecanismos  de
diminuicio da utilizagdo da glicose periférica ou induglo da
gliconeogénese no figado ainda ndo esta totalmente esclarecida. Sabe-se

que uma de suas fungdes € induzir a transcrigdo de um grande namero



de enzimas do figado envolvidas no processo da gliconeogénese ( Pilkis
e Granner, 1992 ).

A aplicagdo terapéutica dos glicocorticoides ¢ ampla. O uso
clinico normalmente requer doses maiores do que a produgéo fisiologica
destes hormonios, portanto os possiveis efeitos colaterais devem ser
monitorados com cuidado ( Nilton D. Cabral, comunicagéo pessoal ).

Existern muitos mecanismos que estfo envolvidos na supressio da
inflamaciio pelos glicocorticoides. Sabe-se que o hormoénio ¢
responsavel pela diminuigiio da liberagdo de fatores vasoativos e
quimiotaxicos, diminuigio da secre¢do de enzimas lipoliticas e
proteoliticas, decréscimo do extravasamento de leucdcitos na area
afetada e, por fim, diminuigdo de fibrose. Além disso estes hormonios
também exercem importantes efeitos em respostas imunes especificas,
principalmente na redugio da produgdo de citoquinas, suprimindo a
resposta imune ( revisado por Schimmer e Parker, 1996 ).

Reichlin ( 1993 ) propds que estes efeitos do hormonio protegem
o organismo das conseqiiéncias da reagdio inflamatoria. Portanto, os
glicocorticéides teriam efeito benéfico em doengas inflamatérias como
* por exemplo: lupus, glomerulonefrite e artrite reumatoide. No caso desta
ultima, além  da supressdo da inflamagdo pelos mecanismos
‘anteriormente descritos, o hormdnio inibe a expressdo de colagenase e

estromelisina, envolvidas na degeneragfo tecidual que caracteriza esta
doenca ( Brinckerhoff e cols, 1986; Frisch e Ruley, 1987 ). Apés sua
administracdo, nestes casos, a inflamagfo desaparece dentro de 24 a 48
horas ( revisado por Guyton, 1989 ).

A administracio sistémica do hormoénio também tem sido

empregada para tratamento de asma severa cronica ( Greenberger, 1992;



Mc Fadden, 1993 ). Esta doencga promove um quadro inflamatoério e o
horménio pode reverter o processo ( Goldstein e cols, 1994 ). Postula-se
que a administracdo de aerossdis na asma moderada ( Busse, 1993,
Lipworth, 1993; Pavord e Knox, 1993 ) pode ser mais eficaz do que a
administracdo oral ( Barnes, 1995 ).

Em casos de adrenalectomia ou doenca de Addinson o horménio ¢
usado como terapia de reposiclio, requerendo geralmente doses
regulares diarias de prednisona { llustragdo 1B ), um analogo sintético
da hidrocortisona que apresenta uma dupla ligacfio entre os carbonos 1
2 { revisado por Schimmer ¢ Parker, 1996 ).

Os glicocorticoides também sdo indicados para o tratamento de
doencas inflamatérias da pele como eczema e  psoriasis
( Sulzberger e Witten, 1952 ). Estas sdo tratadas com aplicagdes topicas
de triancinolona { lustracio 1B ) ou mesmo com administragdio do
glicocorticoide intravascular ou intramuscular ( Guzzo e Werth, 1996 ).
A triancinolona possui um grupamento 6a-F no anel aromatico e assim
como na prednisona, estas subsfituigbes conferem um aumento
expressivo das atividades hormonais, entre elas a aglo antunflamatoéria.
A presenga deste grupamento promove uma melhor conformagio
espacial e eletronica admitida pelos anéis, 0 que proporciona uma
ligagdo mais forte com o receptor { Korolkovas e Busckhatter, 1982 ).

Além de todas as agBes conhecidas do glicocorticoide na
terapéutica humana, este horménio tem sido associado a um bloqueio
irreversivel no crescimento de células linféides S49 ( Harmon e cols,
1979 ). Ele pode também bloquear a formagdo de foco em certas
culturas celulares mediada por agentes indutores de fumor como 0s

ésteres de forbol ( Scribner e Slaga, 1973 ) e reverter o fenotipo



transformado de células de glioma de rato ( Armelin e cols, 1983;
Valentini e Armelin, 1996 ).

¥ sabido ainda que, in vitro, o horménio glicocorticéide participa
do processo de diferenciagéo celular pois ativa, juntamente com insulina
¢ prolactina, a diferenciag@o de células epiteliais mamadrias ( Danielson e
cols, 1984; Doppler e cols, 1989; Reichmann e cols, 1989 ). In vivo este
horménio também participa de parte do programa de diferenciagdo da
glandula mamaria ( Steinberg e cols, 1975 ) e ainda possui a fungéo de
manter a lacta¢io pois, aliado & prolactina, impede a regressdo glandular
em roedores ( Ossowski e cols, 1979 ).

Portanto, a interferéncia e modificagdo do crescimento ¢
diferenciacdo celulares mediadas pelos glicocorticéides sugerem um
possivel papel antitumoral deste esteréide.

O transporte hormonal na corrente sangiiinea € realizado via
proteinas como a o globulina e a albumina, que impedem a passagem
aleatéria do hormdnio do capilar aos tecidos e aumentam sua
estabilidade ( Guyton, 1989 ).

O hormdnio fica retido, e é funcional, apenas em células com
receptores intracelulares especificos ( Baxter e Funder, 1979 ), que
permanecem inativos quando associados a proteinas de choque térmico,
como a hsp90 ( Joab e cols, 1984; Sanchez e cols, 1985 ).

A ilustragdio 2 apresenta o mecanismo de agdo do hormoénio
glicocorticoide ( A ) ¢ em detalhe sua interagdo com as proteinas de
choque térmico { B ). Ap6s a interagio do hormdnio com o receptor, as
proteinas de choque térmico sfio dissociadas ( Sanchez e cols, 1987 )
por mudanga conformacional do ultimo { Scherrer e cols, 1993 ), ¢ o

complexo horménio-receptor passa a apresentar alta afinidade pelo



nitcleo. Neste, um homodimero contendc duas moléculas receptoras
associa-se a elementos especificos do DNA denominados elementos de
resposta a glicocorticoide ( GRE ) (Tsai e cols, 1989 ), funcionando
como fator de transcﬁg:ﬁo ( Sakai e cols, 1988 ).

O GRE ¢é uma segiéncia palindromica  parcial
AGAACAmnTGTTCT, onde cada metade da sequéncia é ligada por
um mondmero do receptor ( Tsai e cols, 1988, Luisi e cols, 1991 ).
Somente na forma de dimero é que GR € capaz de se ligar ao DNA com
afinidade suficiente para regular a transcri¢dio de um RNA mensageiro
( Tsai e cols, 1989 ), gerando ao final do processo proteinas efetoras que
caracterizam a ag¢@io hormonal ( Spelsberg e cols, 1988 ). O receptor
pode ainda reprimir a transcri¢do de certos genes por mecanismos mais
complexos ainda ndo totalmente esclarecidos ( Diamond e cols, 1990;
Jonat e cols, 1990 ).

O receptor de glicocorticoide ( GR ) pertence & superfamilia dos
receptores esteroidicos que sfo potentes fatores transcricionais
dependentes do ligante especifico ( Evans, 1988; Beato, 1989 ). A
estrutura da molécula é caracterizada por trés dominios funcionais
( Giguere e cols, 1986 ). um de transativagdo amino-termmal, um de
ligacdo ao DNA central e um de ligagdo ao horménio carboxi-terminal
{ O'Malley, 1990; Spanjaard e Chin, 1993 ).

A regiio amino-terminal de GR  possui um dominio de
transativacdo T1 ( Giguere e cols, 1986; Hollenberg e Evans, 1988 ),
cuja funciio parece ser a de aumentar a poténcia estimulatéria da
transcricio. Delecdes nesta regifio podem causar  diminuigdo -do
potencial de trans-ativagdo de GR de 50 a 80% ( O’Malley, 1990 ).



O dominio de ligacio ao DNA possui 66 aminojcidos e ¢
extremamente conservado entre a superfamilia dos receptores
esterofdicos { Green e cols, 1986; Loosfeld ¢ cols, 1986 ). Faz parte
deste dominio uma regido rica em cisteinas ( nove residuos ) que
compde duas estruturas com o formato de "dedos", cada uma
coordenada por um atomo de zinco, denominadas "dedos de zinco”
( Sabbah e cols, 1987; Freedman e cols, 1988 ). Dados da literatura
reportam que a remogHo de uma destas estruturas por delegdo impede a
ligacdo de GR ao DNA e conseqilente regulagfo da transcri¢do génica
( Hollenberg ¢ Evans, 1988 ).

O dominio de ligagio ao hormdnio agrupa outras regides com
fungdes especificas, como por exemplo a regido de interagdo com
protefnas de choque térmico ( Pratt e cols, 1988 ), a regio T2 de
transativagio ( Hollenberg e Evans, 1988 ) e duas regifes de
translocagdo nuclear dependentes de ligagdo ao hormonio ( Picard e
Yamamoto, 1987 ).

Hoje se sabe que cisteinas na posi¢do 638 ¢ 665 do dominio de
ligacdo ao hormdnio s3o responsaveis pela ligagio especifica do
glicocorticoide em seu receptor, Yu e cols { 1995 ) provaram este dado
ao avaliar a capacidade de ligagdo deste dominio a4 dexametasona
( Hustragdo 1B ): a substitui¢ho destes residuos especificos por serina
leva os mutantes a ligar o horménio com dez vezes menos afinidade do
que a apresentada pelo tipo selvagem.

Uma vez que a resposta ao hormdnio glicocorticoide in vivo ou in
vitro ¢ dependente da concentragdo ( Vanderbilt e cols, 1987 ) e

integridade dos receptores ( Byravan e cols, 1991 ), torna-se crucial o

i0



entendimento da regulacio da expressdo do gene codificador da proteina
receptora.

Varios fatores podem modificar a expressdo do gene de GR,
inclusive o préprio receptor { Okret e cols, 1991 ). Ha alguns anos
varios grupos tém sugerido que células transformadas por oncogenes
apresentam alteracdes na resposta a glicocorticoide.

Sabe-se que a diferenciacdo de pré-adipéeitos, normalmente
induzida por glicocorticéide, ¢ 1mibida pelo oncogene v-mos
( “Moloney murine sarcoma virus” ) ( Greenberger e cols, 1979 ) e que
v-mos atenua ainda a induc@io da expressdo do gene da metalotioneina
mediada por glicocorticoide ( Hamilton e DeFranco, 1989 ).

Jaggi e cols ( 1986 ) mostraram que a atividade transcricional do
promotor de MMTV ( “mamary mouse tumor virus” ), dependente de
glicocorticdide, estava diminuida em celulas transformadas pelos
oncogenes H-ras ( “Harvey rat sarcoma virus™ ) & V-mos.
Posteriormente, este mesmo grupo demonstrou que a presenga das
proteinas codificadas pelos oncogenes H-ras, v-mos e v-src { “Rous
sarcoma virus” ) levava a um declinio no numero de GR retidos no
nucleo  celular, o que evidenciava uma  diferenga de
compartimentalizagfo e sugeria a existéncia de algum mecanismo de
seqliestro desta proteina no citoplasma que a tornava inativa ( Jaggi e
cols, 1989).

Martins ¢ Brentani { 1990 ) constataram a diminui¢do no namero
de receptores de glicocorticoide em células transformadas com o
oncogene H-ras. Em um trabalho posterior mostrou-se que nestas
células com alta expressdo de Ras mutado, havia redugio da transcrigdo

do gene do receptor de glicocorticoide ( Martins e cols, 1995 ).
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Entretanto, os mecanismos que levam a regulaglio do gene de GR por
Ras nfo sdo ainda totalmente conhecidos.

A proteina Ras estd ancorada & membrana celular ( Barbacid,
1987 ) e ndo poderia regular diretamente a transcrigdo génica. A partir
destes dados, nosso grupo deu inicio 4 investigagdo dos possiveis alvos
nucleares de Ras que funcionariam como intermedi4rios no processo de
regulaciio da expressdo génica de GR.

A proteina Ras normal ¢ ligada a GDP ( guanosina di-fosfato ) e
quando ativada associa-se & GTP ( guanosina tri-fosfato ) e desencadeia
uma cascata de fosforilagBes que sdo responsaveis pela transducdo do
sinal inicialmente deflagrado ( Barbacid, 1987, Lowy ¢ Willumsem,
1993 ). Este ¢ interrompido quando GTP € hidrolizado da molécula de
Ras, que volta a se associar @ GDP. A oncoproteina Ras tem grande
afinidade por GTP e ¢ incapaz de hidrolisa-lo do seu sitio ativo, o que
leva a uma transducdo constante e alterada de sinal
{ Haubruck e McCormick, 1991 ).

Uma das proteinas quinases envolvidas na transdug@o de sinal
desencadeada por Ras ¢ MEKK também conhecida por MAPKKK
{ “mitogen activating protein kinase kinase kinase” ), que € capaz de
induzir a transcricdo de fatores de transcrigdio como c¢-Jun, um membro
da familia AP-1, e ATF2 ( “AMP ciclic responsive element binding
protein 17 ) ( revisado por Marshall, 1995 ).

Além de poder ativar a transcrigdo dessas proteinas, Ras ativada
também ¢ capaz de induzir indiretamente via SAPKs ( “Stress activating
protein kinase™ ), a fosforilagéio e, portanto, a atividade transcricional de
c-Jun ( Smeal e cols, 1991; Lin e cols, 1995 ) ¢ ATF2, resultando em um
aumento da transcricdo dos genes-alvo { Pronk e Bos, 1994 ).

i2



Qs fatores de transcricio da familia AP-1 nfio sdo induzidos
apenas por Ras. Outros agentes como ésteres de forbol, radiagdo UV,
TNFo. ( "Tumor Necrosis Factor” ) e fatores de crescimento do soro
( Angel e cols, 1987; Schontal e cols, 1988: Stein e cols, 1988; Brenner
e cols, 1989; Stein e cols, 1989 ) podem fazé-lo.

A familia AP-1 agrupa as sub-familias Jun: c-Jun ( Bos e cols,
1988 ), JunB ( Ryder e cols, 1988 ) e JunD ( Hirai ¢ cols, 1989, Ryder ¢
cols, 1989, Fos: ¢-Fos ( Franza e cols, 1987 ), Fra-1 ( Cohen ¢ Curran,
1988 ), Fra-2 ( Matsui e cols, 1990, Nishina e cols, 1990 } e FosB
( Zerial e cols, 1989 ). Os membros de uma sub-familia formam
heterodimeros com os de outra sub-familia. Entretanto, sé o0s
componentes da sub-familia Jun sio capazes de formar homodimeros
{ Ryseck e Bravo, 1991 ). As recém isoladas proteinas Maf como c-Maf
( Kataoka e cols, 1993 ), MafB ( Kataoka e cols, 1994 ), Maik, MaffF ¢
MafG ( Kataoka e cols, 1995 ) podem se complexar a Jun e Fos ¢
estender o potencial regulatério de AP-1 ( Jurdic e cols, 1995 ) . |

Os membros da familia AP-1 sfio proteinas com estrutura em o-
hélice que interagem em uma regifio rica em leucinas, denominada
primeiramente por Landschultz e cols ( 1988 ) de "ziper de leucina’,
formando heterodimeros ( revisado por Ryseck e Bravo, 1991 ).

Glover e Harrison { 1995 ) mostraram, a partir de experimentos de
cristalografia, que ¢-Fos e c-Jun quando complexados ligam-se a fita
dupla de vinte nucleotideos do DNA que contem um elemento de
regulacio denominado AP-1 ( 5- TGACTCA -3') pelas extremidades
aminoterminais de ambos os monomeros. Fos e Jun realizam desta
forma contato idéntico com o elemento AP-1 do DNA ( Ellenberger ¢

cols, 1992 ). Uma vez ocorrida a dimerizagdo ¢ a intera¢do com o0
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- elemento AP-1 no DNA, a transcri¢do de um grande niimero de genes
envolvidos com o controle do crescimento ¢ a diferenciagdo cehulares é
regulada ( revisado por Berko-Flint, 1994 ).

Sabe-se que a concentragdo de GR ( Cidlowisk ¢ Cidlowisk,
1982 ), assim como os membros de AP-1 ( Nishikura ¢ Murray, 1987,
Ryseck e cols, 1988 ), vana durante o ciclo celular e que TPA
( 12-O-tetradecanoilforbol-3-acetato .), um ¢ster de forbol, inibe a
transcrigdo do gene de GR ( Vig e Vedeckis, 1992 ). Além disso, uma
regifio semelhante ao elemento AP-1 foi identificada no promotor do
gene de GR humano ( Zong e cols, 1990 ).

Estes dados apontam para um possivel papel dos membros da
familia AP-1 na regulacio da expressfio de GR. Além disso, permitem
sugerir que estas proteinas sejam pelo menos um dos alvos de Ras no
110$S0 sistema.

Experimentos de transfeccdo transitéria, preliminares a este
trabalho, realizados em células NIH3T3 mostraram que a co-expressao
tanto de c-jun como de v-jun, ac contrario de outros membros da famiha
AP-1, como junB, junD e c-fos, fazia reduzir a atividade do promotor
do gene de GR humano de forma dose dependente ( Martins e cols, néo
publicado ).

Partindo destas evidéncias, iniciou-se o presente trabalho na
tentativa de avaliar a regulagfo endégena do promotor do gene do
receptor de glicocorticoide de camundongo pela proteina c-Jun.

Com esta finalidade, células da linhagem 3T3 de fibroblastos de
camundongo foram co-transfectadas com os vetores pRSVce-jun ¢
pSV2Zneo ( resisténcia a neomicina ), de onde isolaram-se clones

denominados NIH3T3c-jum, resistentes ao antibiotico selecionador.
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Fstes clones foram analisados quanto a expressdo dos RNA Mensageiros
de c-jun e de GR por ensaios de “Northern blot”, tendo suas proteinas
Jun e GR foram quantificadas respectivamente por ensaios “Western
blot” e de ligagio ao horménio radioativo.

Baseando-se ainda nos dados de Zong e cols { 1990 ), que
identificaram uma seqiténcia semelhante a AP-1 no promotor de GR
humano, foram realizados ensaios de retardamento de mobilidade
eletroforética ( “eletrophoretic mobility shift assay” ). Estes tiveram
como finalidade determinar se a ligagdo de c-Jun a esta regiio do
promotor seria tdo especifica € forte a ponto de poder regular a
transcricdo do gene de GR e desta forma diminuir as concentragdes da

proteina receptora.
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A- Biossintese simplificada dos corticosterdides que mostra os dois compostos principais
representativos dos grupos dos mineralocorticoides { aldosterona ) e dos glicocorucdides
( cortisol ).B- Representagio de derivados sintéticos da hidrocortisona ( ou cortisol )
evidenciando que as estruturas niio sio completamente planares { lichas pontithadas que se
projetam do plano ). Os grupos ligados aos anéis esteroidicos sio importantes determinantes
da especificidade da atividade bioldgica exercida.
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A- Mecanismo de agdo do hormonio glicocorticoide. Em verde estd representada a proteina
sérica transportadora do hormdnio ( H ). Apds a entrada na célula este se associa ao
receptor ( R ) que permanecia inativo devido associag@o a proteinas de choque térmico ( em
preto ). A liberagdo destas permite que o complexo migre para o nicleo onde funcionara
como fator de transcrigdo induzindo ou reprimindo a transcrigdo de determinados genes. B-
Interagdo de GR com a proteina de choque térmico hsp 90, estabilizada por molibdato ( M ),
evidenciando que a ligagdo do hormdnio ( H ) leva a dissociag@o deste complexo. O GR ¢
entdo capaz de interagir com regides especificas do DNA ( GRE ) através de dominios
denominados “dedos de zinco” ( Scherrer € cols, 1993 ).
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MATERIAIS E METODOS

1- Amplificacdio dos vetores de expressido (Sambrook & cols,
1989)

1.1- Crescimento ¢ transformacfo de bactérias competentes
( Mandel e Higa, 1970; Cohen e cols, 1972; Oishi e Cosloy, 1972 )

Bactérias E. coli cepa HB101 ( GIBCO-BRL Gaithersburg, M.D.
USA ) foram crescidas em meio LB ( 5g/l extrato de levedura, 10g/1
triptona € 5g/l de NaCl pH 7,2 ). Triptona ¢ extrato de levedura foram
adquiridos da INTERLAB SP, Brasil. Ao atingir a fase exponencial de

crescimento ( DO de 0,3 ) puderam ser tornadas competentes a partir do
tratamento com CaCl,: centrifugou-se a cultura, lavou-se o precipitado

com solucdo A ( 10mM MOPS pH 6,5; 10mM RbCl, }, e ressuspendeu-
se em solugdo B ( CaCl, 50mM, 10mM MOPS pH 6,5; 10mM RbCl, );
na quantidade de 1/4 do volume total usado para o crescimento, seguiu-
se uma incuba¢do & 4°C por 20 minutos. Estas bactérias sdo ditas
competentes e puderam ser estocadas em solugio B mais 10% de
glicerol ( MERCK Darmstadt, Alemanha ) a -70°C.

Aliquotas de 20 pl de bactérias competentes foram incubadas a
4°C por 30 min com 200 ng do plasmideo de interesse:
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Plasmideo Gene codificado Referéncia

pSVaneo Aminoglicosideo Southern e Berg, 1982
fosfotransferase
pRSVe-jun Cejun Doucas e cols, 1991
pSV2ZWREC GR Danielsen e cols, 1986
phGRprom cloranfenicol acetiltransferase Zong e cols, 1990
CAT
pCMVPgal f3 galactosidase MacGregor e Caskey,
1985
pGPDN3 gliceraldeido 3-fosfato Fort e cols, 1985
desidrogenase ( GAPDH )

A isto seguiu-se um choque térmico a 42°C por 60 segundos. As
bactérias receberam entdo 1ml de meio LB e permaneceram por 1 hora a
37°C. Estas foram plaqueadas em LB contende 15 g/l de bacto agar
( INTERLAB SP, Brasil ) e o antibidtico selecionador: ampicilina 100
ng/ml. As bactérias resistentes sofreram mais duas passagens para novo
meio s6lido com antibiotico e s6 entdo foram mantidas em estoque a

~70°C para posterior crescimento em larga escala.

1.2- Crescimento de bactérias em larga escala e isolamento do
DNA plasmidial ( Birnboim e Doly, 1979; Ish-Horowicz e Burke,
1981, modificados )

Suspensdes de bactérias transformadas com o plasmideo de

interesse foram crescidas em 250ml de LB + ampicilina ( 100 ug/ml ) a
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37°C  por 14 horas, em agitagdo constante. As bactérias foram
recuperadas por centrifugacdo a 6.000xg por 15 minutos a 4°C, lavadas
com STE ( 10mM Tris HCl pH8, 1mM EDTA, 100mM NaCl ) e
ressuspensas em 10ml de solugio I ( 50 mM glicose, 25mM Tris. HCI
pH 8, 10 mM EDTA ) mais 10 mg/ml de lisozima ( SIGMA
CHEMICAL CO. St. Louis, M. O. USA ) recém preparada. Apés 20
minutos 4 4°C, 20ml da solucdio I ( 0,2N NaOH, 1% SDS ) foram
adicionados lentamente até lise total das bactérias. Acrescentou-se entao
15ml de solucdo I ( acetato de potassio 3M pH5,5 ). As amostras
foram incubadas por 15 minutos & 4°C e a seguir centrifugadas a
20.000xg por 20 minutos. O sobrenadante foi recuperado e precipitado
pela adigdo de 2 volumes de etanol absoluto durante 1 hora a - 20°C. O
DNA foi recuperado por centrifugacfo a 20.000xg por 20 minutos, a

4°C, e seco.

1.3- Purificacio do DNA plasmidial por centrifugacio de

equilibrio em cloreto de césio (Ausubel e cols, 1994 )

O precipitado de DNA obtido no sub-item 1.2 foi ressuspenso em
4ml de TE pH 8 ( 10mM Tris. HCI, ImM EDTA ) e a esta solugdo foi
adicionado 4 4 g de cloreto de césio e 0,4 ml de brometo de etideo 10
mg/ml ( ambos da SIGMA CHEMICAL CO. St. Louis, M. O. USA ). O
gradiente de cloreto de césio foi formado apos centrifugacdo a
350.000xg por 14 horas num rotor Beckman VTi80. A banda inferior
correspondente a0 DNA plasmidial foi removida do tubo por succdo
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com uma agutha 20G. O brometo de etideo foi removido por extragdes
segilenciais com 4lcool isoamilico. Adicionou-se entao 3 volumes de
4gua, uma concentragdo final de 0,3M de acetato de sddio e 2 volumes
de etanol. O DNA pdde entdo ser recuperado por centrifugacio a
20.000xg por 20 minutos & 4°C, reprecipitado e ressuspenso €m agua.

A concentracio do DNA foi determinada apos leitura no
comprimento de onda de 260nm ( 1DO = 50pg/ml ) e sua pureza dada
pela relagfio 260/280nm que fo1 sempre superior a 1,8.

2~ Cultivo de células

A linhagem NIH3T3 derivada de fibroblastos de camundongo da
raca suiga foi cultivada em meio Eagle modificado por Dulbecco
( DMEM da SIGMA CHEMICAL CO. St. Louis, M. Q. USA ) contendo
1.2 g/l de NaHCO3, suplementado com 10% de soro fetal bovino
( FBS ) ( CULTILAB SP, Brasil ). Os clones de células NIH31T3 c-jun
foram mantidos no mesmo meio de cultura que as parentais sendo que a
concentracio de soro utilizada dependeu de cada ensaio especifico.

Toda cultura foi mantida em estufa a 37°C com atmosfera
constante de 5% de CO7.

3- Transfeccio celular estavel

O método descrito por Chen ¢ Okayama ( 1988 ) permite que 0

DNA seja introduzido na célula por precipitagdo com fosfato de calcio.
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As células foram plaqueadas um dia antes da transfeccdo de forma que,
no dia da transfeccdo, sua confluéncia atingiu 60%. Duas horas antes da
transfeccio as células receberam DMEM fresco suplementado com 10%
de FBS.

Os DNAs transfectados, c-jun ( 0,13pg/cm2 ) € pSV,neo { 0,013

pg/em’), foram precipitados previamente com etanol € ressuspensos em
450 pl de agua estéril mais 50 pl de 2,5M de CaClp. Um volume de

500! de tampdo 2x HeBs ( 0,28M NaCl, 50 mM Hepes, 1,48mM
NapHPO4 pH 7,05 ) foi gotejado sob esta soluglo ¢ agitado lentamente.
Apos 20 minutos & temperatura ambiente, a suspensdo foi adicionada as
placas de forma que seu volume fosse 1/10 do meio de cultura.
Proceden-se uma incubagdo por 16 horas a 37°C. Apés este periodo o
meio foi desprezado e as células foram submetidas a um choque de
glicerol ( 10% glicerol em DMEM ) por 60 segundos. A seguir, as
células foram re-alimentadas com meio DMEM fresco acrescido de
10% de FBS.

Dois dias ap6s a transfeccio as células foram repicadas em uma
diluicdio de 1:15 e selecionadas com 0,5mg/ml de neomicina ( G418 da
GIBCO-BRL Gaithersburg, M.D. USA ) durante 12 dias. Coldnias
independentes foram recolhidas das placas com o uso de anéis de
clonagem e plaqueadas isoladamente. Parte das células de cada clone foi
congelada para manutengdo do estoque e a outra parte foi utilizada nos

experimentos.

4- Transfeccio celular transitoria
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Para as transfecgBes transitérias células NIH3T3 foram co-
transfectadas com o plasmideo contendo o gene codificador de c-Jun
( pRSVc-jun ) em concentragoes crescentes de 0,5; 1,0; 2,5, 5,0, 7,5, 10
e 20 pg/150cm® mais ZO}Lg}CHlZ do plasmideo contendo o gene
codificador da enzima cloranfénicol acetil-transferase ( CAT ) sob
controle do promotor de GR humano ( phGRpromCAT ) e 20pg/cm” do
plasmideo codificador da B-galactosidase ( pCMVB-gal ). Este
procedimento foi realizado como o descrito anteriormente 4 exce¢do da
suplementagdo de soro que apés o chogue de glicerol foi de 1% em
DMEM fresco. Apés 48 horas da transfeccdo, as células foram
removidas com a ajuda de um policial de borracha e lavadas duas vezes
com PBS. O precipitado celular de uma garrafa de 150 cm? fol
ressuspenso em 180pl de 0,25M Tris. HCl pH 7,5 e lisade por quatro
ciclos de congelamento/descongelamento ( gelo seco mais etanol/37
°C ). O lisado foi centrifugado a 22.000%xg por 15 minutos a 4°C e o

sobrenadante recuperado.

5. Dosagem da atividade de B-galactosidase ( Sambrook e ¢ols,
1989 ) |

Uma aliquota de 30 pl do extrato celular obtido no item 4 foi
incubada a 37°C com 3ul de solugdo 100x Mg ( 0,1M MgCl,, 4 5M B-

mercaptoetanol), 66ul o-nitrofenil-D-galactopiranosideo (4 mg/ml em

fosfato de sodio 0,1M pH 7,5) e 201ul de fosfato de sédio 0,1M pH 7.5.
A reagiio foi finalizada pela adigdo de 0,7ml de Na,CO, 1M. A atividade

da enzima foi determinada pela leitura do produto da reagdo no
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comprimento de onda de 420nm, que apresenta valores lineares de
densidade 6ptica ( DO ) entre 0,2 e 0,8. A atividade enzimatica pode
entio ser expressa em DO/min/ml extrato, sendo que o tempo
considerado fo1 aquele computado durante cada reagio.

Estes valores foram utilizados para normalizagfio da eficiéncia de

transfeccdo nos varios grupos.

6- Dosagem da atividade de CAT ( Gorman e cols, 1982,
modificado por Sambrook e cols, 1989 )

O restante do extrato celular obtido no item 4 foi aquecido a 65°C
por 10 minutos e centrifugado a 22.000xg por 15 minutos a 4°C.
Segundo Crabb e Dixon (1987) este tratamento leva a um aumento de
sensibilidade da dosagem da atividade de CAT. O sobrenadante
recuperado foi ensaiado, depois de ter seus volumes normalizados pela
atividade de B-galactosidase (dosada como descrito no item 5 ), que foi
o controle interno da eficiéncia de transfecgéo. |

Amostras destes extratos contendo a mesma atividade total de B-
galactosidase ( item 5 ) foram incubadas com acetil Coenzima A 0,5mM
{ concentragdo final ), Tris HCI 0,25M pH7,5 ( concentragdo final ) e
4pl de 0,025uCiful [14C] cloranfenicol ( 50-60 mCi/mmol ), a 37°C, por
7 horas. O cloranfenicol e seus produtos acetilados foram extraidos com
1ml de acetato de etila que posteriormente foi evaporado com o uso de
um "speed vac" ( Savant ). Cada amostra pdde ser entdo ressuspensa em
20u! de acetato de etila e aplicada a uma placa de gel de silica poliester. |

Os produtos acetilados foram separados em um tanque de cromatografia
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com 350ml de uma solugio contendo cloroférmio/metanol (95:5). Um
filme de raio X ( KODAK 8P, Brasil ) foi exposto & placa até obtengéo
de sinal adequado. Para melhor quantificacdo, as bandas dos produtos
acetilados foram recortadas da placa de silica e sua radioatividade

avaliada em um contador de cintilagdo liquida Beckman LS 6800.

7- Isolamento do RNA celular ( Cox, 1968; Glisin e cols, 1973;
Puissant ¢ Houdebine 1990; Ausubel e cols, 1994 )

As células foram crescidas em DMEM acrescido de 10% de FBS
até a confluéncia em uma superficie de 150 cm?, apés o que foram
lisadas com 3,5ml de solucdo de guanidina ( 4M isotiocianato de
guanidina, 25mM acetato de sédio pH 7,0, 0,1M B-mercaptoetanol,
0,5% N-laurilsarcosina ). O lisado viscoso 1ci passado 5 vezes atraves
de uma agulha de 21G, para quebra do DNA cromossomal e diminuigdo
de sua viscosidade. O lisado foi entfo colocado sobre um colchdo de 1,5
ml de cloreto de césio 5,7 M ( dissolvido em 0,1M EDTA pH §,0 ). e
centrifugado a 25.000 rpm num rotor Beckman SW41, por 16 horas, a
15°C. O sobrenadante foi removido e o precipitado contendo o RNA
seco dissolvido em 0,3 ml de 4gua, e reprecipitado com etanol absoluto.
Apos ser re-dissolvido em 4gua a sua quantificagdo foi feita por leitura
da densidade optica a 260nm ( 1 DO= 40ug/ml de RNA ). O RNA
utilizado possuia uma razdo 260/280 nm, que indica a pureza deste,

sempre superior a 1,8.
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8- "Northern blotting"

Fste método descrito anteriormente por Housley e Forsthoefel
( 1989 ) foi efetuado para analise do RNA isolado dos clones celulares.

Foram misturadas amostras de 20 ug de RNA isolado com 5 pl de
tampao MOPS 10x ( 0,2M MOPS pH 7,0; 0,05M acetato de s6dio;
0,01M EDTA pH8,0 ), 875ul de formaldefido 37 % e 25 ul de
formamida para um volume total de 50ul e incubadas por 15 minutos a
65°C. O RNA foi a seguir separado por eletroforese num gel de agarose
1,2% preparado com 10% do volume de tampdo MOPS 10x e 3% de
formaldeido 37%. O RNA foi entdo transferido por capilaridade com
20x SSC ( 3,0M NaCl, 0,3M citrato de s6dio pH 7 ) para uma
membrana de nylon ( Hybond N da AMERSHAM INTERNATIONAL
Buckinghamshire, Inglaterra ) e ligado covalentemente a esta por
exposicdo & luz ultravioleta por 4 minutos. As membranas foram pré
hibridizadas com S5x SSPE ( 0,75M NaCl, 0,05M NaHoPO4, 4mM
EDTA pH7.4 ), 5x solug@io de Denhardt's { 0,05 g/ml Ficoll 400, 0,05
g/ml polivinilpirolidona, 0,05 g/ml de soroalbumina bovina } 100 pg/inl
de DNA de esperma de salmdo e 50% de formamida, durante 20 horas,
a 42°C. A hibridizac¢do das membranas foi feita da mesma forma, a ndo
ser pelo acréscimo de 10% de sulfato de dexirana e a sonda radioativa.

Os fragmentos de 1,0 Kb do plasmideo pSV,WREC/Hind 1l
{ Danielsen ¢ cols, 1986 ) e o plasmideo pRSVe-jun ( Doucas € cols,
1991 ) foram utilizados como sondas para detecgdo dos RNAs
mensageiros de GR e c-jun, respectivamente. O plasmideo pGPDNS
{ Fort e cols, 1985 ) foi usado como sonda para 0 RNAm de GAPDH,

que serviu como controle interno para normalizacfio da quantidade de
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RNA total usado para cada amostra. Os DNAs utilizados como sonda
foram marcados com [o3?P] dCTP pelo método de "random priming"
( Feinberg e Vogelstein, 1983 ) usando o kit "random primer” da
GIBCO-BRIL, Gaithersburg, M.D. USA. Cada membrana recebeu 2 X
106 cpm de sonda /ml de solugdo ou 109 cpm/ug de DNA marcado.
Apos a incubagdio, as membranas foram lavadas 2 vezes com SSPE 2x
{ 0,3M NaCl, 0,02M NaH,PO,, 2mM EDTA pH 7,4 ) /0,1% SDS, 2
vezes com SSPE 0.2x/0,1% SDS e 2 vezes com SSPE 0,1x/0,1% SDS.
Todas as lavagens foram efetuadas por 15 minutos sendo as com SSPE
2x ou 0,2x 4 temperatura ambiente e as com SSPE 0,1x a 52°C. Filmes
de raio X ( KODAK SP, Brasil ) foram expostos as membranas a -70°C
até obtencdio de sinal adequado. Os sinais impressionadas no filme
foram quantificadas em um densitdmetro LKB ULTROSCAN XL da
PHARMACIA Uppsala, Suiga. Os valores normalizados do mRNA de
interesse foram dados pela razéo entre o sinal apresentado pela amostra
ap6s hibridiza¢do com a sonda adequada ¢ o valor apresentado apos
hibridizagdo com o DNA do controle interno: GAPDH.

9- Quantificacio do receptor de glicocorticdide

9.1- Preparo de extratos celulares ( Martins e Brentani, 1990,

modificado )

Células crescidas em DMEM acrescido de 10% de FBS até a

confluéneia foram removidas das garrafas com uso de um policial de
borracha, lavadas duas vezes com PBS ( 1,5mM KH,PO,, 137mM
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NaCl, 3mM KCl, 10mM Na,HPO, pH7.4 ) e ressuspensas em TH
( 10mM Hepes pH 7,35, 20mM molibdato de sodio e ImM EDTA ),
ap6s o que foram congeladas em gelo seco mais etanol e descongeladas
4 4°C por 5 ciclos e centrifugadas a 22.000 xg por 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante formado foi denominado citosol ¢ sua concentracdo

protéica foi determinada pelo método de Bradford ( 1976).

9.2 -Ligacdio as hormonio radioativo ( Martins e Brentani,
1990 )

Aliquotas de 45ul de citosol foram incubadas em triplicata
com Sul de ["H] Dexametasona com atividade especifica de 84 Ci/mmol
( AMERSHAM INTERNATIONAL Buckinghamshire, Inglaterra )
diluida em etanol 20% para concentragdo final de 20 x 10° M, na
presenga ou auséncia de concentragBes 200 vezes maiores de
Dexametasona radioinerte. Apos incubagfo de 3 horas, 4 4°C, seguiu-se
adicio de 75ul de uma suspensdo de carvio dextrana ( 2,5% carvio,
025% dextrana T70, em etanol 75% ) adquirida da WIEN
LABORATORIES INC Succasunna, N. J., USA. Apés 10 minutos de
incubacdo a 4°C e centrifugagdo a 22.000xg, aliquotas de 100 ul do
sobrenadante foram retiradas e sua radioatividade avaliada em um
contador de cintilacdo liguida Beckman LS 6800.

A quantificagio do numero de receptores de glicocorticoide for

feita segundo descrito por Scatchard (1949 ).
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10- Quantificacio da preteina c-Jun

10.1- Preparo de extrato celular ( Sambrook e cols, 1989,

modificado )

Para este ensaio foram utilizadas células NIH3T3 e NIH3T3 c-jun
crescidas em  garrafas de 150cm?, até a confluéncia em DMEM
acrescido de 10% de FBS, células NIH3T3 crescidas em DMEM
acrescido de 10% de FBS e carenciadas por 48 horas em DMEM
acrescido de 1% de FBS e células reestimuladas com DMEM acrescido
de 20% de FBS apos a caréncia.

As células foram removidas das garrafas com auxilio de um
policial de borracha e lavadas duas vezes com PBS. O precipitado foi
entdio ressuspenso em 100 yl de tampfo RIPA ( 10mM Tris HCI pH 7.5;
150mM NaCl ; 1% Nonidet P40; 1% deoxicolato de sddio ) acrescido
de 1mM fenil metil sulfonil floride ( PMSF ), ImM benzamidina, ImM
leupeptina e 1mM aprotinina ( todos da SIGMA CHEMICAL CO. St
Louis, M. O. USA ) ¢ deixado a 4°C em agitacfio constante. Apos 30
minutos, o lisado foi fervido por 5 minutos, centrifugado a 22000xg por
15 minutos ¢ o sobrenadante recuperado. A este, foi adicionado mais
ImM dos inibidores de protease e o extrato celular pdde ser entdo
estocado a -70°C, sendo dosada a proteina pelo método de Bradford

{ 1976 ) antes de cada ensaio.
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10.2- Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante
( Laemmli, 1987 ) e quantificacdo da proteina Jun com anticorpo
especifico ( “Western blot” ) ( Towbin e cols, 1979; Burnette, 1981)

Aliquotas dos extratos celulares contendo 100ug de proteina total
foram separadas por eletroforese em um gel de poliacrilamida ( 10% )
em tampdo 2,5mM Tris pH 7.4, 19mM glicina, 0,1% SDS. O gel fot
entdo transferido para membrana de nitrocelulose em tampdo de
transferéncia { 20mM Tris pH 7,4, 150mM glicina e 20% de metanol )
por no minimo 12 horas, ¢ esta corada com reagente de Ponceau
( 0,2% em 4gua ). A membrana foi entdo bloqueada em 5% de leite
desnatado |
( Molico ) em TBST { 20mM Tris pH 7,4, 150mM NaCl, 0,05% Tween
20 ), por 2 horas, a temperatura ambiente. Bstas foram a seguir
incubadas com anticorpo de coelho especifico contra ¢-Jun 100ug/ml
( SC45- SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY California, USA ) na
diluicio 1:200 em TBST, por 2 horas, a temperatura ambiente.
Seguiram-se entdo 3 lavagens com TBST, 10 minutos cada, a
temperatura ambiente. As membranas foram incubadas a seguir com o
anticorpo  anti-coetho peroxidase ( Kit ECL da AMERSHAM
INTERNATIONAL Buckinghamshire, Inglaterra ) na diluigdo 1:1000
em TBST, a temperatura ambiente, por 1 hora. Seguiram-se mais trés
lavagens com TBST, 10 minutos cada a temperatura ambiente. O ensaio
foi revelado por intermédio de uma reagdo de quimioluminescéncia
segundo as determinagdes do Kit. Filmes de raio X ( KODAK SP,
Brasil ) foram expostos s membranas por periodos curtos de tempo

( 1 a 5 minutos ) durante a emissdo de luz proveniente da reagdo
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quimica do Juminol ( Isacsson e Watermark, 1974; Rosewell ¢ White,
1978; Whitehead e cols, 1979 ) e as bandas tmpressas foram
quantificadas por densitometria.

Cabe aqui a explicagdo de que para cada gel foi corrido o controle
de células NIH3T3 normais crescidas até a confluéncia em 10% de FBS.
A quantificaglio por densitometria das bandas impressas no filme foi
sempre relativa ao controle de células NIH3T3 em 10% de FBS na

confluéneia.

11- Ensaio de retardamento de mobilidade -eletroforética
( Ausubel e cols, 1994 )

11.1- Preparo de extrato nuclear ( Dignam e cols, 1983;
Ausubel e cols, 1994 )

Células NTH3T3 e NIH3T3 ¢-jun crescidas em DMEM acrescido
de 10% de FBS até a confluéneia, foram retiradas das garrafas ¢ lavadas
com PBS. Apos o que foram lisadas em tamp@o hipotdnico
( 10mM Hepes pH 7,9 &4 4°C, 1,5mM MgCl2. 6H20, 10mM KCl,
0.2mM PMSF, 0,5mM DTT ) e homogeneizadas em um triturador de
tecido com pistilo de teflon ( THOMAS COMPANY Philadelphia,
P A, USA)

Os nucleos foram obtidos por centrifugacio a 1500xg, lavados em
tampdo hipotdnico e re-centrifugados a 1500xg. O precipitado de
nucleos foi entdo ressuspenso em tampdo de baixa concentragdo salina
( 20mM KC1, 20mM Hepes pH 7,9 4 4° C, 25% glicerol, 1,5 mM
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MgCl,, 0,02mM EDTA, 0,2mM PMSF, 0,5mM DTT ) e posteriormente
adicionado lentamente tampio de alta concentrag@o salina ( 1M KCL,
20mM Hepes pH 7,9 4 4° C, 25% glicerol, 1,5 mM MgCl, 0,02mM
EDTA, 02mM PMSF, 0,5mM DTT ) na proporgao 1:2. A mistura
permaneceu sob agitagdo constante por 30 min 4 4°C.

O sobrenadante, ap6s centrifugagdo, constitui o extrato nuclear
contendo a proteina c-Jun. Este extrato apresentava alta concentragdo
salina sendo, portanto, dialisado contra tampdo de dialise ( 100mM KCli,
20mM Hepes pH 7,9 a4 4° C , 20% glicerol, 1,5 mM MgCls, 0,2mM
EDTA, 0,2mM PMSF, 0,5mMDTT ) por 2 horas e sua condutividade
constantemente monitorada até se obter concentragdo salina igual a do

tampio de dialise.

11.2- Imunedeplecio

Aliguotas dos extratos nucleares foram incubadas com anticorpo
policlonal de coelho contra c-Jun ( SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY
Califérnia, USA ), a 4°C, por 16 horas. Foi, entdo, adicionada as
amostras proteina A sepharose { SIGMA CHEMICAL CO. St. Louis, M.
0. USA ) equilibrada com tampdo Tris 100mM pH 7.4 e estas
incubadas sob agitagfio constante por 2 horas a 4°C. O complexo de
c-Jun/anticorpo ligado & proteina A sepharose fol desprezado € o
sobrenadante, subtraido apenas de c-Jun, foi utilizado nos ensaios de

mobilidade eletroforética.
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11.3- Ensaio de mobilidade eletroforética ( Fried e Crothers,
1981: Garner e Revzin, 1981; Hendrickson e Schleif, 1984 )

Foram sintetizadas no Instituto Ludwig de Pesquisa Sobre o
Cancer- SP as sequéncias do DNA simples fita contendo contendo o
elemento AP-1 nfo consenso contido no promotor de GR humano:
5 TCGAAGTGACACACTTCACGC-3’ ¢ 3'- AGCTTCACTGAGAG
AAGTGCG- 5. Estas foram separadamente ressuspensas em 10mM

Tris Hel pH 7.6, aquecidas, por 5 minutos, a 100°C e imediatamente
transferidas para um banho de gelo acrescido de etanol. Este processo
permite a separagdo e linearizago das fitas. Apos isto as fitas de DNA
foram misturadas e puderam ser aneladas por ciclos de temperatura: 7
minutos a 25°C, 15 minutos a 65°C, 20 minutos a 37°C ¢ 20 minutos a
25°C. |

O oligonucleotideo ento formado e os oligonucleotideos de 21 pb
( pares de bases em fita dupla ), contendo as seqiiéncias consenso de
AP-1 ( 5°-CGCTTGA TGACTCA GCCGGAA-3" ) e AP-1 mutante
( 5-CGCTTGATGACTTGGCCG GAA-3’ ), adquiridos da SANTA
CRUZ BIOTECHNOLOGY California, USA, foram marcados na
extremidade 5° por [y32P] ATP pelo uso de T4 polinucleotideo quinase.

As reaces de ligagdo foram realizadas pela mistura da preparagdo de
extratos nucleares de células NIH3T3, NIH3T3c-jun 14, 26 ¢ 36 ou
E.82. uma linhagem de células 1929 resistente a glicocorticoide
( Housley e Forsthoefel, 1989 ) com alta expressdo de c-Jun, com 0s
oligonucleotideos dupla fita marcados. A incubag@o foi realizada por 20
minutos, a témperatura ambiente, ¢ continha 0,5ng de DNA marcado,
5ug de extrato nuclear em tampio HEGK ( 25mM Hepes pH 7,35, 10%
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glicerol, ImM EDTA, 70mM KC, ImM DTT ) e 3 ug de poli dI-dC,
para um volume final de 60 pl com tampdo HEGK.

As amostras foram aplicadas em gel nfo desnaturante 4% de
poliacrilamida em tamp#o de amostra { 67mM Tris, 33mM acetato de
sédio, 10 mM EDTA, pH 8,0 ) e os complexos DNA-proteina separados
por eletroforese & 100 Volts.

As autorradiografias foram obtidas apos exposi¢do de filmes Ralo
X ( KODAK SP, Brasil ) ao gel seco. As bandas correspondentes aos
complexos foram quantificadas em um densitometro LB ULTROSCAN
da PHARMACIA Uppsala, Suiga.

11.4- Competi¢ao

Para este ensaio foi utilizado extrato nuclear de células NIH3T3
crescidas até a confluéneia em DMEM acrescido de 10% de FBS.

A reacdo foi realizada incubando-se Sug do extrato com 0,5 ng do
oligonucleotideo com a sequéncia de AP-1 consenso marcada como
descrito anteriormente e concentractes crescentes de 1,25;2.5; 3,75, 5 ¢
10ng de AP-1 consenso, AP-1 mutante ¢ o AP-1 presente no promotor
do gene de GR humano radioinertes { correspondentes a 2,5; 5,0; 7,5,
10 e 20 vezes mais, a concentragio do oligonucleotideo radioativo }.

Apbs a separagdo dos complexos DNA-proteina por eletroforese o
gel foi seco e exposto a um filme de Raio X. As bandas correspondentes
a estes complexos foram quantificadas usando-se um densitdmetro LB
ULTROSCAN da PHARMACIA Uppsala, Suiga.
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RESULTADOS

Tendo como finalidade a determinagdo da atividade de c¢-Jun, um
dos possiveis alvos de Ras na regulagdio do gene do receptor de
glicocorticoide, ensaios de transfeccdo transitéria foram inicialmente
realizados.

Células NIH3T3 foram co-transfectadas com o plasmideo
“reporter” contendo o gene CAT sob controle do promotor do gene de
GR humano e concentracdes crescentes do vetor de expresséo de c-jun.

A figura 1 mostra que a co-transfec¢do de concentragdes
crescentes de c-jun faz diminuir, de forma dose-dependente, 2
transcricio do gene CAT. A inibigio maxima fol atingida quando uma
concentracio de 10 ug/l 50cm’ de DNA de c-jun foi transfectada.

Estes dados permitem sugerir que c-Jun ¢ capaz de inibir a
transcrigio do gene de GR humano possivelmente por atenuar a
atividade do seu promotor.

Baseado nestes dados preliminares o estudo da regulac@o do gene
do GR endogeno por c-jun foi iniciado.

Clones de células NIH3T3 c-jun foram gerados por ensaios de
transfeccdio estavel onde inseriu-se em células NIH3T3 o plasmideo
contendo a seqiiéncia do gene de c-jun sob controle do promotor de
$V40, que permite uma expresso alta e constitutiva, € o plasmideo que
confere resisténcia 4 neomicina { pSV2neo) para posterior selegfo dos
clones.

Os clones foram gerados com a finalidade de se avaliar a

expressio do gene de GR por quantificagdo do seu RNA mensageiro
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{ RNAm ) ¢ da proteina correspondente em células que expressassem
constitutivamente diferentes concentragdes da proteina Jun.

Apos 12 dias de selecdo em G418, 37 clones resistentes foram
isolados. Cada um deles teve seu RNA total extraido e estes foram
entiio analisados quanto a expressdo dos RNAm de ¢c-jun ( 2,7 Kb)ede
GR ( 7,1 Kb ) utilizando-se sondas radioativas de DNA. O plasmideo
contendo a sequéncia que codifica o gene da gliceraldeido fosfato
desidrogenase ( GAPDH ) de 1,2 Kb foi utilizado como controle interno
na normalizacfio da quantidade de RNA total aplicado em cada canaleta
do gel.

As figuras 2, 3, 4 e 5 mostram os resultados obtidos € séo
formadas a partir da composi¢ao dos autorradiogramas provenientes da
exposicio de filmes de raio X as membranas apds sua hibridizago com .
cada uma das sondas separadamente. As bandas impressionadas no
filme foram quantificadas por densitometria e os valores relativos a
célula NIH3T3 parental crescida nas mesmas condigdes dos clones
( representada na primeira linha de cada figura ) foi calculado. Estes
valores estdio representados nas tabelas 1 a 4 e ilustrados no grafico da
figura 6,

Os valores para a expressdo dos RNAm de cjun € GR foram
obtidos apés a realizaglo de apenas um ensaio de “Northern blot”,
portanto foram considerados como tendo um aumento na expressdo do
RNAm de c-jun, clones com valores relativos superiores a 1,10, ou seja,
aqueles que apresentavam um aumento de mais de 10% na quantidade
de RNAm expresso a partir do valor basal de 1 atribuido 2 célula
parental. Os resultados mosfram que as quantidades de RNAm de Cjun

nos clones gerados variam entre 1,15 a 25,72 vezes a concentragio deste
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mensageiro nas células NIH3T3. Todos os clones apresentaram valores
para RNAm de c-jun iguais ou maiores do que a célula parental, sendo
que 95% ( 35/ 37 ) dos clones apresentam aumento deste RNAm.

A atenuacfio na expressdo do gene de GR foi considerada nos
clones cujas concentracfes do seu RNAm foram menores que 0,90, ou
seja, com no minimo 10% a menos da concentragdo do RNAm de GR
presente na célula parental.

Os resultados indicam que 92% ( 34 / 37 ) dos clones apresentam
diminui¢dio do RNAm de GR, considerando a faixa de valores
estabelecida, e indicam fortemente que a transfecglo de cjum pode
implicar em uma atenuago da expressdo de GR ( comparar os valores
no grafico da figura 6 ). Entretanto, pode-se observar que ndo ha
necessariamente uma relagfo inversa entre as quantidades de RNAm
analisadas, ou seja, nem sempre quando ha elevagdo dos valores
relativos para o RNAm de c-jun ha decréscimo proporcional do RNAm
de GR. Esta afirmacfo pode ser melhor ilustrada quando se compara,
por exemplo, os clones 10 e 24 ( tabelas 1 e 2 respectivamente ). O
clone 10 apresenta quase 6 vezes mais RNAm de ¢cjun com relagdo 4
célula parental enquanto que o clone 24 tem expressdo aumentada em
2.7 vezes. Apesar desta diferenca ambos mostram atenuacdo semelhante
de 70% ( com valores relativos de cerca de 0,30 ) para 0 RNAm de GR.

Ao analisar ainda clones como o 17 (tabela 2 ), 25 (tabela 2 ) e
40 ( tabela 4 ) constata-se que estes apresentam valores incluidos entre
os mais elevados para o RNAm de cyun ( 23,24, 25,72 e 22,82
respectivamente ) e s6 os clones 17 ¢ 25 apresentam redugao semelhante
da expressio do RNAm de GR ( valores relativos de 0,38 e 0,39
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respectivamente ) enquanto que o clone 40 apresenta valor para o
RNAm de GR igual 4 célula NIH3T3.

Dentre os clones que apresentam mais de 20 vezes RNAm de ¢-
jun com relagio a célula parental esta ainda o clone 20 ( tabela 2 ). Este
exibe o segundo maior valor relativo para 0 RNAm de cjun mas néo
apresenta proporcionalidade na redugdo do RNAm de GR. A expressio
do RNAm de GR ¢ semelhante por exemplo ao clone 26 ( tabela 3 ) que
apresentou apenas 1,66 vezes mais RNAm de cjun do que a célula
original.

Os ensaios de ligagiio ao hormdnio radioativo para quantificagio
da proteina receptora de glicocortictide foram realizados na tentativa de
se relacionar a expressdo elevada, ou ndio, do RNAm de c-jun dos
clones, com variagbes que pudessem ocorrer a nivel da proteina GR.

A concentragio de receptores foi expressa em fmoles por mg de
proteina total do citosol e os valores de cada clone foram calculados em
relacio 4 célula NIH3T3 crescida nas mesmas condigbes dos clones
{ tabela 5).

Pelo menos dois ensaios foram realizados com cada clone e foi
considerado decréscimo da proteina receptora valores relativos
inferiores a 0,90. Do total de 37 clones analisados, 18 ( 49% )
apresentaram decréscimo da proteina GR ( representados em vermelho
na tabela 5 ).

Dos clones que apresentam aumento do RNAm de cyjun, 49 %
( 17 /35 ) tém valores diminuidos da proteina GR.

Novamente pode-se observar que ndo existe uma relagdo
proporcional entre o aumento do RNAm de cjun ¢ 0 decréscimo da

proteina GR.
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Ao comparar clones como o 7 e o 14 por exemplo, observa-se que
ambos -apresentam mais de trés vezes RNAm de cun do que a cclula
parental. Enquanto o clone 7 apresenta concentragdo de proteina GR
praticamente igual a célula normal, o clone 14 apresenta 91% ( valor
relativo de 0,09 ) menos proteina GR, constituindo o clone com menor
concentracdo da proteina receptora em todo o grupo.

I interessante notar, ainda, que a expressdo relativa do RNAm de
GR nos diferentes clones também ndo © equivalente a4 da proteina
receptora. Um exemplo para este fato ¢ o clone 14 que apresenta
expressdo de RNAm de GR semelhante ao clone 23. No caso deste
yiltimo a concentracio da proteina GR ¢ semelhante a da célula parental,
enquanto que para o clone 14, como ja foi mencionado, esta esta
reduzida em 91% ( valor relativo de 0,09 ).

Vale ressaltar ainda, como um bom exemplo, que 0S valores
relativos do RNAm de c-jur obtides para os clones 9 ( tabela 1), 18, 21,
23 ( tabela 2 ) e 38 ( tabela 4 ) formam um grupo onde ha aumento de
mais de 10 vezes do RNAm de c-jun. Somente 08 clones 9 e 18
apresentam reduc@o de aproximadamente 40% ( valor relativo acima de
0,60 ) da proteina GR, enquanto que 05 demais apresentam valores
semelhantes ao da célula parental. Ao se comparar oS valores do RNAm
de GR destes dois clones com os valores relativos da proteina OR,
novamente ilustra-se o fato da no correspondéncia de eventos. Apesar
de ambos possuirem concentragdes semelhantes de proteina GR, o clone
9 apresenta valor para o RNAm de GR igual & célula NIH3T3 enquanto
que o clone 18 ( tabela 2 ) apresenta valor 52% menor ( valor relativo
de 0,48 ).
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Segundo a proposta inicial, a regulagio do gene de GR deveria ser
mediada pela proteina Jun que atua como fator de transcrigfio. Portanto,
a proxima abordagem experimental foi a quantificacdo da proteina Jun
por ensaios de “Western blot” ( figuras 7 a 11).

A figura 7 representa um experimento controle com extrato total
de células NTH3T3 crescidas em 10 % de FBS ( 10% ), de células
NIH3T3 crescidas em 10% de FBS e carenciadas por 48 horas em 1%
de FBS ( C ) e células NIH3T3 reestimuladas apos a caréncia com 20%
de FBS por 2 horas ( E ). Foram calculados os valores da caréncia e do
estimulo em relagfo & célula crescida em 10% de FBS ¢ estes podem ser
encontrados relacionadas na propria figura.

Sabe-se que a expressdo da proteina c-Jun € regulada ao longo do
ciclo celular e aumenta na transi¢do GO / G1 ( Ryseck e cols, 198§;
Kovary e Bravo, 1992 ). Os resultados obtidos mostram que a célula
carenciada ( GO ) apresenta concentragfes basais de c-Jun e que estas
aumentam 4,7 vezes ap6s o estimulo com soro. A expressdo de c-Jun
em células crescendo em 10% de FBS tem valor relativo intermediario
entre as células carenciadas ¢ as estimuladas. Isto se deve ao fato das
células deste grupo nio estarem sincronizadas no ciclo celular.

A proteina c-Jun tem peso molecular descrito na literatura de
cerca de 39 kDa e em alguns casos a banda correspondente a c-Jun
pode se apresentar na forma de banda dupla, o que poderia representar
modificagbes  pos-traducionais de  fosforilagio da  proteina
{ Papavassiliou e cols, 1995 ).

As figuras 8 a 11 mostram os ensaios de “Western blot” realizados
com os diferentes clones tendo sempre células NIH3T3 crescidas em

10% de FBS como controle. As bandas obtidas nestes ensaios
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apresentam-se tanto na forma de banda dupla como na forma de banda
simples, sendo que as bandas correspondentes a banda dupla podem
variar também em intensidade. A figura 8 ilustra estas varias formas da
proteina ¢-Jun e ¢ interessante notar que o clone 32 apresentou uma
terceira banda localizada abaixo da banda dupla e com intensidade alta,
o que poderia representar outra forma da proteina.

A tabela 6 apresenta um resumo geral de todos os valores de
RNAs mensageiros e proteinas calculados de forma relativa a célula
NIH3T3 crescida em 10 % de FBS onde, na ultima coluna, podem ser
observados os valores da proteina c-Jun referentes a quantificagio
densitométrica das bandas representadas nas figuras & a 11. Vale
ressaltar que a quantificacfo de c-Jun ndo constituiu um ensaio unico,
pois, para todos os clones, foram realizados por pelo menos dois
experimentos independentes e os valores mostrados representam sua
média aritmética. |

Para o clone 32 a banda menor de cerca de 31 kDa nfo foi
incluida na quantificagdio pois ndo se sabe ao certo se esta representa
uma nova forma da proteina ou um produto de degradagdo.

Foram considerados aumento das concentragtes de c-Jun valores
relativos superiores a 1,10 , ou seja, aqueles que apresentavam
quantidades de c-Jun maiores que 10% da apresentada pela célula
parental. Da mesma forma considerou-se diminui¢#o de c-Jun os valores
relativos abaixo de 0,90

A analise dos dados mostrou que 47% (17 / 36 ) dos clones
possui proteina Jun aumentada. Como observado anteriormente, entre o

RNAm de GR e a proteina por ele codificada, nfo existe
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necessariamente uma relacfio proporcional entre 0 RNAm de c-Jun e a
sua respectiva proteina.

E interessante notar que dos clones que apresentam aumento da
proteina Jun, 94% ( 16 / 17 ) tém valores de RNAm de GR diminuido.
A proteina GR esta diminuida em 53% (9 /17 ) destes clones.

Resultados inesperados inicialmente mostraram que apesar da
maioria dos clones apresentar aumento do RNAm de c-Jun, 44%
( 16/ 36 ) do total de clones analisados possuiam valores para a proteina
c-Jun menores que a célula parental. Vale lembrar que, dentro da faixa
de seguranca de 10% estabelecida ( valores relativos entre 0,9 ¢ 1,1 ), 3
clones do total de 36 analisados apresentaram expressdo de proteina
Jun igual a célula parental.

Os clones 6, 8, 11, 14, 16, 18, 25 e 26 ( representados em
vermelho na tabela 6 ) que representam 22% do total de 36 clones
analisados, apresentam aumento da proteina c-Jun e diminuigao tantd de
RNAm quanto da proteina GR, como era esperado no inicio do trabalho.
Os clones 6, 8, 11, 14, 25 e 26 apresentam concentra¢des da proteina c-
Jun superiores Aas apresentadas pela célula NIH3T3 estimulada
{ figura 7 ), portanto, com valores de c-Jun constitutivos e superiores ao
méximo expresso pelas células parentais.

Uma das evidéncias iniciais que nos levou a proposi¢do do
envolvimento de c-Jun na regulag¢iio do gene de GR, foi a demonstrag@o
da presenca de um elemento semelhante a AP-1 na sua seqiiéncia
promotora ( Zong e cols, 1990 ).

‘Ensaios de mobilidade eletroforética foram realizados na tentativa

de determinar se c-Jun era capaz de reconhecer o elemento semelhante a
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AP-1 presente no promotor do gene de GR, ou seja, mediar a regulaco
da transcri¢fio do gene de GR por este mecanismo.

Esta  abordagem  experimental consiste em  Separar
eletroforeticamente, em um gel de poliacrilamida, o oligonucleotideo
radioativo, correspondente 2 seqiéncia de DNA de mteresse, do
complexo formado entre este e a proteina ligante, no caso c-Jun presente
no extrato nuclear. Se houver ligacfio direta DNA-proteina, o complexo
resultante migra menos em relagdo ao oligonucleotideo isolado.

Foram testados os oligonucleotideos dupla fita contendo a
seqiiéneia AP-1 consenso ( 5°-TGACTCA-3" ), a sequéncia AP-1
presente no promotor de GR ( 5’-TGACACA-3’ ) ( Zong ¢ cols, 1990 ),
que varia em um par de bases da seqiéncia consenso ( mostrado em
negrito ) e um terceiro oligonucleotideo usado como controle ( 5
TGACTTG-3" ), que apresenta uma mutaglio em dois pares de bases
{ mostrado em negrito ) com relacfo & sequiéncia AP-1 consenso, o que
diminui drasticamente sua capacidade de ligago a c-Jun ( Lee e cols,
1987 ).

Os ensaios foram realizados com extratos nucleares de células
E8.2 (figura 12 ), NIH3T3 ( figura 13 ) e com os clones NIH3T3 cjun
14 ( figura 14 ), NIH3T3 c-jun 26 ( figura 15 ) e NIH3T3 c-jun 36
{ figura 16 ).

As células E8.2, derivadas de fibroblastos de camundongo 1.929
resistentes a glicocorticoide ( Housley e Forsthoefel, 1989 ),
apresentaram altas concentragdes da proteina Jun e assim como as
células NIH3T3 foram utilizadas com a intencéio de se obter um extrato
nuclear que pudesse ser usado na padroniza¢do e controle dos ensaios

que posteriormente seriam realizados com os clones.
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Os clones 14, 26 e 36 foram escolhidos com base nos dados
obtidos a partir da quantificacdo dos RNAm e das proteinas de Jun e
GR. O clone 14 apresentou um aumento dos valores relativos tanto do
RNAm quanto da proteina c-Jun ( valores relativos de 3,04 e 2,32
respectivamente ) ¢ uma redugdo de 47 % no RNAm de GR ( valor
relativo de 0,53 ) com relagfo 4 célula normal. O clone 26 difere do 14
por apresentar uma redugdo menos drastica do RNAm de GR (0,84 )
apesar de possuir concentragdes semelhantes da proteina Jun ( 2,46 ).
Por fim, o clone 36 , apesar de apresentar um valor relativo do RNAm
de c-jun maior ( 7,11 ) do que os clones 26 e 14 néo apresenta redugdo a
nivel de RNAm de GR ( 1,06 ) ou mesmo da proteina receptora
{ 1,47 ). |

Os ensaios foram realizados com o oligonucleotideo dupla fita
contendo a sequéncia consenso ( linhas 1-4 da figura 12 e 1-3 das
figuras 13, 14, 15 e 16 ), com o oligonucleotideo contendo a seqﬁéhcia
mutada ( linhas 5 ¢ 6 da figura 12 e 4-6 das figuras 13, 14, 15e 16 ) e
com o oligonucleotideo contendo a seqiéncia semelhante a AP-1
presente no promotor de GR humano ( linhas 7-10 das figuras 12 ¢ 13 e
linhas 7-9 das figuras 14, 15 e 16 ). Estes oligonucleotideos foram
incubados na auséncia de extrato nuclear ( linhas 1, 5 e 7 da figura 12,
linhas 1, 4, ¢ 7 das figuras 13 e 14 e linhas 3, 4, e 7 das figuras 15 ¢
16 ), ou com 5 ug do respectivo extrato ( linhas 2, 6, e 8 da figura 12,
linhas 2, 5, e 8 das figuras 13 ¢ 14 e linhas 1, 5, ¢ 8 das figuras 15 ¢
16 ).

Podemos observar que a banda de menor migra¢do no gel, que
representa o complexo oligonucleotideo-proteina, ¢ menos intensa para

o AP-1 presente no promotor de GR e o AP-1 mutante que para o AP-1
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consenso. Fstes resultados foram semelhantes para as células E82
( figura 12 ), NIH3T3 ( figura 13 ) e para os trés clones de NIH3713 ¢-
jun estudados ( figuras 14, 15 ¢ 16 ). O que sugere que a ligacdo da
proteina c-Jun com o elemento AP-1 contido no gene do promotor de
GR ¢ menor do que a apresentada ao elemento AP-1 consenso € se
assemelha muito com aguela obtida utilizando-se a sequéncia AP-1
mutante.

Além das associagbes do extrato nuclear integro com oS
oligonucleotideos em estudo, foram testados também extratos nucleares
imunodepletados de c-Jun pelo tratamento prévio destes com um
anticorpo anti-c-Jun e proteina A sepharose. Estes ensaios confirmam
que as bandas obtidas representam realmente a ligaco de Jun aos
respectivos  elementos, pois ao imunodepletarmos c-Jun dos extratos
com o anticorpo especifico a banda desaparece ( linhas 4 e 9 da figura
12, linhas 3, 6 ¢ 9 das figuras 13 e 14 ¢ linhas 2,6 e 9 das figuras 15¢
16 ). |

Foi utilizado também como controle para estes ensaios um teste de
competicio onde foram incubados com o extrato nuclear, ©
oligonucleotideo consenso marcado radioativamente e 100 vezes mais
do mesmo oligonucleotideo radioinerte ( linhas 3 ¢ 10 da figura 12 ¢
linha 10 da figura 13 ). Este acréscimo do respectivo oligonucleotideo
radioinerte inibiu completamente o sinal, indicando uma interagao
especifica entre c-Jun e o elemento AP-1 consenso.

A tabela 7 mostra os valores relativos da ligagio de c-Jun a AP-1
consenso { AP-1c ), AP-1 mutante ( AP-lm ) e do AP-1 presente no
promotor de GR ( AP-1 GRprom ), realizados a partir da analise

densitométrica das bandas obtidas. Em qualquer das linhagens ou clones
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analisados a ligacdio de c-Jun ao AP-1 GRprom ¢ semelhante ao AP-1
mutante ¢ cerca de 75% menor do que a apresentada a partir da
interacdo com o AP-1 consenso.

Apesar dos resultados mostrarem uma ligac8o menos intensa de c-
Jun com o elemento similar a AP-1 contido no promotor do gene de GR
humano, restava ainda determinar a afinidade desta ligagdo. Para tanto
foram realizados ensaios de competi¢do usando-se extrato nuclear de
células NTH3T3 ( figura 17).

Nesta abordagem, concentragbes fixas do oligonucleotideo
marcado, contendo a seqiiéncia AP-1 consenso mais o extrato nuclear de
células NIH3T3, foram incubadas com concentragdes crescentes dos
oligonucleotideos radioinertes. Apos a incubagdo as misturas foram
separadas em um gel de poliacrilamida como descrito anteriormente. Os
valores quantificados por densitometria das bandas impressionadas no
filme de raio X estdo relacionadas na forma de grafico na figura 18. Este
grafico representa de forma clara a capacidade dos oligonucleotideos
radioinertes de deslocarem a liga¢do do AP-1 consenso com c-Jun.

A analise dos dados relacionados no grafico mostra que, a adigio
de uma concentragio 2,5 vezes maior de AP-1 consenso radioinerte
inibe quase que totalmente a ligagfio de c-Jun a AP-1 consenso marcado,
enquanto que a competigdo com a mesma concentragao da seqiiéncia
AP-1 presente no promotor de GR humano leva a uma inibigdo de
apenas 6% desta ligag@io. Mesmo ap6s a adi¢do de uma concentragao 20
vezes maior de AP-1 GRprom, a ligacdo de c-Jun com AP-1 consenso
niio foi substancialmente deslocada ( comparar também linhas 7 e 17 da
figura 17 ). Portanto, a seqiiéncia similar a AP-1 presente no promotor

de GR ndo é capaz de deslocar eficientemente o complexo AP-]
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consenso - c-Jun ( comparar também linhas 13 a 17 da figura 17 ). Um
perfil semelhante foi observado para o oligonucleotideo de AP-1
mutante { comparar também linhas 12 a 17 da figura 17 ). No caso deste
{iltimo, o deslocamento ¢ ainda menor, mesmo apos a adicdo de 20
vezes mais oligonucleotideos radioinertes.

Os experimentos de mobilidade eletroforética sugerem que c-Jun
ndo é capaz de ligar o elemento AP-1 contido no promotor de GR com a

mesma afinidade com que faz a AP-1 consenso.
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FIGURA 1

Ensaio de CAT

Garrafas de 150cm® de células NIH3T3 foram transfectadas com 20 pug de phGRprom CAT
( linhas 1 a 8 ) e co-transfectadas com pRSVe-jun ( linhas 2-8 } em concentragbes
crescentes de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0, 7,5; 10 ¢ 20 ug. Apés 48 horas da transfecgio a atividade de
CAT foi avaliada nos extratos celulares pelo uso de ['C] cloranfenicol. Os produtos
acetilados foram separados por cromatografia em camada delgada e o autorradiograma foi
obtido apds a exposigio de um filme de raio X & placa. Os sinais referentes aos produtos
acetilados foram excisados, contadas em um cintilador { e daf obtidos os valores relativos a
célula NIH3T3 transfectada apenas com phGRprom CAT, O grafico representa a média dos
valores relativos obtidos a partir de 4 ensaios realizados e normalizados pela atividade de B~
galactosidase.
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FIGURA 2

Expressdo dos RNAm de c-jun, GR ¢ GAPDH em células NIH3T3

c-jun, clones 1 e 4 a 14

A figura mostra uma composigio dos autoradiogramas obtidos a partir da exposigéo
de filmes de raio-X A membrana, apds a hibridizagio com cada uma das sondas
separadamente. O RNA total das células foi extraido e purificado em colchdo de césio, 20
itg de cada RNA foram separados em gel de agarose, transferidos para membrana de nylon e
hibridizados sequenciaimente com sondas de DNA complementares aos RNAm de
cjun ( 2,7 Kb ), GR ( 7,1 Kb ) e GAPDH ( 1,2 Kb ) marcadas com
[ &P ] dCTP. A linha 1 mostra o controle para os respectivos RNAm de células NIH3T3
parentais { 3T3 ) crescidas em 10% de FBS.
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Tabela 1- Analise densitométrica referente a figura 2

— LY s P

clone Jun GR  GAPDH Jun/ GR/ Rel Rel
GAPDH GAPDH Jun  GR

10% 0.123 0354 1754 0070 0202 1,00 1,00
1 1,608 0292 2481 0648 0118 926 0,58
4 0450 0,190 2022 0223 0094 319 047
5 1,536 0475 3,105 0495 0,153 7,07 0,76
6 0559 0444 3022 0185 0,147 264 073
7 0,973 0440 3855 0252 0,114 3,60 0,56
8 1,143 0429 3297 0347 0,130 496 0,64
9 2046 0501 2474 0827 0203 11,81 1,00
10 1,110 0,168 2,778 0400 0,060 571 0,30
11 0222 0419 2747 0081 0,153 1,16 0,76
12 0214 0375 27979 0,077 0,135 1,10 0,67
13 0275 0413 3244 0,085 0127 121 0,63
14 0699 0353 3287 0213 01107 304 0,53
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FIGURA 3

Expressao dos RNAm de c-jun, GR e GAPDH em células NIH3T3

c-junm, clones 15a 25

A figura mostra uma composi¢ao dos autoradiogramas obtidos a partir da exposigio
de filmes de raio-X 3 membrana, apds a hibridizagdo com cada uma das sondas
separadamente. O RNA total das células foi extraido e purificado em colchiio de césio, 20
lig de cada RNA foram separados em gel de agarose, transferidos para membrana de nylon e
hibridizados sequencialmente com sondas de DNA complementares aos RNAm de
cjun (2,7 Kb ), GR ( 7,1 Kb ) e GAPDH ( 1,2 Kb ) marcadas com
[ o®*P | dCTP. A finha 1 mostra o controle para os respectivos RNAm de células NIH3T3
parentais ( 313 ) crescidas em 10% de FBS.
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Tabela 2 - Analise densitométrica referente a figura 3

RNAmM
Clone  Jun GR GAPDH  Jun/ GR/ Rel Rel
GAPDH GAPDH Jun GR
10% 0,109 0,696 3,706 0,029 0,188 1,06 1,00
15 0,127 0,273 3,089 0,041 0,088 1,41 0,47
16 0,350 0245 3,625 0,097 0,068 334 036
17 2583 0270 3813 0677 0071 2334 038
18 1,521 0397 4372 0,348 0,091 12,00 0438
19 0,295 0641 4,603 0,063 0,137 2,17 0,73
20 1,249 0275 1,766 0,707 0,156 24,38 0,83
21 1,154 0275 2,990 0,386 0,092 13,31 0,49
22 0,610 07222 2796 0,218 0,079 7,52 042
23 0,749 0,249 2,447 0,306 0,102 10,55 0,54
24 0,173 0,118 2,201 0,079 0,054 2,72 0,29
25 1,075 0,105 1,441 0,746 0073 2572 039
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FIGURA 4

Expressdo dos RNAm de cyun, GR e GAPDH em células NIH3T3
c-jun, clones 26 a 34, 36 e 37

A figura mostra uma composigio dos autoradiogramas obtidos & partir da exposi¢io
de filmes de raio-X 4 membrana, apés a hibridizagdo com cada uma das sondas
separadamente. O RNA total das células foi extraido e purificado em colchdo de césio, 20
(g de cada RNA foram separados em gel de agarose, transferidos para membrana de nylon €
hibridizados sequencialmente com sondas de DNA complementares 20s RNAm de
cjun ( 2,7 Kb ), GR ( 7,1 Kb ) ¢ GAPDH ( L2 Kb )} marcadas com
[ P ] dCTP. A linha 1 mostra o controle para os respectivos RNAm de células NIH3T3
parentais { 3T3 ) crescidas em 10% de FBS. '
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Tabela 3 - Analise densitométrica referente a figura 4

RNAm
Clone Jun GR GAPDH  Jun/ GR/ Rel Rel
GAPDH GAPDH Jun GR
10% 0,088 0,112 0,178 0,494 0,629 1,00 1,00
26 0,629 0407 0,768 0,819 0,530 1,66 0,84
27 0,590 0,144 0,349 1,691 0,413 342 0,66
28 0333 0,137 0,586 0,568 0,234 115 0,37
29 0,478 0,182 0,572 0,836 0,318 1,69 0,51
30 1,196 0,196 0,769 1,555 0,255 3,15 041
31 1,618 0,193 0,652 2,482 0,296 502 047
32 1,186 0,497 1,300 0,912 0,382 1,85 0,61
33 0,426 0,372 0,934 0,456 0,398 092 0,63
34 0,680 0,153 0,533 1,276 0,287 2,58 0,46
36 1,978 0,376 0,563 3,513 0,668 7,11 1,06
37 1,867 0,112 0,510 3,661 0,220 741 035

54



FIGURA 5

Expressio dos RNAm de c-jun, GR e GAPDH em células NIH3T3

c-jun, clones 38 a 40

A figura mostra uma composigio dos autoradiogramas obtidos a partir da exposicéo
de filmes de raio-X a4 membrana, apds a hibridizagio com cada uma das sondas
separadamente. O RNA total das células foi extraido e purificado em colchdo de césio, 20
ug de cada RNA foram separados em gel de agarose, transferidos para membrana de nylon e
hibridizados sequencialmente com sondas de DNA complementares aos RNAm de
cjun ( 277 Kb ), GR ( 7,1 Kb ) ¢ GAPDH ( 1,2 Kb ) marcadas com
[ o**P ] dCTP. A linha 1 mostra o controle para o respectivo RNAm de células NIH3T3
parentais { 313 ) crescidas em 10% de FBS.
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Tabela 4- Analise densitométrica referente a figura 5

RNAmM

Clone Jun GR  GAPDH  Jun/ GR/ Rel
GAPDH GAPDH  Jun

Rel
GR

10% 0033 0371 1491 0022 0249 1,00
38 0213 009 0934 0228 0,103 1036
39 0348 0,176 1,655 0210 0,106 9,55

40 0736 0366 1466 0502 0250 22,82

1,00
0,41
043

1,00
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TABELA 5-Dosagem do receptor de glicocorticoide nos clones gerados

CLONE fmoles/mg proteina Relativo
14 243 0,09
26 66,3 0,23
20 73,5 0,26
4 102,1 0.36
25 105,4 0,37
6 1227 0,40
13 1238 0,43
12 141,5 0,50
22 170.8 0.60
11 [78% 0,62
18 i S 0,62
10 183.9 0,65
9 162.3 0,68
30 207.8 0,73
17 213.9 0,75
16 224.6 0,79
40 247 8 0,87
8 248 .4 0,87
34 264.9 0,93
33 266.1 0,93
29 2678 0,94
28 271,6 0,95
7 271,9 0,96
27 2742 0,96

3T3 284,6 1,00
23 298.3 1,05
31 307,6 1,08
32 308,9 1,09
1 L15.7 .11
2] 1210 1,15
38 335.0 .18
37 139.5 1.19
19 339.7 1.19
24 340 4 1.20
15 348 4 125
30 3745 1,32
3 4196 1.47
39 439.0 1.54
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pg de proteina 100 100 43,5

area densitométrica | 0,342 | 0,823 | 0,074

relativo 1,00t 241 0,51

3

FIGURA 7
Quantificagdo da proteina c-Jun de células NIH3T3 em diferentes

condi¢des de crescimento

Extratos contendo 100 ou 43,5ug de proteina total de células NIH3T3 crescidas em DMEM
acrescido de 10% de FBS ( 10% ) ou carenciadas com 1% de FBS por 48 horas {C)e
reestimuladas com 20 % de FBS por duas horas apds a caréncia ( E ), foram separados em
gel com 10% de poliacrilamida, desnaturante, e transferidos para a mermbrana  de
nitrocelulose. Esta foi incubada com anticorpo anti c-Jun { 1:200 ) e posteriormente com
anticorpo anti-coelho conjugado com peroxidase ( 1:1000 ) e revelada segundo o Kit de
quimioluminescéncia ECL ( Amersham ). Na margem direita esta representado o0 peso
motlecular de 39 kDa da proteina c-Jun € na margem esquerda o padrdo de peso molecular
de 45 kDa separado conjunntamente no gel.
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FIGURA 8

Quantificagfo da proteina c-Jun nos clones NIH3T3 cjun

Extratos contendo 100 pg de proteina total de células NIH3T3 ( linhas indicadas10% ) e
NIH3T3 c-jun ( os niimeros acima de cada linha correspondem aos nameros dos clones }
crescidas em DMEM acrescido de 10% de FBS, foram separados em gel com 10% de
poliacritamida, desnaturante, e transferidos para a membrana de nitrocelulose. Esta foi
incubada com anticorpo anti c-Jun ( 1:200 ) e posteriormente com anticorpo anti-coetho
conjugado com peroxidase { 1:1000 ) e revelada segundo o Kit de quimioluminescéncia
ECL ( Amersham ). Na margem direita esté representado o peso molecular de 39 kDa da
proteina c-Jun ¢ na margem esquerda o padrdo de peso molecular de 45 kDa separado
conjuntamente no gel.
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FIGURA 9

Quantifica¢dio da proteina c-Jun nos clones NIH3T3 c-jun

Extratos contendo 100 ug de proteina total de células NIH3T3( linha indicada 10% ) e
NIH3T3 c-jun ( 0s mimeros acima de cada linha correspondem aos ndmeros dos clones }
crescidas em DMEM. acrescido de 10% de FBS, foram separados em gel com 10% de
poliacrilamida, desnaturante, e transferidos para a membrana de nitrocelulose. Esta foi
incubada com anticorpo anti ¢-Jun { 1:200 ) e posteriormente com anticorpo anti-coelho
conjugado com peroxidase { 1:1000 ) e revelada segundo o Kit de quimioluminescéncia
ECL ( Amersham ). Na margem direita st representado o peso molecular de 39 kDa da
proteina c-Jun ¢ na margem esquerda o padrio de peso molecular de 45 kDa separado
conjuntamente no gel.
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FIGURA 10

Quantifica¢do da proteina c-Jun nos clones NIH3T3 c-jun

Extratos contendo 100 pg de proteina total de células NIH3T3 ( linha indicada 10% } e
NIH3T3 c-jun ( os nimeros acima de cada linha correspondem aos nimeros dos clones )
crescidas em DMEM acrescido de 10% de FBS, foram separados em gel com 10% de
poliacrilamida, desnaturante, ¢ transferidos para a membrana de nitrocelulose. Esta foi
incubada com anticorpo anti ¢-Jun { 1:200 ) e posteriormente com anticorpe anti-coelho
conjugado com peroxidase ( 1:1000 ) e revelada segundo o Kit de quimioluminescéncia
ECL ( Amersham ). Na margem direita esta representado o peso molecular de 39 kDa da
proteina ¢-Jun e na margem esquerda o padriio de peso molecular de 45 kDa separado
conjuntamente no gel.
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FIGURA 11

Quantificagdo da proteina c-Jun nos clones NIH3T3 c-jun

Extratos contendo 100 ng de proteina total de células NIH3T3{ linha indicada 10% ) e
NIH3T3 c-jun ( os nimeros acima de cada linha correspondem aos nimeros dos clones )
crescidas em DMEM acrescido de 10% de FBS, foram separados em gel com 10% de
poliacrilamida, desnaturante, ¢ transferidos para a membrana de nitrocelulose. Esta foi
incubada com anticorpo anti c-Jun ( 1:200 ) e posteriormente com anticorpo anti-coetho
conjugado com peroxidase ( 1:1000 ) e revelada segundo o Kit de quimioluminescéncia
ECL ( Amersham ). Na margem direita estd representado o peso molecular de 39 kDa da
proteina ¢-Jun e na margem esquerda o padrdo de peso molecular de 45 kDa separado
conjuntamente no gel.
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TABELA 6- Resumo geral dos valores relativos dos RNAm e proteinas c-Jun e GR

CLONES RNAm GR RNAm Jun Proteina GR Proteina Jun
NIH3T3 1,00 1,00 1,00 1,00
1 0,58 9,26 111 1,35
4 0,47 3,19 0,36 0,40
5 0,76 7,07 1,47 -

6 0.73 2.64 0.40 2.10
7 0,56 3,60 0,96 1,01
8 0,64 4,96 0,87 2,86
9 1,00 11,81 0,68 1,65
10 0,30 5,71 0,65 0.86
1 0,76 1,16 0,62 2,16
12 0,67 1,10 0,50 0,71
13 0,63 1,21 0,43 0,55
14 0,53 3,04 0,09 2,32
15 0,47 1,41 1,22 1,55
16 0,36 3,34 0,79 1,12
17 0,38 23,34 0,75 1,06
18 0,48 12,00 0,62 1,32
19 0,73 2,17 1,19 0,31
20 0,83 24 38 0,26 0.43
21 0,49 13,31 1,15 1,60
22 0,42 7,52 0,60 0,25
23 0,54 10,55 1,04 1,47
24 0,29 2,72 1,20 0,28
25 0.39 i B 0,37 3,99
26 0,84 1,66 0,23 2,46
27 0,66 342 0,96 0,45
28 0,37 1,15 0,95 0,97
29 0,51 1,69 0,94 0,57
30 0,41 3,15 0,73 0,44
31 0,47 5,02 1,06 1,41
32 0.61 1,85 1,09 1,88
33 0,63 0,92 0,93 0,50
34 0,46 2,58 0,93 0,79
36 1,06 ikl 1,32 0,40
37 0,35 741 1,19 299
38 0,41 10,36 1,18 5,70
39 0,43 9,35 1,54 0,87
40 1,00 22,82 0,87 0,74
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FIGURA 12

Ensaio de retardamento de mobilidade eletroforética com extratos

nucleares de células E 8.2

Padronizacio do ensaio realizado com sequéncias de oligonucleotideos dupla fita contendo
o sitio AP-1 consenso [ 5-CGC TTG ATG ACT CAG CCG GAA-3’ ] { 1-4 ), AP-1
mutante | 5°-CGC TTG ATG ACT TGG CCG GAA-3" ] (5,6 } & a regifo entre -5035 a
885 [ 5’ TCG AAG TGA CAC ACT TCA CGC-3’ | do promotor de GR ( 7-10 ). Os
ofigonucleotideos marcados foram incubados na auséncia de extratos nucleares ( linhas 1, 5
e 7), Spg de extrato nuclear de células EB.2 (2, 6 e 8), 5 ug de extrato nuclear mais 100
vezes o respectivo oligonucleotideo no radicativo ( 3, 10 ) € 5 ug de extrato nuclear
imunodepletado com anticorpo anti ¢-Jun (4, 9 ).
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FIGURA 13

Fnsaio de retardamento de mobilidade eletroforética com extratos

nucleares de células NIH3T3

Ensaio realizado com sequéncias de oligonucleotideos dupla fita contendo o sitio AP-1
consenso [ 5°-CGC TTG ATG ACT CAG CCG GAA-3" ] ( 1-3 ), AP-1 mutante [ 5°-CGC
TIG ATG ACT TGG CCG GAA3 1 ( 46 ) e a regio entre
2905 a -885 [ 5~ TCG AAG TGA CAC ACT TCA CGC-3’ ] do promotor de GR
( 7-10 ). Os oligonucleotideos marcados foram incubados na auséncia de extratos nucleares
(linhas 1, 4 e 7 ), na presenca de Sug de extrato nuclear de células NIH3T3 (2,5e8),5
pg de extrato nuclear imunodepletado com anticorpo anti ¢-Jun (3, 6 € 9 ) e Spg de extrato
nuclear mais 100 vezes o respectivo oligonucleotideo radioinerte ( linha 10 ).
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FIGURA 14

Fnsaio de retardamento de mobilidade eletroforética com extratos

nucleares de células NIH3T3 ¢cjun 14
Ensaio realizado com sequéncias de oligonucleotideos dupla fita contendo o sitio AP-1
consenso [ 5’-CGC TTG ATG ACT CAG CCG GAA-3" 1 (1-3 ), AP-1 mutante [ 5-CGC
TTG ATG ACT TGG CCG GAAY 1 ( 46 ) e a regiio entre
905 a -885 [ 5°- TCG AAG TGA CAC ACT TCA CGC-3’ ] do promotor de GR
( 7-9 ). Os oligonucleotideos marcados foram incubados na auséneia de exiratos micleares
( linhas 1, 4 € 7), na presenca de Spg de extrato nuclear de células NIH3T3 cjun 14 (2,5 ¢

8 ) e 5 pg de extrato nuclear imunodepletado com anticorpo  anti  ¢-Jun
(3,6e9).
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FIGURA 15

Fnsaio de retardamento de mobilidade eletroforética com extratos

nucleares de células NIH3T3 cyjun 26
Ensaio realizado com sequéncias de oligonucleotideos dupla fita contendo o sitio AP-1
consenso | 5°-CGC TTG ATG ACT CAG CCG GAA-3 1( 1-3 ), AP-1 mutante [ 5'-CGC
TIG ATG ACT TGG CCG GAA3 ] ( 46 ) e a regi@o enire
-905 a -885 [ 5°- TCG AAG TGA CAC ACT TCA CGC-3’° ] do promotor de GR
( 7-9). Os oligonucleotideos marcados foram incubados na auséncia de extratos nucleares
( linhas 3, 4 ¢ 7 ), na presenga de Sug de extrato nuclear de células NIH3T3 cjunr 26

(1,5¢e8)e5 ug de extrato nuclear imunodepletado com anticorpo antt c-Jun
(2,6€9).
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FIGURA 16

Fnsaio de retardamento de mobilidade eletroforética com extratos

nucleares de células NIH3T3 ¢c-jun 36
Ensaio realizado com sequéncias de oligonucleotideos dupla fita contendo o sitio AP-1
consenso [ 5’-CGC TTG ATG ACT CAG CCG GAA-3” 1 ( 1-3 ), AP-1 mutante [ 57-CGC
TTG ATG ACT TGG CCG GAA-3> | ( 46 ) e a regido entre
905 a -885 [ 5°- TCG AAG TGA_CAC ACT TCA CGC-3’ ] do promotor de GR
( 7-9). Os oligonucleotideos marcados foram incubados na auséncia de extratos nucleares
( linhas 3, 4 € 7 ), na presenca de 5pug de extrato nuclear de células NIH3T3 c-jun 36

(1, 5¢e8)e5 ug de extrato nuclear imunodepletado com anticorpo anti c-Jun
(2,6€9).
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Tabela 7 - Valores relativos da ligacio de c-Jun a AP-1 consenso
( AP-1c), AP-1 mutante ( AP-1m ) e AP-1 presente no promotor de GR
( AP-1 GR prom )

Células AP-1c AP-1m AP-1 GRprom
NIH3T3 1,00 0,18 ND

E 8.2 1,00 0,24 0,28
NIH3T3 1,00 0,28 0,31
c-jun 14
NIH3T3 1,00 0,26 0,10
c-jun 26
NIH3T3 1,00 0,25 0,29
c-jun 36

ND = nfo detectado
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FIGURA 17

Ensaio de competig8o da ligagdo de c-Jun a [**P] AP-1 consenso por

AP-1consenso, AP-1mutante e AP-1 GRprom radioinertes.
Ensaio realizado ap6s a incubagio de [ 32p] AP-1 consenso na auséncia ( linha 1 } e presenga
( linhas 2-17 ) de 5 ug de extrato nuclear de células NIH3T3. Concentragdes 2,5; 5,0; 7,5;
10; ¢ 20 vezes maior de AP-1 consenso ( 3-7 ), AP-1 mutante ( linhas 8-12 ) e a regido de -
905 a -885 do promotor de GR ( linhas 16, 15, 14, 13 ¢ 17 respectivamente ) foram
adicionadas ao experimento,
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FIGURA 18

Competigdo da ligacdo de c-Jun a AP-1 consenso
O grafico mostra a média dos valores obtidos a partir de dois ensaios de competi¢do
realizados com extratos nucleares de células NIH3T3 na presenca de 0,5ng de [*P] AP-1.
As reacoes foram competidas com concentragdes crescentes de oligonucleotideos
radioinertes equivalentes a 2,5; 5,0; 7,5, 10 e 20 vezes a concentragao do radioativo. Um

destes ensaios esta representado na figura 17.
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DISCUSSAO

Quando realizamos experimentos de co-transfecgdo transitéria em
células NIH3T3 com phGRpromCAT e pRSVc-jun constatamos que o
produto do proto-oncogene c-jun foi capaz de reprimir a atividade do
promotor do gene do receptor de glicocorticoide ( figura 1 ).

Martins e cols ( 1995 ) demonstraram a clara redugdo da
concentracdo do receptor do hormdnie glicocorticéide em cclulas
transformadas pelo oncogene El-ras. Neste trabalho, ainda, concluiu-se
que esta regulagfo seria dada pela atuagdo indireta da proteina Ras na
atividade transcricional do promotor do gene de GR.

Foi demonstrado recentemente que Ras pode ativar a cascata de
quinases que envolve proteinas induzidas por estresse culminando com
a fosforilacio de c-Jun e ATF2 (Smeal e cols, 1991; Westwick e cols,
1994; Gupta e cols,1995; Lin e cols, 1995 ). Esta familia de quinases
envolve a MAPK ( “mitogen activating protein kinase” ) que ativa JNK
( “Jun N-terminal kinase” ) resultando na fosforilagdo do fator de |
transcrigio nuclear c-Jun ( Lin e cols,1995 ). Desta forma a fosforilacéo
de Jun por JNK requer a cooperagdo de Ras e € importante para sua
atividade transcricional e fungdes oncogénicas { Smeal e cols, 1991,
Westwick e cols, 1994; Gupta e cols,1995; Lin e cols, 1995 ).

Adler e cols ( 1995 ) demonstraram que in vitro p21™

, a proteina
codificada pelo oncogene ras, pode interagir e ativar tanto JNK como a
prépria proteina Jun. Os autores propdem que Ras serviria como ancora
para diferentes proteinas quinases, ja que esta localizada na membrana
( Barbacid, 1987 ), desencadeando diversos caminhos para a transdugio

de sinal.
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A reunifio destes experimentos preliminares ¢ de inameros dados
consistentes da literatura sustentam a hipdtese inicialmente proposta
pelo trabalho anterior { Martins ¢ cols, 1995 ), ou seja, de que a
atenuacdo da transcricio do gene de GR em células transformadas por
Ras poderia ser mediada pelo aumento da atividade da proteina c-Jun,
Além disso, esta atenuagdo estimula o conhecimento dos mecanismos
envolvidos neste processo.

Ensaios de transfeccdo transitoria com vetores “reporter”, neste
caso contendo o gene CAT, sdo limitantes quando se pretende estudar
um mecanismo complexo de regulagdo génica. Portanto, foram
estabelecidos clones de células NIH3T3 transfectadas com c-jun de
forma que estes pudessem ser analisados quanto a expressdo de GR.
Este modelo permite avaliar o comportamento do promotor endégeno de
GR, a regulagdo da transcri¢do ¢ as alteragdes pds transcricionais da
proteina receptora na presenga de quantidades variaveis da proteina c-
Jun.

Os resultados dos ensaios de “Northern blot” mostraram
inicialmente uma grande variacio da expressdo do RNAm de c-jun entre
os clones 1solados.

Uma possivel explicagdo seria que, na geragdo dos clones, foi
transfectado um excesso de 10 vezes mais do plasmideo contendo o
gene de cjum, em relacdo ao plasmideo que confere resisténcia ao
antibiético. Esta abordagem serviu para aumentar a possibilidade do
clone selecionado ter incorporado o plasmideo codificador de c-Jun. Isto
pode incorrer na possibilidade da célula transfectada ter recebido
diferente namero de copias do plasmideo contendo o gene de c-jun € por

conseqiiéneia os clones gerados apresentam entre si valores relativos
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bem diferentes para o RNAm de c-jun. Além disso, apesar do gene de c-
Jjun estar sob controle de um promotor constitutivo forte ( SV-40 ) a
insercio do DNA plasmidial em diferentes regides do genoma pode
levar a diferencas na atividade do promotor exogeno { Gorman e cols,
1982).

A analise dos dados mostrou que, como esperado, a grande
maioria dos clones gerados possufam aumento da expressdo do RNAm
de c-jun e diminuigdo da expressdo do RNAm de GR, sugerindo um
papel relevante de c-Jun na regulagfio do gene de GR. Entretanto,
revelou-se ainda que ndo existia uma relagdo inversamente proporcional
entre estes dois eventos. Fsta observagio é consistente com o fato de
que a expressdo do RNAm nem sempre corresponde as concentragdes
protéicas detectaveis. Variages decorrentes da estabilidade do RNAm e
da proteina podem ocorrer. Em particular, segundo nossa proposta, a
transcri¢io do gene de GR deve depender da presenga da proteina c-Jun
funcional.

Genes regulados ao longo do ciclo ciclo celular possuem uma
relacio de sintese e degradagdo bastante eficientes. Sabe-se que 0s
RNAm de c-fos e c-myc, por exemplo, sio degradados por RNAse
altamente especifica minutos apds sua sintese ( Greenberg e cols,
1986 ).

A alteragfio da estabilidade do RNAm como um mecanismo de
regulagio génica ndo € unico para e€stes sistemas. Em células
procaridticas, a expressdo de muitos genes envolvidos com o
crescimento celular é controlada por modulagio seletiva da estabilidade
dos RNAs mensageiros. Sabe-se também que 08 genes que codificam as

histonas apresentam um padrio de regulagdo dependente do ciclo
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celular. Sua expressio é controlada tanto por mudangas na taxa de
degradacio do RNAm quanto por alteragbes na transcricio génica
durante a fase S ( revisado por Thompson e cols, 1986 ).

E interessante notar ainda que a atenuagfio na expressdo do
RNAm de GR nos clones gerados chega a no méaximo 70%, o que pode
indicar que a repressdo mediada por c-Jun € saturavel. Resultados
semelhantes podem ser observados também para 08 ensatos de
transfeccio transitoria ( figura 1 ). Portanto, parece que esta repressio
do RNAm de GR por c-Jun nunca chega a ser total.

A quantificagio do RNAm de GR pode, como ja foi discutido, ndo
inferir proporcionalidade direta nas quantidad'_es da proteina receptora
ou ainda na resposta celular ao horménio. Desta forma, foi realizada
entdo a quantificagdo da proteina receptora do hormonio glicocorticdide
para.correlacionar suas concentragbes com as de seu RNAm codificador
e com o RNAm de cjun.

Os dados obtidos mostram que aproximadamente metade dos
clones apresentam proteina GR diminuida e que, a excecio do clone 12,
todos estes clones apresentam RNAm de ¢-Jun aumentado. O clone 12
esta incluido na faixa de erro que se admitiu ser de 10% para estes
experimentos e portanto, foi considerado jigual a célula normal.
Entretanto, ndo se descarta totalmente a possibilidade deste representar
um clone onde também ha aumento do RNAm de ¢-Tun.

Estes resultados continuam a sugerir uma atuagio de c-Jun sobre a
expressdo de GR. RelagBes inversamente proporcionais entre 0 RNAmM
de c-Jun e a proteina GR ndo foram encontrados. Aqui destaca-se
novamente a importdncia da presenga da proteina c-Jun para que O

processo seja funcional.
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Finalmente a relagiio entre a expressdo do RNAm de GR ¢ a
quantidade de proteina receptora pode ser tragada. Os dados obtidos
mostram que, entre eles, nfo hd correlagdio diretamente proporcional,
sugerindo que alteragBes pos-transcricionals podem também estar
atuando no sistema.

O numero de clones que possuem 0 RNAm de GR diminuido €
bem maior do que os que possuem decréscimo da proteina GR.
Portanto, poderiamos especular que c¢-Jun teria um papel mais
importante na transcricio génica do receptor. Mecanismos
compensatorios poderiam atuar, por exemplo, na meia vida do RNAm
de GR ou mesmo da proteina para que suas concentragdes fossem
mantidas e que a resposta ao hormonio ndo fosse alterada.

Variagdes na meia vida do RNAm de GR ( Vedeckis e cols, 1989;
Alksnis e cols, 1991 ) e da respectiva proteina ( Mcintyre e Samuels,
1985; Dong e cols, 1988; Hoeck e cols, 1989 ) j4 foram amplamente
discutidos na literatura.

A partir disto, avaliar a concentragd@o da proteina Jun tornou-se
crucial para poder relacionar os dados obtidos com ¢ possivel aumento
desta. Como descrito anteriormente, € a proteina c-Jun funcional que ira
regular a transcri¢do génica.

Apesar da grande maioria dos clones apresentar 6 RNAm de Jun
aumentado, apenas uma parte deles apresenta aumento da proteina ¢-
Jun, mestrando gue as gquantidades de RNAm de GR nem sempre
refletem nas concentracdes da proteina por ele codificada. Pode-se
pensar, portanto, na existéncia de algum tipo de regulagfo

pos-transcricional que a célula poderia utilizar para compensar a
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expressio alta e constitutiva de uma proteina importante para ¢ controle
do ciclo celular.

A tentativa de obtengdo de clones com alta expressdo de c-Jun tem
sido abordada com pouco sucesso por varios grupos ( Rodrigo Bravo,
comunicagdo pessoal ). Especula-se que possa existir uma atividade
celular especifica que impede a célula de expressar este gene
constitutivamente, em altas concentragdes.

Um mecanismo muito interessante de regulagfio transcricional e
pés transcricional tem sido descrito para alguns fatores de transcrigdo
como c-myc ( Nepveu e Marco, 1986; Resar e cols, 1993 ) e Oct-1
( Ohno e cols, 1994 ). Estes grupos mostraram que partes da fita
complementar do DNA destes genes podia ser transcrita. Isto gerava
pequenos RNAm antisense que bloqueavam a transcrigdo e a tradugio
dos RNAm sense, levando 4 uma diminuigiio da proteina por eles
codificada. Entretanto, nfio se conhece se este tipo de mecanismo pode
existir em relagdo ao fator transcricional c-Jun.

Uma outra explicagdo para a auséncia de correlagdo entre as
concentragdes do RNAm de c-Jun e o aumento da respectiva proteina,
ou mesmo o grande nimero de clones com decréscimo desta com
relagdo a célula normal, seria a existéneia de um mecanismo de
degradacdo de c-Jun.

Ciechanover ¢ cols ( 1991 ) reportaram que existe um sistema de
ubiquitina dependente de ATP que seria responsavel pela degradagéo de
proteinas como c-Myc e c¢-Fos, dentre outras. Um controle temporal
parece envolver as proteinas c-Jun e ¢-Fos poli-ubiquitiniladas que séo
prontamente degradadas por proteinas multicataliticas 26S dependentes
de ATP ( Hermida-Matsumoto, 1996 ). Nos aqui especulamos que um
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mecanismo semelhante poderia estar ocorrendo de tal forma que a
quantidade de proteina degradada fosse maior do que a sintetizada. Nos
ensaios apresentados, a quantificacio da proteina ¢-Jun mostrou uma
boa reproducibilidade mesmo quando testados extratos obtidos em
diferentes ocasioes.

A analise de nossos resultados mostra que, & exce¢lio do clone 9,
todos os clones com aumento da proteina c-Jun ( 17 de 36 ), ou seja,
47 % do total, apresentam reduglic do RNAm e da proteina GR
( exceglo feita aos clones 37 ¢ 38 ), sugerindo fortemente a veracidade
de nossa hipdtese inicial, ou seja, de que a presenca de proteina c-Jun
funcional pode modificar a expresséio do gene de GR e possivelmente a
resposta celular ao horménio por diminuir a concentragiio da proteina
receptora.

Dados contraditérios entretanto sfo encontrados em 16 dos 36
clones { 44 % ) onde a presenca de concentracdes de c-Jun menores ou
iguais a da célula parental levam & diminui¢3o do RNAm de GR.

Varios motivos poderiam ser levantados para explicar estes dados
pois um conjunto de fatores poderiam estar atuando na regulagfo de
GR, tendo-se em mente de que a atividade da proteina c-Jun nfo esta
sendo medida, mas sim a concentracdo desta em cada clone,

A atividade transcricional de c-Jun ¢ determinada pela fosforilagdo
de residuos de treonina e serina localizados na extremidade carboxila da
molécula ( Binetruy e cols, 1991; Smeal e cols, 1991 ), fosforilagdo esta
promovida por JNK dentre outras ( Marshall, 1995 ). Desta forma, as
alteracBes pos-traducionais de c-Jun seriam cruciais para o desenrolar

de sua atividade bioldgica.
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Sabe-se que a regulagdo da expressdo génica € um processo
complexo que envolve diferentes fatores transcricionais. Estes fatores
podem se associar nas mais diversas combinagBes € a partir daf
coordenar a ligac3o a elementos especificos do DNA ( Ptashne, 1988 ).
Portanto, podemos admitir que c-Jun deve ser importante para a
expressdo do gene de GR mas outros fatores transcricionais podem estar
também coordenando este mecanisimo.

A interagdo de c-Jun com fatores transcricionais de sua
superfamilia ( Ryseck e Bravo, 1991 ) ou ainda com outros como
CREB, GR, receptor de vitamina D, receptor de hormonio da tiredide ¢
receptor de estrogeno pode levar a diferentes respostas na regulagfo da
transcricdo génica ( revisado por Pfahl, 1993 ). De forma geral, a
resposta vai depender da relag8io entre a concentragdo de cada proteina e
do promotor do gene que serd regulado ( revisado por Diamond e cols,
1950 3.

Um outro fato que deve ser apontado trata dos promotores de GR
analisados neste trabalho. Em nossos ensaios iniciais de transfecgfio
transitoria medindo a atividade de c-Jun sobre a regulagdo da expressido
de GR foi utilizada a seqiiéncia do promotor do gene humano. Nos
experimentos com os clones de NIH3T3 foi analisada a expressdo do
gene de GR endbgeno, portanto, sob controle do promotor murino.

Strahle e cols ( 1992 ) demostraram que a regulagdo do gene de
GR de camundongo ¢ mediada por trés promotores distintos, um dos
quais, mais proximo do sitio de inicio de transcrigdo, com grande
homologia ao tnico promotor presente no gene de GR humano. Desta
forma, diferencas na regulagdo génica observadas nos ensaios de

transfecgio transitéria e nos clones NIH3T3 c-jun gerados, poderiam ser
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mediadas pelas regides distintas entre os promotores do gene de GR
humano e murino. |

Uma das propostas iniciais do trabalho sugeria que c-Jun poderia
regular a atividade do promotor de GR por se associar a um elemento
semelhante a AP-1 presente tanto no promotor de GR humano como no
de camundongo. Entretanto, nossos ensaios de retardamento de
mobilidade eletroforética mostraram que a ligagdo de c-Jun ao elemento
AP-1 do promotor de GR era muito baixa. Além disso, resultados do
n0sso grupo mostraram que a delecfio da regido do promotor que contém
o clemento AP-1 nfo altera a atividade repressora de c-Jun sobre ele.
Portanto, a regulacio da expressdo de GR por c-Jun parece ndo ser dada
pela interacdio desta proteina com o elemento AP-1 contido no promotor
do gene de GR.

Sabe-se que os promotores semelhantes do gene de GR murino e
humano possuem varios sitios CRE ( “AMP ciclic - responsive
elements” ), aos quais ¢c-Jun poderia se ligar ( Ryseck e Bravo, 1991;
Galien e cols, 1994 ). Portanto, a regulagdo poderia também ser mediada
por estes elementos. Ensaios com mutantes de dele¢do devem ser
realizados para avaliar esta hipotese.

E conhecido que o padrio de regulagio do promotor de GR
murino é bastante complexo ( Wei e cols, 1996 ). A possibilidade de c-
Jun poder interagir com outros fatores de transcri¢fo na regulagéo da
expressio génica ja foi extensamente estudada ( DeCesare e cols, 1995,
Schaefer e cols, 1995 ) e discutida anteriormente.

A existéncia de trés promotores no gene de GR de camundongo
associada a possibilidade de c¢-Jun poder interagir com fatores de

transcriciio que possuam elementos especificos nestes promotores abre
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umn caminho bastante complexo na relacfio c-Jun-expressdo do gene de
GR. Esta complexidade esta ilustrada na analise dos clones NIH3T3 c-
Jun obtidos.

Nossos dados demonstram que existe uma relacdo bastante
tmportante entre altas concentragtes de c-Jun e repressio da expressio
de GR.

Como um paralelismo direto ndo pdde ser tragado, esta pode ser
mais uma evidéncia de que a interagfo entre fatores transcricionais ¢ a
regulacio da estabilidade dos RNAs mensageiros € proteinas, sdo

caracteristicas constantes do complexo mecanismo de regulacio génica.
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CONCLUSOES

1- A analise inicial dos valores relativos dos RNAs mensageiros
de ¢c-yun e GR mostrou que em clones de células transfectados com o
proto-oncogene c-jun ha aumento de RNAm de c-jun e decréscimo do
RNAm de GR. Sugerindo que o aumento da expressdo de ¢-Jun pode
reprimir a expressio do gene de GR,

2- Ao relacionar os valores obtidos para os RNAs mensageiros e
as respectivas proteinas nfo se obteve proporcionalidade entre estes dois
eventos, 0 que sugere que mecanismos poés-transcricionais também
podem estar envolvidos no processo. Foram obtidos clones que
apresentam aumento do KNAm de c-jun (e da respectiva proteina) e
decréscimo do RNAm de GR e da proteina receptora. Estes clones

podem constituir ferramentas importantes para ensaios futuros.

3- Os ensaios de retardamento de mobilidade eletroforética
evidenciaram que c-Jun ndo € capaz de se ligar ao elemento semelhante
a AP-1 presente no promotor do gene de GR humano da mesma forma
que o faz ao elemento AP-1 consenso. Desta forma, sugere-se que ¢-Jun
ndo regula a atividade deste promotor por interagfo direta com este

git10.

4- Os mecanismos envolvidos com a regulag@io do gene de GR por
c-Jun sdo complexos e¢ podem ser mediados por interacfio entre
diferentes fatores de transcri¢cio, além de alteragBes na estabilidade dos

RINAs mensageiros € respectivas proteinas.
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