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Resumo

A 1,25-dihidroxivitamina Ds, o metablito ativo da yitamina D3, parece influir
ndio s6 na homeostase do calcio, mas também em varios processos celulares tais como, o
controle da proliferagio e diferenciagio celulares. Sua agdo na transcricio génica ocorre
através de interagfio com um receptor especifico nuclear, o Receptor de Vitamina D (VDR).

VDR esté presente na maioria das linhagens de carcinoma mamario € em 80%
dos canceres de mama humanos. Comparando células HC11, derivada da glandula mam4ria
normal de camundongo, com a linhagem HC11 transformada com alelo ativado de Ha-ras
(HC11-ras), Escaleira ¢ Brentani (1999) ja haviam demonstrado inibicio de crescimento
induzido pelo tratamento com vitamina D na linhagem HC11, mas nfo na HC11-ras. Como a
HC11 apresenta alto conteido de VDR ao contrario da HC11-ras, interrogamos se essa seria a
causa da fatha da HC11-ras em responder a vitamina D.

Para responder a essa pergunta, inicialmente, amplificamos por PCR a regifio
do cDNA codificadora para VDR, a partir do RNA total da HCI1 ¢ iniciadores especificos.
Com esse cDNA de VDR inserido no vetor de expressdo pOP13 geramos 16 clones de HC11-
ras transfectados com VDR, apresentando variado conteido de VDR. Desses clones, o clone 1
caracterizou-se como apresentando alta expressdo de VDR, tanto por aumento do seu RNA
mensageiro medido por ensaio de Northern como por aumento da proteina de VDR,
determinada pelo uso de anticorpo monoclonal anti-VDR ¢ analisada por citometria de fluxo
(64,9% * 8,2% de positividade); os outros clones apresentaram expressio semelhante a2 HCII-
ras (HC11-ras = 35,93% = 15,10%; clone 7= 29,28% + 10,62%; clone 13=31,11% + 27.2%),
sendo a expressdo da linhagem HC11=85,5% £ 14%.

O clone 1 respondeu com inibigio de proliferagdo, como demonstrado pelo
aumento do tempo de duplicagio da populagdo, medido pela contagem de células em
cultura expostas a agfo da Vitamina D 10 nM durante 3 dias (controle 17,28h £ 1,98h vs. VD
28.48h + 7,02h; p= 0,056) quando comparado a HC11-ras (controle: 18,24h vs VD: 19,92h).
Além disso, observamos um acumulo de células na fase GO/G1 do ciclo celular, apos o
tratamento com vitamina D (controle: 79,54% * 1,30% vs VD: 91.01% + 2,66%, p < 0,005),
como demonstrado pelo método de quantificacio de conteado de DNA pela incorporagio de
Todeto de Propidio e analise por citometria de fluxo. Note-se que esses pardmetros foram
semelhantes a aqueles apresentados pela linhagem HC11 parental na presenca de Vitamina D
(controle: 55,9% vs VD: 82.0%). Os clones 7 ¢ 13 com baixo conteido de VDR, apresentaram
comportamento proliferativo semelhante ao da HC11-ras.

Nossos dados sugerem que, no modelo de progresséo tumoral proporcionado
pela linhagem HC11 e HC11-ras, o ¢escape do controle de VDR determine uma vantagem
proliferativa para a linhagem HC11-ras. O aumento de VDR, por si, restaurou no clone 1, um
comportamento mais proximo da normalidade, 0 que leva a supor que os controles de
proliferagdo normal sejam possiveis de serem recuperados em cinceres ja estabelecidos. Uma
diminuigio de VDR em carcinoma mamario humano tem sido correlacionado com pior
sobrevida sugerindo que as manipulagdes das vias de controle de VDR possam beneficiar
estes pacientes.
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Introducéo

A agfo da vitamina D ¢é exercida pelo seu metabolito ativo, a 1,25-
dihidroxivitamina Djs (1,25(0H),D3), obtido de duas fontes: exégena, através da
dista ou produzido de maneira endogena, na pele. O precursor 7-
dihidrocolesterol, presente na epiderme em grande quantidade, transforma-se,
sob a acdo da luz solar, naquilo que chamamos de pré-vitamina Ds (MacLaughlin
et al., 1982; Holick 1994) que, por sua vez, sofre isomerizagdo lenta a
temperatura corpérea, formando a vitamina D propriamente dita.

Na circulagdo, a vitamina D; liga-se a uma proteina sérica
carreadora (proteina de ligagdo a Vitamina D - DBP), sendo desta forma
transportada para o figado, onde sofre a a¢do da enzima 25-hidroxilase, dando
origem & 25 hidroxivitamina D3 (250HD;) (Blunt et al., 1968; Ponchon et al.,
1969; Olson et al.,1976, Bouillon et al., 1995). Novamente na circulagio, este
metabolito chega ao rim, onde ocorre a transformagdo para la,25
dihidroxivitamina Ds (1,25(0H),Ds) pela agfio da 1-hidroxilase (Holick er al,
1971; Norman ef al., 1971). Do rim, a 1,25(OH)yD; € transportada para seus
tecidos alvos (figura 1). Além de importante para o intestino, onde & responsavel

pela absorgdo do calcio, a 1,25(OH),D; também esta envolvida em processos
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celulares fundamentais tais como, regulagdo da proliferacio e diferenciagio
celular em varios tipos celulares (Abe et al., 1981; Frampton et al., 1983;
Mangelsdorf ef al., 1984)

A vitamina Ds exerce sua atividade bioldgica tanto por regulagdo da
transerigdo génica, via gendmica (revisto por Hannah ¢ Norman, 1994), quanto
por uma outra via (revisto por Nemere e Farach-Carson, 1998), menos estudada,
que esta associada a presenga de uma proteina receptora localizada na superficie
externa da célula (Nemere er al., 1994; Baran et al., 1994), referido como
receptor de vitamina D de membrana (VDRmem). Este dltimo seria o
responsavel pela indugdio de respostas celulares rapidas, tais como a abertura de
canais de célcio (Caffrey e Farach-Carson, 1989), e ativagdo de vias de
sinalizagdo que envolvam a proteina quinase C (PKC) (Khare ef al., 1994; Bhatia
et al., 1995; Slater et al., 1995).

A regulagdo da transcrigdo gémica pela 1,25(0H),D; ocorre através
da interagdo desta com proteinas receptoras especificas presentes no micleo das
células-alvo, o Receptor de Vitamina D (VDR), que possui alta afinidade pelo
ligante, e que pertence a familia dos receptores hormonais nucleares que
compreende os receptores de horménio tireoidiano, de esterdides e de dcido

retingico (RAR ¢ RXR) (Burmester et al., 1988; Baker e al., 1988).
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Figura 1. Sintese ¢ modos de agdo da vitamina D e seus metabdlitos
biologicamente importantes. Esquema adaptado de Rahual Ray, 1996.

A clonagem e o sequenciamento da fita de DNA complementar
codificadora do VDR em varias espécies, tais como, porco (Dame ef al., 1985),
galinha (McDonnell et al., 1987, Elaroussi et al., 1994; Lu et al., 1997), rato
(Burmester et at., 1988 ), espécie humana (Baker ef al., 1988), camundongo
(Kamei et al., 1995), Xenopus (Li et al., 1997) permitiram a demarcagédo da sua
estrutura em dois dominios funcionais: de ligagdo ao hormoénio, localizada na
regido carboxi-terminal, ¢ o de reconhecimento de DNA, na por¢do amino-

terminal (figura 2). Este ultimo é formado por duas estruturas em projecdo
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semelhantes a dedos, cada uma dobrada e estabilizada, na sua base, por um
atomo de zinco, sendo denominadas por isso de “dedos de zinco” (Haussler et
al.,1995; Towers et al., 1993). Esta regido ¢ a mais conservada dentro dos
receptores nucleares (Evans ef al., 1.988; O’Malley et al., 1990). O dominio C-
terminal (carboxi-terminal), além de conter a regido de ligagdo ao hormoénio
1,25(0H),D;, contém outras regides como aquele compreendido entre os
residuos 382-402 e 325-332, responsaveis pela heterodimerizagdo com RXR
(receptor de 4cido retindico) (Nakajima et al.,1994) e o dominio altamente

conservado El, situado entre os aminoacidos 244 e 263 (Rosen ef al.,1993).

Dominio de ligag&o ao DNA ‘Dominio de ligac&o ao horménio
I 1 I ; ]
S 5 - Ativaca
B B : * Dominio de Heterodimenizacao 1 ome. nal
et 7n 7n ® ll-‘ll. 7 ; S . r ;
HaN“F | O F3 T —Cco0

Figura 2. Representagdo esquematica da estrutura do receptor de vitamina D,
onde observa-se a presenga do dominio de ligagdo a 1,25(OH),VDs na porg¢ao
carboxi-terminal, e um dominio de ligagdo ao DNA, na por¢ao amino-terminal; o
circulo azul com o P € o sitio de fosforilagdo. Esquema apresentado por Haussler
et al. 1995, com modificagoes.



16

O VDR ¢ uma fosfoproteina que sofre fosforilagdes adicionais
depois da ligagdo ao horménio. No VDR humano, a proteina quinase C (PKC)
fosforila a Serina-51, localizada entre os dois dedos de zinco, no dominio de
ligagio a0 DNA (Hsieh et al., 1991). A caseina quinase II (CKII) fosforila
também a Serina-208, um residuo proximo do dominio N-terminal (Jurutka er
al, 1993a e 1993b). Outro sitio de fosforilagdo, alvo de proteina quinase
dependente de AMP ciclico (PKA) parece estar entre os aminoacidos 133 e 201
(Jurutka ef al., 1993c), em uma regido que contem residuos nao conservados
entre os VDRs.

No controle transcricional de genes responsivos a 1,25(OH),Ds, o
VDR unido ao horménio torna-se hiperfosforilado (Jurutka er al., 1993b) e
recruta o receptor de 4cido retindico X (RXR), formando um complexo
heterodimérico que se liga fortemente a0 DNA. O complexo heterodimérico
1,25(0OH),D;-VDR-RXR seletivamente reconhece elementos de resposta a
vitamina D (VDREs) localizados na regido promotora dos genes regulados
(figura 3) por vitamina D, tais como, osteocalcina humana (Ozono er al., 1990,
MacDonald ef al., 1991) e de rato (Terpening et al., 1991; DeMay et al., 1990),
osteopontina de camundongo (Noda et al., 1990), integrina B3 em ave (Cao ef
al., 1993), 25-hidroxivitamina D3-24-hidroxilase em ratos (Ohyama ef al., 1994)

e humanos (Chen e DeLuca, 1995), Calbindina-D28K em camundongo (Gill e
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Chritakos 1993), Calbindina D9k em rato (Darwish e DeLuca, 1992), Pit 1 de
camundongo (Rhodes et al., 1993), p21 humano (Liu et al, 1996) ¢ TGF B2
humano (Wu et al., 1999). VDREs com regulagdo negativa existem na regido 5’
dos genes do colageno tipo I (Pavlin et al., 1994), sialoproteina Ossea (L1 e
Sodek 1993), hormdnio da paratiredide (PTH) (DeMay et al., 1992) e peptideos

relacionados a PTH (Falzon 1996, Kremer ef al., 1996).

Figado . : - Rim o
: : s 1,25(0H):Ds -
Vitamina D e 25(0H)Ds : —»> iy
Constitutivo 5 : +0 Cal © PTH Horménio
] Regulagao +0 PO

5 e425
CélulaAlvo e '

VDRE

Controle Transcricional

Fungbes Osteoblésticas (Osteocalcina T; Osteopontina®;Colagenol))
Diferenciagédo Macréfagol/Osteoclasto {c-myct; Integrina By 1)
- Absorgéo Intestinal CalPO, (CaBP2s«T; CaBPuT)

Catabolismo renal da Vitamina D (24-OHase 1) | Alteragdes
Sintese do hormdnio Paratiroide (PTH 1) Funcionais

Diferenciagéo Celular ﬂﬂ:Cé_il-i_l_a_ i

Figura 3. Metabolismo da Vitamina D e agdo celular, mediada pelo
heterodimero VDR-RXR ligando-se ao VDRE. Esquema apresentado por
Haussler et al., 1997.
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A comparagiio dessas sequéncias de resposta a vitamina D indicam
que elas geralmente consistern de hexdmeros na forma de repetigdo direta com
um espacamento de trés nucleotideos (Tabela I). Enquanto a sequéncia de trés
nucleotideos parece nfio ser conservada, os hexameros em geral apresentam a
sequéncia AGGTCA ou preferencialmente GGTTCA, mas ocorre uma
consideravel variabilidade entre elas. O espagamento entre as repetigdes diretas
possuem um papel critico na determinagio seletiva da resposta hormonal
(Umessomo et al., 1991). Em muitos estudos com VDREs separados por 3
nucleotideos, mostra-se que o VDR forma heterodimero com o Receptor de
Acido Retindico X (RXR) (revisto por Haussler ef al., 1997). O VDR pode
também formar homodimero (Freedman et al., 1994), interagindo com certos
elementos de resposta contendo espagamento de 5 nucleotideos, mas isto ocorre
somente sob altas concentragdes do receptor, uma situagdo diferente da existente

in vivo.
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Tabela 1. Localizagio e seqgiiéncia de Elementos de Resposta positivos a

Vitamina D
Genes Localizagio Sequencia de Nucleotideos
Osteocalcina de rato - 460/- 446 GGGTGA atg AGGACA
Osteocalcina humana - 499/- 485 GGGTGA acg GGGGCA
Osteopontina de camundongo - 757/- 743 GGTTCA cga GGTTCA
Calbindina D9K de rato - 489/- 475 GGGTGT cgg AAGCCC
Calbindina D28K de camundongo | - 198/~ 183 GGGGGA tgtg AGGAGA
24-hidroxilase de rato - 150/ - 136 (proximal) | AGGTGA gtg AGGGCG
- 258/ - 244 (distal) GGTTCA geg GGTGCG
24-hidroxilase humana - 169/ - 155 (proximal) | AGGTGA gcg AGGGCG
- 291/ -277 (distal) AGTTCA ccg GGTGTG
Integrina 33 em ave - 770/ - 756 GAGGCA gaa GGGAGA
TGF- 32 -700/ -686 AATGAA gtt GGTGGA
=761/ -747 TGTAGA aca AGTAGA
Pit 1 de camundongo - 683/ -666 AGTTCA tgag AGTTCA
P21 humano - 779/- 765 AGGGAQG att GGTTCA

w

Diferente dos outros membros da familia dos receptores nucleares que
40 prddutos de multiplos genes, o VDR é produto de um tinico gene. O gene de
VDR humano esta localizado no cromossomo 12q (Szpirer et al., 1991), sendo
composto por 11 exons (1a, 1b, 1c, 2 - 9), ocupando aproximadamente 75 Kb de

DNA. O produto dos exons é um transcrito de mRNA de aproximadamente 4800
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nucleotideos, codificando uma proteina de 427 aminoacidos (WVDR). A primeira
organizagdo da estrutura intron-exon do gene cromossomal do VDR humano fo1
descrita por Baker ef al., em 1988. Trabalho adicional definiu a estrutura
completa do gene de VDR humano (Miyamoto ef al., 1997).

A importincia de VDR ¢ evidenciada por dados publicados
inclusive por nosso grupo, demonstrando que a linhagem mieléide HL60,
quando tratada com ésteres forbolicos (PMA) ou acido retindico, reduz o
contetdo de VDR por célula, usando o ensaio de ligagfio a VD triciada. Blastos
leucémicos de pacientes também apresentam alta quantidade de VDR, sugerindo
que nas células hematopoéticas, expressdo alta de VDR possa ser atributo de
células indiferenciadas com alto indice proliferativo (Feldman ef al., 1993). Em
linhagens mieldides, demonstramos que a expressio de RNA mensageiro de
VDR é regulada de forma diferente dependendo do tipo de diferenciador usado,
se éster forbolico, acido retindico ou interferon y (Feldman, er al, 1993).
Demonstramos também a importincia da vitamina D3 ¢ VDR no processo de
proliferagfio e diferenciagdo da linhagem celular mieloide, HL60 (Folgueira ef
al., 1998).

A proliferagdo de linhagens de carcinoma mamério (Frampton ef
al., 1983) e células de glandula mamaéria normal (Hosomi ef al., 1983; Mezzetti

et al., 1987) também parecem ser afetadas por vitamina D. A maioria das
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linhagens de carcinoma mamario (Escaleira ef al., 1993; Buras ef al., 1994,
Elstner ef al., 1995) e 70-80% dos cinceres de mama também expressam VDR
intracelular (Eisman ef al., 1980; Freake et al., 1984; Berger et al.,1987 ¢ 1991).
Além disso, a presenga de VDR em carcinomas primarios de mama humanos,
parecem determinar maior sobrevida global do que aqueles com tumores VDR
negativos (Colston ef al., 1989; Berger et al, 1991). A razdo desse melhor
prognéstico tem sido sugerida como sendo um efeito do VDR sobre a
diferenciacdo da célula mamaria in vivo (Colston et al., 1989).

O efeito antiproliferativo da vitamina D3 em células que se dividem
rapidamente tem sido amplamente demonstrado em outros modelos
experimentais de linhagens mamérias normais (Lazzaro & Mehta, 1996) ou
maligna (Abe ef al., 1981). Na linhagem MCEF7, derivada de carcinoma de mama
humano, existem indicativos de que vitamina D poderia estar envolvida no
processo de apoptose (Vandewalle ef al., 1995).

O cancer de mama é no mundo todo, incluindo o Brasil, um
problema de satde publica, sendo a primeira causa de morte por cincer nas
mulheres em paises desenvolvidos. No Brasil, estimativas do Instituto Nacional
de Cancer (INCA, Ministério da Satide) imdicam que 32695 casos novos e 7165
6bitos devido cancer de mama devem ocorrer no ano de 1999. Nessa doenga,

mesmo quando curada, a possibilidade de recidiva tardia existe, sendo a
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hormonioterapia convencional, ndo isenta de efeitos colaterais, ¢ a resposta a
quimioterapia nem sempre satisfatoria nos casos avangados. Assim, outras
drogas como a vitamiﬁa D, talvez envolvidas com controle de proliferagdo e
morte celular programada sempre podem ser de utilidade para o tratamento
desses canceres.

A linhagem mamaria HC11, estabelecida a partir de um clone de
células epiteliais de mama COMMA-1D de camundongos BALB/c no meio do
periodo gestacional (Ball ef al., 1988, Danielson et al., 1984), representanda um
sistema simples com alta eficiéncia de resposta a horménios lactogénicos.
Trabalhos anteriores realizados com essa linhagem mostraram que a
diferenciacdo funcional e completa, definida como a capacidade de produg8o de
B-caseina (Taverna ef al., 1991), é atingida em células pré-tratadas com EGF
(Fator Epidermal de Crescimento), durante dois a trés dias, e a partir do terceiro
dia submetidas a estimulo lactogénico (Dexametasona, Prolactina ¢ insulina).

A proteina Ras desempenha papel importante na resposta celular a
muitos fatores que controlam a proliferagdo ¢ a diferenciagéo celulares (Satoh et
al., 1992). A proteina Ras inativa encontra-se ligada a GDP (guanosina di-
fosfato) e quando ativada associa-se a GTP (guanosina tri-fosfato) e desencadeia
uma cascata de fosforilagdes que sdo responsaveis pela transdugdo do sinal

inicialmente deflagrado (Barbacid, 1987, Lowy e Willumsem, 1993). Este ¢
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interrompido quando GTP ¢ hidrolisado da molécula de Ras, que volta a se
associar 8 GDP. MutagSes nos aminodcidos 12,13 ou 61 de Ras, produzem uma
oncoproteina com grande afinidade por GTP, incapaz de hidrolisé-lo de seu sitio
ativo, o que leva a uma transdugfo constante e alterada de sinal (Haubruck e
McCormick, 1991). A introdugdo do alelo ativado de Ha-ras na linhagem HC-11
levou a transformagéo maligna e constitui um modelo de progressio tumoral,
pois induz a formagdo de tumor em animais transgénicos (Hynes ef al., 1990),
ativa o receptor de EGF e suprime a indugfo de B-caseina, bloqueando a ativagdo
do fator MGF (Fator de transcrigio de glindula maméria) pelos horménios
lactogénicos, inibindo a diferenciagdo (Happ et al., 1993).

Uma das diferencas fundamentais entre as linhagens HC-11 e
HC11-ras parece ser uma falha desta 1ltima, em responder com diminuigiio de
proliferagdo e indugdo de diferenciagio, ao tratamento com hormdnios
lactogénicos. A HC11 original apresenta ainda maior contetido de VDR, tanto da
proteina (HC11=86% vs HC11-ras=23%), como do RNA mensageiro (HC11=1
vs HC11-ras=0,4) dentro da faixa de concentragio apresentada pelas linhagens
mamarias malignas MDA-MB-231, MCF-7 ¢ T47D, como demonstrado
recentemente (Escaleira, 1997). Dados apresentados por Escaleira e Brentani
(1999) demostram ainda que a linhagem HC-11 tratada com Vitamina D diminui

a prolifera¢do, causando um acumulo de células na fase GO/G1 do ciclo celular.
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Estas constatagdes sugerem que a proliferagdo nas células mamarias
HC-11 seja norteada pelo contetido de VDR e a falha da linhagem HC11-ras em
responder a vitamina D seja devido ao menor contetido de VDR. Nio podemos
descartar que mudangas de estabilidade do complexo receptor-horménio (na
forma de homo ou heterodimeros) ou alteragdes pos-transcricionais contribuam
para esta resposta alterada, abrindo outras perspectivas para investigagbes
futuras.

Assim, o objetivo inicial desta dissertagio de mestrado foi o de
estudar a influéncia da super-expressio do receptor de vitamina D nos
pardmetros proliferativos da HC11-ras. Utilizamos um vetor de EXpressio
contendo o VDR geramos clones de células HC11-ras transfectadas com VDR e
demonstramos que os clones que expressam alto conteudo de VDR retornaram

aos padrdes de crescimento apresentado pela HC11 parental.
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Objetivos Especificos

e Construir um vetor de transfecgdio contendo o receptor de vitamina D (VDR),
atilizando o vetor pOPI13CAT  (“LacSwitch Inducible Mammalian
Expression System”, Stratagene) e gerar clones celulares, apartir da linhagem

HC11-ras com superexpressdo de VDR,

e Determinar os pardmetros de proliferagdo sob agdo da Vitamina D nas células
mamarias da linhagem HCll-ras com superexpressdo do receptor de

vitamina D em comparagdo com a linhagem HC11-ras ¢ HC11.

e Analisar a expressdo génica de VDR através do mRNA detectado pela analise
de Northern e da proteina de VDR por meio do anticorpo monoclonal anti-

VDR e citometria de fluxo.

Para a geragio dos clones, a linhagem maméria HCI1l-ras, foi
transfectada com o plasmideo pOP13CAT e p3°SS do “kit LacSwitch Inducible
Mammalian Expression System da Stratagene” (figura 5). Este sistema envolve a
expressio constitutiva da proteina Lac repressora, codificado pelo gene lacl,

presente no p3°SS. O gene de interesse, a ser estudado, sera introduzido entre os



26

sitios Not I, no lugar do “CAT”, no plasmideo pOP13CAT; a expressdo deste
gene € controlado pelo promotor RSV-LTR. Em condi¢des normais, a proteina
Lac repressora liga-se aos sitios “lac operon” localizado ap6s o promotor RSV-
LTR, inibindo a transcri¢do do gene introduzido. Para a indugdo do gene de
interesse, adiciona-se ao meio de cultura o isopropil-B-D-tiogalactosideo (IPTG),
o qual se liga a proteina Lac repressora, mudando a sua conformagio e
diminuindo a sua afinidade pelos sitios “lac operon” (presente no pOP13), dando
inicio a transcrigdo pelo promotor RSV e liberando a expressdo do ¢cDNA

transfectado.

LTSt
i N!I‘T};, o
0|
asga 3107 2o%7
p{}mﬁ]‘ TATA TSP 00 Hiped |

9 bp linker = AGC AGC CTG
NLS = CCT AAG AAG AAG AGG AAG GGT

Figura 5: Esquema dos plasmideos p3’SS e pOP13CAT.

Vetor p3'SS possui o gene lacl que € codificador da proteina repressora Lac,

Vetor pOP13CAT contém um promotor RSV-LTR, sitios Not-I para inser¢ao do gene de
interesse e uma sequéncia operadora modificada do lac operon inserido apos o promotor.
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Materiais e Métodos

1. Obtencio do cDNA
1.1 Cultivo de células
As linhagens HC11 e HC11-ras foram doadas pela Dra. Nancy Hynes

do Friedrich Miescher Institute, Basiléia, Suiga.

A linhagem HCI1 (células de epitélio de mama de camundongo)
cultivada em RPMI 1640 (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA),
contendo 1,2 g/t de bicarbonato de sddio; 10 mM de Hepes (dcido N-2-
hidroxietil-piperazina-N’-2-¢tano-sulfonico) pH 7,4; 50 pg/ml de ampicilina,
estreptomicina ¢ gentamicina € 2,5 ug/ml de anfotericina B ¢ suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS, Cultilab, S@o Paulo, Brasil), 5 ug/ml de insulina
(Sigma) e 10 ng/ml de EGF (Fator de crescimento epidermal - Sigma), foram
crescidas em garrafas de 75 cm® até a confluéneia, em estufa a 37 °C em

atmosfera constante de 5% de CO,

1.2, Obtencido de RNA

As células HC11 foram remowvidas com o auxilio de um rodo de
borracha, lavadas em PBS 1X (1,5 mM KH,PO,; 137 mM NaCl; 3 mM KCi; 10
mM Na,HPO, pH 7.4), e o precipitado recuperado por centrifugagio, foram

adicionados 800 ul de RNAzol (Biotecx CS 105), homogenizado vagarosamente
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e 80 ul de cloroférmio e entdo homogenizado vigorosamente, permaneceu por 15
minutos no gelo, sendo centrifugada posteriormente a 22000xg por 15 minutos a
4°C.

O sobrenadante foi recuperado e adicionado isopropanol (viv) a
4°C, permanecendo por uma hora no gelo. Esta mistura for novamente
centrifugada e o precitado resultante (RNA) lavado com etanol 75%, seco,

dissolvido em 25 pl agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e 0,5 ul de

RNAsin (Promega), ¢ estocado a -70°C.

1.3. Obtenc¢ao de cDNAs

Aos 18 pl de RNA obtido no item 1.2. foram adicionados 6 pl do
tampdo 5x “First Strand” (GIBCO-BRL), 3 ul de 0,1M DTT, 1,5 ul de 10mM
dNTPs, e 0,3 ul do iniciador rand6émico hexdmero (1,6 pg/ul) da GIBCO-BRL.
Esta mistura ficou por 10 minutos a 42°C antes de adicionar 1 ul da enzima
“Super Script II” (200 unidades/ul) da GIBCO-BRL, permanecendo entio, por
mais 50 minutos a 42°C. A reacgdo foi inativada a 75°C por 15 minutos ¢ tratada
com 3 unidades de RNAse H (BRL) por 20 minutos a 37°C e novamente
inativada a 75 °C por 15 minutos. Apos este procedimento o cDNA pode ser

utilizado para a amplificacdo da regifio de interesse.
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2. Amplificacio de cDNA de VDR
2.1 Oligonucleotideos (Primers)

O produto da reagdo utilizando Transcriptase reversa ¢ o0 RNA total
de HC11 foi utilizado como molde para a amplificagiio do gene correspondente
ao receptor de vitamina D de camundongo, por reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) utilizando-se 08 seguintes primers: SGAGGCG
GCCGCAAGAGCACCCTTGGGCTCTAC3’ ¢ 5’AGAGCGGCCGCACA
GGCACCACTGTGGGCCACC3’. Os primers foram sintetizados no Instituto

Ludwig de Pesquisa Sobre o Cancer - S3o Paulo.

2.2, Reacfio de polimerase em cadeia (PCR)
Na reag¢do de PCR foi utilizado 1 a 3 ul de ¢cDNA obtido no item

1.3, sendo o volume final de 25 ul, onde foi adicionado o tamp#o da enzima Taq
DNA Polimerase (concentragdo final de 1,5 mM de MgCl,), dNTPs (0,125 mM

final), os primers (1uM final) ¢ 1 unidade da enzima Taq (Thermus aquaticus)
DNA polimerase (5U/ul). A mistura foi completada com agua deionizada e

autoclavada.

A reaglo foi realizada nas seguintes condi¢des: 1 ciclo inicial de
95°C por 5 minutos, 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto, 72°C
por 1 minuto e 1 ciclo de 72°C por 7 minutos. A reagio foi processada em um
equipamento Hybaid Omnigel (Hybrid, UK). Os produtos da PCR foram
separados em gel ndo desnaturante de poliacrilamida, ¢ puderam entdo ser

analisados.
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2.3. Gel ndo desnaturante de poliacrilamida
Uma solugéio 8% de poliacrilamida em TBE 1X (0,1 M Tris-HCl pH
8,0; 0,7 M Acido Borico; 3,5 M EDTA) contendo acrilamida e bis-acrilamida
(29:1) e 4gua deionizada foi preparada ¢ a esta foram adicionados persulfato de
aménio 10% (1:100) e TEMED (N'N’N’N’ tetrametiletilenodiamina) (1:1000)
para a confecgdio do gel. Apos a separagdo dos produtos a 100 Volts em tampéo
de corrida TBE 1X, o gel foi corado por prata.

O procedimento de coloragdo consistiu de uma fixagdo, em agitagdo
constante por 7 minutos, com uma solugéio contendo 50 mi de etanol absoluto,
2,5 mi de 4cido acético glacial em um volume final de 300 ml de dgua, apds o
que foi adicionado 0,3 g de nitrato de prata dissolvido em 5 ml de agua que
permaneceu por mais 7 minutos sob agitagdo. Depois o gel foi rapidamente
lavado em 4gua e foi incubado com uma solugéo contendo 4.5 g de NaOH, 1 ml

de formaldeido 37%, 4gua até 200 ml de 4gua até o aparecimento das bandas.

3. Clonagem intermedidria em pUC 18 - VDR de camundongo

O fragmento do VDR de camundongo, obtido por PCR foi inserido
em pUC 18, seqiienciado pelo Sequenciador automético Alf (Pharmacia) para
verificar a integridade da regifio amplificada.

O produto obtido por PCR foi separado em gel de agarose 0,8%. A
banda que correspondia ao tamanho esperado foi eletroeluida em tampdo TE pH
8,0. O DNA foi precipitado em 0,3 M de acetado de sodio e 2,5 volumes de

etanol absoluto por 16 horas a -20°C. O precipitado foi entfio recuperado por
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centrifugacio a 22000xg por 5 minutos, seco e ressuspenso em Agua e
quantificado.

Para este procedimento foi utilizado o “kit Sure Clone” (Pharmacia).
O fragmento foi preparado para a ligagdo utilizando a atividade 3’- 5°
exonuclease da “Klenow fragment DNA polimerase I”” para remover uma base 3’
desparcada na extremidade ¢ o fragmento foi concomitantemente fosforilado
pela T4 Polinucleotideo quinase.

Aproximadamente 200 ng do fragmento de DNA de VDR de
camundongo amplificado, foi diluido em 16 ul de agua e incubado a 37°C por 1
hora com 6 U de “Klenow”, 6 U de T4 polinucleotideo quinase e tampéo
blunting/quinase 1x em um volume finai de 20 pl. Ao final da reagdo foi
adicionado 20 pl de fenol/cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e centrifugado a
22000xg por 1 minuto. O sobrenadante foi purificado em uma mini coluna de
Sephacryl S 200HR (resina em 100 mM NaCl, 10 mM TrisHCI, pH 7,6 ¢ 1mM
EDTA) e recuperado apos centrifugacio.

Este procedimento permitiu tornar as extremidades abruptas para a
ligagdo em pUC 18, que possui as extremidades abruptas e defosforiladas com
BAP (“Bacterial alkaline phosphatase™).

A ligagdo do inserto em pUCIS8 foi realizada utilizando 7 pl do

cDNA proveniente do material purificado na mini coluna, 50 ng do vetor
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defosforilado, 10 mM DTT e tampéo da enzima “T4 DNA ligase” 1x, e 1ul da

enzima “T4 DNA ligase” (6 U/ul), durante 16 horas a 16°C.

4. Clonagem do inserto de VDR de camundonge ne vetor pOP13CAT
4.1. Preparo do inserto

A regifo amplificada, como descrito no item 2, possui nas
extremidades sitios para a enzima Not I, estes permaneceram intactos quando o
¢cDNA foi clonado em pUC 18, assim usando a enzima de restrigdo Not I o
¢DNA foi separdo do plasmideo e, sendo os produtos da digestdo separados gel
de agarose 0,8%. A banda comrespondente foi eletrocluida em tampio TE e
precipitada em acetato de sédio 0,3 M e 2,5 volumes de etanol absoluto, por 16
horas a -20° C. Em seguida, o DNA foi recuperado por centrifugagéo por 15
minutos a 22000xg, o precipitado foi seco e ressuspenso em agua e quantificado

em gel analitico de agarose 0,8%.

4.2. Preparo do vetor pOP13CAT

O plasmideo pOPI13CAT (“LacSwitch Inducible Mammalian
Expression System”) foi digerido com a enzima de restrigo Not I (BRL), que
permitiu a retirada do gene CAT, gerando o fragmento de 5513 pares de base. O
plasmideo foi recuperado por eletroelui¢io em tampdo TE e precipitado em
acetato de sodio 0,3 M e 2,5 volumes de etanol absoluto por 16 horas a -20° C,
Em seguida, o0 DNA foi recuperado ¢ quantificado em gel analitico de agarose
0,8%. As suas extremidades foram defosforiladas em uma reagio com 10
unidades de CIP (“Calf Intestinal phosphatase™ e tampdo NeBuffer 2
(BIOLABS), a 37°C por 30 minutos. A reagdo foi inativada pela adi¢do de 5 mM
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de EDTA e 10 minutos & 65°C. Na reagdo foram adicionados 20 ul de
fenol/cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e o sobrenadante foi purificado em

uma mini coluna de Sephacryl S 200HR e recuperado apos centrifugagéo.

4.3. Ligacio do cDNA de VDR no pOP13

A ligagfio do inserto contendo a regifio do receptor de Vitamina D
do camundongo em pOP13 foi procedida utilizando-se 13 ul do material
eletroeluido, que contém o inserto (15 ng/pl), 2 pl do vetor defosforilado (19
ng/ul), tampdo da enzima “T4 DNA ligase” 1x para o volume final de 20 pl.
Estes componentes foram misturados e s6 entdo foram adicionadas 400 U da
enzima “T4 DNA Ligase” (Biolabs) e a reagdo foi incubada por 16 horas a 16°C.

A enzima foi inativada a 65°C por 15 minutos ¢ 0 DNA precipitado
em acetato de sodio 0,3 M e 2,5 volumes de etanol absoluto por 1 horas a -70° C.
Em seguida, o cDNA foi recuperado por centrifugagdo por 15 minutos a

22000xg, o precipitado foi seco e ressuspenso em 10l de agua.

5. Preparacio e transformaciio de Bactérias Competentes

Bactéria E.coli da cepa XL1-Blue MR strain (Stratagene), DH5a €
HB 101 (GIBCO-BRL) foram crescidas em 100 ml meio de cultura LB (5 g/l
de extrato de levedura, 10 g/l de triptona e 5 g/l de NaCl ph 7,2) em agitagdo
constante a 37°C até atingirem a DO = 0,4 a 600 nM. Apos centrifugagéo, o

precipitado foi lavado com 10 mi de solugdo A (10 mM MOPS pH 6,5; 10 mM
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RbCly) e novamente centrifugado e ressuspendido em 10 ml de solugio B (50
mM CaCly; 10 mM MOPS pH 6,5; 10 mM RbCl,) permanecendo por 2 horas a
4°C. Neste ponto as bactérias ditas competentes puderam ser estocadas em 4
ml de solugdo B acrescida de 10% de glicerol a -70°C.

Aliquotas de 50 pl de bactérias competentes foram incubadas com
10 pl do produto das reagdes de ligase por 2 horas 4 4°C, seguidos de um choque
térmico a 42°C por 90 segundos. As células receberam a seguir 1 ml de meio LB
e permaneceram por uma hora a 37°C. Depois de centrifugadas por 5 minutos, o
sobrenadante foi retirado, e foi adicionado 100 pi de LB e semeadas em LB-agar
(15% de bacto/agar), contendo o antibidtico selecionador: ampicilina 100 pg/ml.
Colonias de bactérias resistentes foram plaqueadas mais uma vez em LB/agar
mais antibidtico, e foram crescidas em de LB liquido mais o antibidtico

selecionador para testes posteriores ou sequenciamento.

6. Extra¢do do DNA plasmidial em pequena escala

Este procedimento foi realizado seguindo as instrugSes do “Kit
Wizard Minipreps” (Promega). As bactérias transformadas foram inoculadas em
5 ml de LB com 100 pug/ml de ampicilina e cresceram por 16 horas a 37°C sob
agitacdo constante. Estas foram recuperadas por centrifugagio a 22000xg por 5
minutos 4 4°C, lavadas em 150 pl da solugdo de suspensdo (50 mM Tris-HCI
pH 7.5; 10mM EDTA; 100 (g/m]l RNAse A), ressuspendidas em 150 pl da
solugio de lise (0,2M de NaOH; 1% SDS), agitadas gentiimente. Apds isto foi
adicionado 150 pl da solugdo neutralizante (1,32 M de acetato de potassio), o
lisado foi centrifugado a 22000xg por 15 minutos. O sobrenadante foi

recuperado, transferido para outro tubo, e a ele foram adicionado 500 pl da
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resina. A mistura permaneceu sob agitagdo constante por 30 minutos, Ap6s isto
fo1 transferida para a uma micro coluna de onde o DNA foi extraido da resina

pela adigfo de 50 pul de 4gua a 75°C e centrifugadas por 1 minuto € 0 DNA pode

ser dosado e estocado para sua utiliza¢io nos ensaios.

7. Anilise do DNA proveniente da transformacio com pOP13 VDR de
Camundongo

O matenial proveniente da ligagdio em pOP13 foi digerido segundo
um padrdo de enzimas de restrigo conhecido para se verificar a insercdo e
orientagdo da regido do receptor de Vitamina D.

O inserto contendo a regido amplificada foi clonado no sitio Not 1
de pOP13 localizado entre os nucleotideos de nimero 3107 e 3884 segundo
mapa de sitios de restrigdo fornecido pelo fabricante. Na posi¢io 2633 e 3100 do
vetor estdo sitios para a enzima de restrigdo Hind III (BRL) e o inserto de VDR
de camundongo possui nas regides 1304, 1561 ¢ 1892 sitios para a enzima Ava |
(BRL), mas iremos considerar somente o sitio 1304, pois os outros sitios estdo
em uma regido do inserto que ndo fo1 amplificada, consequentemente ndo estdo
presentes.

Desta forma, ap6s uma digestdo com as duas enzimas, as bandas
encontradas devem ser as seguintes: de 5070, 1311 e 467 pares de bases, no caso
da clonagem ter sido efetuada no sentido de leitura (“sense™) ¢ de 6342, 467 ¢

39 pares de bases nos casos da clonagem ter ocorrido no sentido inverso (“anti-



36

sense”), como mostrado na figura 5. No caso do vetro estar vazio seram

apresentadas bandas de 5045 e 467 pares de bases (aproximadamente).

e ”

POP1VDR _, mm wei gy

-
s

Notl Notl
e . 3107 3884
467 i
1311
“antj sense”
po HindITI

Notl Notl
i) 6342 3107 3884
467
39

Figura 5: Esquema representando a digestio do pOP13VDR com as enzimas de
restricoes Hind I1I e Aval.

A- representa 0 cDNA de VDR clonado no sentido “sense”, que apos a digestdo
apresenta trés bandas com aproximadamente, 5070 (somatéria das duas bandas em
vermelho), 1311 (verde) e 467 (azul) pares de bases.

B- representa 0 cDNA de VDR clonado no sentido “antisense”, que apos a digestao
apresenta trés bandas com aproximadamente, 6342 (somatéria das duas bandas em
vermelho), 39 (verde) e 467 (azul) pares de bases.
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8. Isolamento do DNA em larga escala - pOPI3VDR de camundongo
“sense”’e p3’SS

Este procedimento foi realizado seguindo as instrugdes do “Kit
FlexiPrep” - Pharmacia .

As bactérias transformadas foram inoculadas em 5 ml de LB com
100 pg/ml de ampicilina ¢ cresceram por 16 horas, a 37°C, sob agitagdo
constante. Apos este procedimento foi retirado 1 ml e inocuiado em 250 ml de
LB, mantendo-se nos mesmos padrdes de crescimento. Estas foram recuperadas
por centrifugagdo a 7700xg por 10 minutos a 4°C, lavadas em 50 ml de STE (10
mM Tris-HCL, pH 8.,0; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA) e ressuspensas em 15 ml
da solugdo I (100 mM Tris-HCl pH 7,5; 10 mM EDTA; 400 ng/ml RNAseI) e 1
ml de lisozima (10 mg/m}), permanecendo no gelo por 5 minutos. Entao for
adicionado 15 ml da solugso II (0,2 de NaOH, 1% SDS), agitadas varias vezes e
incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos; adicionou-se 15 ml de solugdo
I (acetato de potdssio), permanencendo novamente no gelo por 5 minutos. O
lisado foi centrifugado a 12000xg por 15 minutos. O sobrenadante foi
recuperado, transferido para outro tubo, e precipitado com 2 volumes de
Etanol absoluto por 1 hora no -70°C, que foi recuperado por centrifugacdo, seco
¢ ressuspendido em 15 ml de Sephaglas FP [resina em uma solugdo de

guanidina-HC1 (7 M guanidina-HCl; 50 mM Tris-HC! pH 7,5; 10 mM EDTA)]



38

permanecendo por 1 hora a temperatura ambiente. A resina-DNA  fo1
centrifugada e lavada com 15 ml de “Wash Buffer”, com 15 ml de Etanol 70%.
O DNA foi extraido da resina pela adigio de 2,5 ml de 4gua, e quantificado em

gel analitico de agarose 0,8%.

9, Transfecciio estivel da linhagem celular HC11 ras

Os DNAs de pOPI13VDR de camundongo e o p3°SS foram
introduzidos nas células usando-se o método de precipitagdo com fosfato de
calcio (Ausubel et al., 1992). As células foram plaqueadas um dia antes da
transfeccdo num numero adequado que permitisse uma confluéneia de
aproximadamente 60% no dia da transfecgdo. Esta linhagem celular € cultivada
em RPMI acrescido de 10% de soro fetal, 5 pg/ml de insulina (Sigma) e 10
ng/ml de EGF (Fator de crescimento epidermal - Sigma) e trés horas antes do
inicio do experimento as células receberam meio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) contendo 1,2 g/l de NaHCO3, 10 mM de Hepes pH 7,4 ¢ 100 ng/ml de
estreptomocina ¢ ampicilina, suplementado com 10% de soro fetal bovino.

Os DNAs a serem transfectados (27 pg de pOPI3VDR de
camundongo ¢ 3 pg de p3’SS em uma garrafa de 75 cm”) foram ressuspensos em
500 pl de agua estéril mais 50 pl de 2,5 M de CaCl,. Um volume de 500 ul de

tampdo 2x HeBs (0,28 M NaCl, 50 mM Hepes, 1,48 mM Na,HPO, pH 7,5) fo1
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gotejada sob esta solugdo e agitada lentamente pelo despreendimento de bolhas
com uma pipeta de 1 ml. O precipitado foi formado lentamente por 20 minutos a
temperatura ambiente. A suspensdo foi adicionada as garrafas de forma que seu
volume fosse 1/10 do meio de cultura. A incubagdo foi de 16 horas a 37°C. A
fase liquida foi desprezada, sendo as células submetidas a um “choque” de
glicerol (10 % em DMEM) por 1 minuto. A seguir as células foram “lavadas”
com DMEM e re-alimentadas com meio RPMI suplementado com 10% de soro
fetal bovino.

Dois dias ap0s a transfecgdo as células foram repicadas ¢ divididas
em dois lotes, um lote foi congelado e o outro foi diluido na proporgdo de 1:10 e
selecionadas com G418 (200pg/m}) e Higromicina (250ug/ml) durante 14 dias.
Colénias independentes foram recolhidas das placas com 0 uso de anéis de
clonagem ¢ plaqueadas isoladamente. Parte das células de cada clone foram

congeladas e a outra mantida em cultura para a realizagdo dos experimentos.

Experimentos realizados com os clone obtidos

10. Cultura de células

As linhagens celulares HC11, HC11-ras e os 16 clones obtidos apos
transfecgdio com o cDNA de VDR, foram cultivadas em RPMI 1640 contendo

1,2 ¢/l de bicarbonato de sodio; 10 mM de Hepes (acido N-2-hidroxietil-
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piperazina-N’-2-etano-sulfnico) pH 7,4; 50 pg/ml de ampicilina, estreptomicina
e gentamicina e 2,5 pg/ml de anfotericina B e suplementado com 10% de soro
fetal bovino, 5 pg/ml de insulina (Sigma) ¢ 10 ng/ml de EGF (Fator de
crescimento epidermal - Sigma), em estufa a 37 °C em atmosfera constante de
5% de CO,.

O meio de cultura foi preparado com dgua milliQ e esterilizado por
passagem através de membrana de nitrocelulose (0,2 p de porosidade). O soro
fetal foi inativado por calor, 30 minutos a 56°C.

Para a manutengdo das linhagens, estas foram cultivadas em
garrafas de 25 cm? ¢ antes de atingirem a confluéncia, foram lavadas com PBS-
EDTA e tripsinizadas com ATV (0.2% tripsina, 0.02% EDTA), seguindo-s¢ a
adicdo de RPMI com 10% de soro fetal bovino, ¢ as aliquotas provenientes da
tripsinizagfo foram transferidas para outras garrafas.

Para a preservagio das linhagens celulares utilizou-se ©
congelamento, onde as células foram mantidas na presenca de meio de cultura,
30% de soro fetal bovino e 10% de DMSO e congeladas, sucessivamente, a -
20°C (2h), -70°C (24h) e -180°C em nitrogénio Hquido. As células foram
congeladas em aliquotas de 1 mi em ampolas de congelamento € o nitrogénio

liquido em container apropriado.
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11. Extracdo de DNA celular

As células HC11, HC11-ras ¢ os clones obtidos da transfecgéo
estavel foram crescidos até a confluéncia em uma garrafa de 25 cm?2, retiradas ¢
lavadas com PBS. Os precipitados celulares foram ressuspensos em 500 pl de
TES (20 mM Tris-HCI (pH 7,8), 10 mM EDTA (pH 8,0), 0,5% SDS) e
proteinase K (20 pg/ml) e incubados a 37°C por 18 horas. As amostras foram a
seguir extraidas uma vez com fenol:cloroférmio/dlcool isoamilico 24:1 e
centrifugadas a 22000xg por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida para um
tubo novo e extraida duas vezes com cloroformio/alcool isoamilico 24:1 e
centrifugadas a 22000xg por 10 minutos. O DNA precipitado em acetato de
sodio 0,3 M e dois volumes de etanol por 16 horas a -20 °C. Em seguida, o
DNA foi recuperado por centrifugagdo por 15 minutos a 5000xg, o precipitado
foi lavado com etanol 70%, seco e dissolvido em agua. A concentragio do DNA
fo1 d.:tenninada pela leitura a densidade ética de 260 nm (1 DO = 50 pg/mi) ¢ a

razfio 260/280 nm igual ou superior a 1,8.

11.1. Analise do DNA por “Dot Blot”
A membrana de nylon Hybond-N (Amershan) foi previamente
equilibrada em 2x SSC (0.15 M NaCl, 0,015 M citrato de sédio pH 7.,0),

colocadas no aparato de “dot blot” a vacuo. Em cada pogo foi adicionado 300 pl
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de solugdo desnaturante (1,6 N NaOH, 0,1 M EDTA). Depois foram aplicados na
membrana 3 a 5 ug de DNA em 300 ul de solugdo desnaturante. A membrana
secou a temperatura ambiente por 16 horas e as amostras fixadas por exposigédo a
UV por 10 minutos.

A membrana foi pré-hibridizada com 6x SSC (0.15 M NaCl, 0,015
M citrato de soédio pH 7,0), 10 x Denhardt’s (1 g/ml Ficoll 400, 1 g/ml
polivinilpirolidona, 1 g/ml soro albumina bovina), 0,5% SDS, 100 ug/ml de
DNA de esperma de salméo por 6 horas a 56°C. Apos este tempo foi adicionado
a sonda radioativa, permanecendo por 16 horas nas mesmas condigdes.

Os DNAs usados como sonda foram marcados com [o **P] dCTP
pelo método de “random priming” (Feinberg ¢ Vogelstein,1983) usando o kit
“Random Primers DNA Labelling System” da BRL. Foram eles: o fragmento de
1,4 Kb do pOP13VDR rato/Not I para o cDNA de VDR de rato, e fragmento de
0,467 Kb do pOP13CAT/Hind Il, que contém o cDNA correspondente a regido
“lac operon” do plasmideo. Cada membrana recebeu 1 x 107 cpm de sonda/ml, A
membrana foi lavada duvas vezes a temperatura ambiente ¢ mais duas vezes a por
56°C, com 2x SSC e 0,1% SDS. Filmes de raio X foram expostos 2 membrana,

por 24 horas a —70 °C.



43

12. Extraciio do RNA celular (Ausubel ef al, 1992)

As células dos clones obtidos da transfecgdo estavel foram
cultivadas em RPMI com 10% de soro, acrescida de 5 mM de IPTG por 4 e 8
horas numa superficie de 50 cm” ; também foram cultivadas células nas mesmas
condigfes na auséncia de IPTG (controle). Estas foram lisadas com 3,5 ml de
solugdio de guanidina (4M isotiocianato de gnanidina, 25mM acetato de sodio pH
7,0, 0,IM B-mercaptoetanol, 0,5% N-laurilsarcosina). O hsado viscoso foi
passado & vezes através de uma agulha de 21G, para quebra do DNA
cromossomal € diminui¢do de sua viscosidade. O lisado for colocado sobre um
colchdo de 3,0 ml de cloreto de césio 5,7 M (dissolvido em 0,1 M EDTA pH 8,0)
e centrifugado por 15 horas 4 15 °C num rotor Beckman SW 41 a 25.000 rpm. O
sobrenadante foi removido e o precipitado contendo o RNA foi seco e
recuperado em 1,0 ml de etanol absoluto gelado, sendo transferido para um tubo
“eppendorf”, onde foi centrifugado. O sobrenadante foi removido e ao
precipitado foram adicionados 270 ul de agua, 30 ul de acetato de sédio 3M pH
5,2 ¢ 1 ml de etanol absoluto, permanecendo por 6 horas no -20 °C. Apo6s este
periodo o RNA foi recuperado por centrifugacgio e re-precipitado como descrito
acima. Este foi entéio re-dissolvido em agua e a sua concentragfo foi determinada
por leitura espectrofotométrica a 260 nm. Esta leitura nos permite o calculo da

concentragdo de acido nucléico da amostra. Uma unidade de densidade otica
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(D.0.) corresponde a aproximadamente 40 ug/ml de RNA de fita simples e a
relagdio entre as leituras a 260 nm ¢ 280 nm (D.0.260/D.0.280) permite estimar
a pureza do 4cido nucleico. Esta relagio para uma preparagio pura de RNA deve
ser de 1,7 a 2,0. Se houver uma contaminagdo da preparagdo com proteina, a
relagdo serd significamente menor (Maniatis e col, 1989). O material fo1
estocadoa  -70 °C até ouso. Além disso, a concentragio do RNA foi
confirmada apés a eletroforese em mini-gel analitico de agarose ¢ a integridade
do mesmo também, onde todas as amostras apresentavam os RNAs 28S e 185

preservados.

12.1. Analise do RNA por “Northern blotting”
Amostras de 20 ug de RNA celular preparadas como descrito no

jtem 12 foram ajustadas para 5 pl em H,0O MiliiQ. Acrescentou-se 25 ul de

tampdo da amostra [750 ul de formamida deionizada, 150 i de tampao MOPS

10x, 240 ul de formaldeido, 100 pl de H,O MilliQ, 100 ul de glicerol, 80 pl de

azul de bromofenol (10% peso/volume)] e incubadas por 15 minutos a 65°C. A
seguir,foi adicionado 1 pl de brometo de etideo 1,0 mg/ml. O RNA foi a seguir
separado em gel de agarose preparado com 1,3 gramas de agarose em 127 ml de
agua MilliQ, 14 ml de tampio MOPS [0.02M acido 3-~(N-morfolino)

propa “esulfonico]; 0,005 M acetato de sodio; 0,0001 M EDTA pH 7,0] ¢ 6,0 ml
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de formaldeido 37%. A eletroforese foi realizada a 60 mA constante, com
agitacdo do tampio a temperatura ambiente por 4 a 5 horas. A frente da amostra
contendo azul de bromofenol migrou aproximadamente 9 cm. Seguindo-se a
eletroforese, 0 RNA foi visualizado diretamente sobre um transluminador Foto
UV 450 DNA, no comprimento de onda de 254 nm ¢ fotografado.

Apos lavagem adequada sob agitagio (Ix agua MilliQ, 15min/T A
por 1 vez; 2x SSC 15 min/T A. por 2 vezes) o matenal foi transferido através de
um sistema a vacuo para a membrana de nylon (Hynbond N) utilizando-se o
aparelho Vacugene XL (Pharmacia). Desfeito o sistema, a membrana foi
devidamente identificada quanto ao material usado, numero da série, a
localizagdo das bandas-padrdo e foi seca a temperatura ambiente.
Posteriormente, o0 RNA foi fixado a membrana na radia¢do ultra-violeta no
comprimento de onda de 254 nm por 3 minutos.

A membrana foi pré-hibridizada com 5x SSPE (0,75M Na(l, 0,05M
NaH,PO,, 4mM EDTA pH 7.4), 5x Denhart’s (1g/ml Ficoll 400, Ig/ml
polivinilpirolidona, 1g/ml soro albumina bovina), 1% SDS, 100 pg/ml de DNA
de esperma de salmio e 50% de formamida durante 20 horas a 42 °C. A
hibridiza¢io das membranas foi realizada na mesma condigdo que a de pré-
hibridizagdo mais 5% de suifato de dextrana e a sonda radioativa. Quando a

sonda de DNA complementar ao RNA ribossomal de 18S foi usada, a
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hibridizacdo foi precedida com a mesma solugéo sem sulfato de dextrana e com
200 pg/mi de esperma de salmao, por 3 horas a 60°C.

Os DNAs usados como sonda foi marcado com [a *P] dCTP pelo
método de “random priming” (Feinberg e Vogelstein,1983) usando o kit
“Random Primers DNA Labelling System” da BRL. Os DNAs sdo, um
fragmento de aproximadamente 0,400 Kb do pOP13CAT/Apal + Sca I (BRL),
correspondendo a regido TK poly (A) do plasmideo; o receptor de vitamina D do
pOP13VDR murino/Not 1 ¢ o fragmento usado para expressdo do RNA
ribossomal de 18S de 1.9 Kb do plasmideo pBR322. Cada membrana recebeu 5
x 10° cpm de sonda/ml. A membrana foi lavada duas vezes a T.A. por 15 min.
(2x SSPE, 0,1% SDS), uma vez a T.A. por 15 min. (1x SSPE, 1% SDS), uma
vez a T.A. por 15 min.(0,2x SSPE 0,1% SDS) ¢ uma vez a 52 °C por 30 min.
(0,1x SSPE, 0,1% SDS). A membrana hibridizada com a sonda de rRNA 18S foi
lavada nas mesmas condigdes s6 que a 60°C para a lavagem com 0,1x SSPE,
0,1% SDS.

Filmes de raio X foram expostos a membrana a -70 °C, por 5 dias ou
até obtencdo de sinal adequado. As bandas impressionadas no filme foram
quantificadas usando-se um densitdmetro ImageMaster VDS (Pharmacia
Bioteck). Os valores normalizados do mRNA de interesse sdo dados pela razéo

entre o sinal apresentado pela amostra apds hibridizagdo com a sonda adequada ¢
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o apresentado apés hibridizagiio com o DNA de controle interno, ou seja, TRNA

18S.

13. Citometria de fluxo
13.1. Quantificacio de DNA e determinacio da fracio de células em cada
fase de ciclo celular

A fragéio de células em cada fase do ciclo celular foi determinada
pela quantificagdio de DNA com iodeto de propidio (PI-Sigma), um agente que se
intercala de maneira estequiometricamente a cada 4 pares de bases da dupla
hélice de acido nucleico.

Os ensaios foram realizados de acordo com a técnica descrita por
Vindelov e Christensen (1990). Resumidamente, cerca de 1x10° células sdo
submetidas a cenirifugagéo e lavadas com PBS. Ao sedimento celular adicionou-
se 200 ul de tampéo (250 mM sacarose, 40 mM citrato de sodio, 5% DMSOQ).
Desta maneira as células podem ser processadas a seguir ou estocadas por
periodo de tempo de até 5 anos a ~70°C.

Imediatamente apds o descongelamento das células, adicionou 450
pl da solugdo A (30mg/1 tripsina), misturando gentilmente por inversio do tubo,
e mantida a temperatura ambiente por 10 minutos. Este passo visa a

permeabilizagio da membrana celular. A seguir foi acrescentado 375 pl da
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solugdo B (0,5 g/l de inibidor de tripsina, 0,1 g/ ribonuclease A) que tem por
objetivo neutralizar a tripsina e eliminar minimas quantidades de RNA dupla
hélice que possam estar presentes na amostra. Apos 10 minutos a temperatura
ambiente foi adicionado 375 pl da solugdo C (416 mg/l iodeto de propidio) a
4°C. Apés 15 minutos filtramos as amostras em “nylon mesh” 30 um (Spectrum
Medical Industries, Houston, Tx, EUA). Estas soluges foram preparadas a partir
de uma solugéio estoque contendo 3,4 mM citrato de sodio, 0,1% Nonidet P40,
1,5 mM espermina, 0,5 mM Tris.

A anilise foi realizada em citdmetro de fluxo FACScalibur {Beckton
Dickson), foram analisadas 10.000 particulas por amostra, em fluxo nio
superior a 100 células/segundo. O conteido de DNA foi avaliado pela
fluorescéncia vermelha (long pass filter, 610 nm), captado como fluorescéncia 2
(FL2), analisado em escala linear. A populacdo celular a ser analisada foi
selecionada em histograma bivariado de drea de FL.2 (FL2-A) versus largura de
FL2 (FL2-W), para eliminar agregados de 2 ou mais células, que poderiam dar a
falsa impressdo de serem células com contetidos de DNA correspondente a DNA
tetraploide (4n) ou até 6n cromossomos.

A anilise da porcentagem de células nas diferentes fases do ciclo,
GO/G1, S e G2/M foi realizada utilizando-se o software Cellfit da Beckton

Dickson.
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13.2. Ensaio de imunofluorescéncia indireta para anilise da expressio de
VDR

Cerca de 10° células, foram diluidas em PBS/Etanol absoluto 70%
gelado com agitagdo e mantidas a 4°C até serem processadas. As células foram
lavadas 1 vez com PBS e 1 vez com PBS/0,5% de leite desnatado. Apés
centrifugacdo, as células foram ressuspensas em 200 pl e divididas em dois
tubos, um tubo foi incubado com o anticorpo contra VDR (VD2F12) (Dame et
al,1988) biotinilado na dilui¢do de 1:100, por 1 hora sob agitag8io a 4°C, o outro
tubo nas mesmas condigdes mas sem o anticorpo. Apés lavagem com PBS/0,5%
leite desnatado/0,1% Tween 20, as células foram expostas a 50 pl de avidina
FITC (2,5 pg/ml) em PBS, por 30 minutos a 4°C, na auséncia de luz. A seguir as
células foram lavadas, duas vezes, ressuspendidas em PBS e analisadas quanto a
expressdo da proteina de por citometria de fluxo. A analise foi realizada em
citdmetro de fluxo FACScalibur (Beckton Dickson), foram analisadas 10.000

células por amostra, em uma velocidade ndo superior a 100 células/segundo.

14. Parimetros de crescimento: Tempo de dobramento
As linhagens HC11, HCll-ras e os clones 1, 7 e¢ 13 foram

plaqueadas com distribuigo homogénea em placas de 35 mm e incubadas a 37
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°C em atmosfera de 5% de CO,. Foram plaqueadas 2 x 10* células em 10% de
soro fetal bovino tratado (com carvio dextrana) e 5 ug/ml de insulina. O meio
foi substituido a cada dois dias e trés placas de cada linhagem foram coletadas
em periodos determinados (24, 48, 72, 96 ¢ 120 horas), para contagem de células
em camara de Neubauer. Os resultados obtidos foram analisados em papel semi-
log e foram calculados os respectivos tempos de dobramento de cada linhagem

em cada condigio estudada.
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RESULTADOS

Construgio do vetor de transfeccio contendo o receptor de vitamina D (VDR)

A primeira parte de nosso trabalho consistiu no isolamento do
cDNA especifico de VDR, a partir da linhagem HC11, usando a reagdio de
polimerase em cadeia (PCR) e oligonucleotideos tniciadores especificos para
VDR de camundongo. Para isso, sintetizamos oligonucleotideos iniciadores,
incluindo  sitios reconhecidos pela enzima Not I nas extremidades 57,
apresentando as seqiiéncias (5’GAGGCGGCCGCAAGAGCACCCTTGGGCT
CTAC3’) direcionada para a extremidade 5°, ¢ (5’AGAGCGGCCGCA
CAGGCACCACTGTGGGCCACC3’) para a extremidade 3’ (veja na figura 6,
as regides correspondentes no ¢cDNA). O motivo para a clonagem do cDNA de
VDR direto da linhagem HCI11 foi o fato de termos descoberto que o cDNA
completo clonado por Burmester ef al. (1988), ¢ doado pelo Prof. DeLucca, que
pretendiamos usar, ndo continha os primeiros 250 nucleotideos.

O produto proveniente da clonagem do ¢DNA especifico de VDR
de camundongo em pUC 18 foi em seguida usado para transformar bactérias
DH5a, sendo que 35 coldnias foram obtidas. Destas, com auxilio da reagdo de
PCR e oligonucleotideos especificos para pUC 18, selecionamos trés colonias

que possuiam o inserto. Desta, uma foi usada em todos os experimentos a
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seguir, sendo que nesta., o seqiienciamento automdtico de cerca de 500
nucleotideos de cada extremidade permitiu concluir que a seqiiéncia obtida
correspondia aos 1340 pares de bases da seqii€ncia completa necessaria para

codificar a proteina receptora de vitamina D (figuras 7A e 7B).

legtccaccge  cagaccagag  ttotfttggt cggacagatc tgigagactt ccaggagage accettggge  tetactcace
31 ctgctecttc agggatggag gcaacagegg ccageaccte cctgeecgac cotggtgact tigaccggaa cgtgoccegg
161 atctgtggag tgtgtgpaga ccgagecaca ggcticcact tcaatgetat gacctgtgaa ggetgeaaag  gtitcticag
241 gcpgagcatg aageggaagp cocctgttcac ctgteecttc aatggagatt pgecgeatcac caaggacaac cggcgacact
321 gecaggectg cepgeteaaa cgetgtetge acateggeat gatgaaggag ttcatcctga cagatgagga pgtacagegt
401 aagaggpaga tgataatgaa gagaaaagag gaagaggect tgaaggacag tctgaggece aagetatctg aagaacaaca
481 pgcacatcata gccatcetge tggacgecca ccacaagace tatgacccca cctacgotga cttcagggac ftocggecte
561 cagttcptat ggacgpaapt acagggaget attcteccaag geccacactc agettetceg ggaactecte  ctcctecage
641 tctgacctgt acaccacctc actagacatg atggaaccat coggottitc caacctggat ctgaacggag aggattotga
721 tgacccgtct pgtgactetgg acctgtetec tctetecatg cigececace tggctgacet tgtcagitac agceatccaaa
801 aggtcategg ctttgecaag  atgateccag  gattcaggga totcacctee  gatgaccaga  ttgtectget taagtcaage
381 gccattgagg tgatcatgtt acgctccaac cagtcittca ccatggatga tatgtoctgg  gactgtggea gecaggacta
961 caagtacgac gtcaccgatg tctccaaage tgggcacace ctggagetga tcgagecccet cataaagttc cagetgggoc
1041 tgaagaagct gaacttacat gaggaagagc atgtcctict catggecatc tgeatigict ccccggaceg acctggggte
1121 caggacgcca agetggtgga agccattcag gaccgectat ccaacacget geagacctac atcegetgec gocaccogee
1201 cccaggeage caccagetct atgccaagat gatccagaaa ctggecgace tgeggageet caacgaggaa cactccaaac
1281 aatacegcte cotetectte cageccgaga atageatgaa getcacacce cttgtgetgg aggtottcgg  caatgagate
1361 tcctgaccag ggtggeccac agtggtgect ggotagggec getcetccag agecetgtge ccaggcectg ggcttggttg
1441 cagcccagea gtgectectg  coctttetgg  agttcagtce  ttcctetgee  atggectctg  tetgtetgee  teatccttte
1521 tcotgeccag cotaacacct ggtoteoctt toctgtagac ctogagitge toctgtetot tgagacctca gitaggagag
1601 gctgetpttt atctgacaaa ggaactcaat tggggataga gggcagggec tgaaggcgga acictgecta ggggatgoct
1681 ccaccacaag gggctgetge ttgtgtcaag ggaggeagge agaagagacg cattcactce tcagggacag gtacctgeac
1761 ctoccctcac tecagoccta cotgeccaaa gectagtgag aaatotggec colgectgeg aagggtacac aacctaccca
1841 ftcatccctac tgtgtcecgt ctegtoctge cgectgtetg tgttattetg acccggggega gtaggtcact gagggpccte
1921 cttectetge ctttatactc acggggetca ctcactgeca agatgaccaa atacactacc acacgaacca aggagceactc
2001 acccageect geagttccca cetttgaggt tttgecatge gaa

Figura 6. Seqiiéncia completa de nucleotideos do cDNA do receptor de vitamina D de
rato (Burmester ef al., 1988). A regido correspondente aos iniciadores utilizados na reacgio
em cadeia da polimerase (PCR), esta representada em azul. A metionina inicial e o codon de
termina¢#o estdo em vermelho



53

poge =1 Jer P i *E ]
LYYAEh vORLECLL WDO D D5 Un»l&ﬁuut.uo.__. _.u.«n..n WL LY bug ¥y hu._.;\ YO viZ 10000 BL prlo) ._..09 130199250 ._..w livawe Jt«.ﬂuwinsm.._.n Flafbrvh L otria]
g o ” R T
.K\ R
w...,fa,. f
S
w,_ " u,"\.v....
1 i
S i
ool vy
\J L
_ W

Lz
SWo D Egjuttﬂkgﬂd_ﬂ(iwug(«?@éiéhdﬂ h«..f_._.qﬁ_e. 0>{m{<h§¢0@hﬂﬂéﬂ<ﬂ hﬁﬂdﬂ(ﬂhshaﬂhhcéﬂt—qﬂ Ew...«ﬂ@&... ._._qu.u_:,m_ L.un_m.hﬂﬂun_&q

...!-.\.._[ bk

.U hnvmﬁoﬂ .—UQ@G%BQ Uéﬂmuﬂgﬁaqgt (UO«-Q r«Unéuﬂ t.d_ v.c.ﬂﬂ ivyvyD k._.DODDU ._.ﬂUd.u 112 EHU.(«Q..._OU vva kcﬂqggﬂ(b._:_b L1l09ewyla 100y v iDL
Lo B - : G Sy

_ S by e b

= b s ¢

Perfil da seqiiéncia de nucleotideos do cDNA de VDR de

Figura 7A

camundongo clonado em pUC 18. A seqiiéncia representa a porg

I3

ate a

fo 5’

metade. do cDNA de VDR. Dados obtidos através do sequenciador automatico

S&do Paulo.

(Pharmacia Biotech), realizado no Instituto Ludwig de Pesquisa

Sobre o Cancer

Alf Express



54

LEF obr iy 2F dir ooy EE a8E e
DILAVYD CDyER EBESDD . ANVILVES LY DDROVE LYLILIDOYVYDOIDIVIDD=WYILliOoLllEVILIDEYEDLIVYILD Uhluh.hm._.‘_uw!owe__u.wid._.toon..mu._.(B

1:\\,flfl[;: i e S ; \k.flﬂ; & uf.... ~ e ey \1/
| .,,? | y;\mﬂ, .___.__a,; WYY

{ ; i e iy iy Y .A,_:,. E
(\.\ﬂ ... .“_ V) ﬂ\}/\\

-"‘-—‘:F
P
P
et
e .

6 008 V=] 0{e
¥29 .wx_:n_l(w(ﬁwﬂu.wu.rmﬂnaﬂwtduuud LDL2041 «.Um_ ¥il umtuutquhhumm_h«tw.—&uhww Dmvw ¥i qwﬂh.rﬂ_.rm ._.wp_.uvm_ p)._..n.vm. e..ﬁ.w__:w (ﬂﬂ)quwgww 1

CEECAR kT

SR | S

.r/r__“!!i. :,I.\.t. ~
052 0Ze -4 W2 ol oEl 171 0 P

ﬂﬂﬂnﬂoﬂ CE JOCE1DPEI DRI VEVLEIDD: ._.n._. ¥OLVEELDLIODVIDDYILIEBOVIDOLL u-s YO 11lv0L0D1081 .nﬂGLLL_. D13 d.rﬁﬂu 1«.&00 40100 4¢.mvm_h0 9

it e il Y P il

2EL gl Li: L 1] o bt %
-UB}LII DIZ81YCL 2 CAYDLDL t@ﬂ.ﬂﬁ(ﬂﬁﬂ(&ﬂhﬂﬂcﬂ((ﬂﬂumh (Utkgumgh shﬁiﬁwﬂﬂk ﬁ_..ru augﬁlﬁggégtghggla
_ = A,
! _..|x..~_. ‘\7,(

R PO T

do ¢cDNA de VDR de

Perfil da seqiiéncia de nucleotideos
camundongo clonado em pUC 18. A Seqiiéncia representando a porg

Figura 7B

40 terminal

do ¢cDNA de VDR; dados obtidos através do sequenciador automatico Alf

Express (Pharmacia Biotech), realizado no Instituto Ludwig de Pesquisa Sobre o

Cancer - Sao Paulo.
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A clonagem intermediaria do ¢cDNA de VDR em pUC 18 ¢ a
presenga dos sitios Notl nas extremidades permitiu a excisdo daquele do
plasmideo pUC 18 € a sua re-clonagem no vetor pOP13, previamente digerido
com a mesma enzima. Com a transformagdo realizada com esse vetor obtivemos
242 clones resistentes ao antibidtico ampicilina. Analisamos 16 clones por
digestdo enzimatica, utilizando as enzimas Aval e Hind III.

Desta forma, apds digestdo, as bandas esperadas seriam as
seguintes: de 5070, 1311 e 467 pares de bases no caso da clonagem ter sido
efetuada no sentido de leitura (“sense”) e outras trés de 6342, 467 e 39 pares de
bases no caso ter ocorrido clonagem no sentido inverso (“anti-sense”). Se o vetor
estivesse vazio deveriamos encontrar duas bandas: de 5045 e 467 pares de bases
(aproximadamente). Foram encontrados dois clones “sense” e dois clones “anti-
sense”. A figura 8 mostra este padrio de restrigdo enzimatica do vetor
pOP13VDR e a digestdo diagnostica de dois clones obtidos que confirmam a
orientagdo “sense” de um e “anti-sense” do outro. Escolhemos ao acaso um dos
clones “sense” e o vetor controle p3’SS para crescer em larga escala,

preparando-os para a transfeccdo.
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Figura 8. - Foto do gel de agarose, ilustrando dois clones de pOP13VDR de
camundongo. Coluna 1, DNA A/ Hind III; coluna 2, DNA ndo digerido
proveniente de um clone pOP13VDR camundongo “sense”; coluna 3 ¢ 4 os
clones digeridos com Hind IIT e Ava I, “sense” (5070, 1311, 467 pares de bases)
e “anti-sense” (6342, 467, 39 pares de bases), respectivamente; coluna 5, 1Kb
ladder (GIBCO-BRL).

O ensaio de transfeccdo estdvel da linhagem celular HC11-ras com pOPI13

gerou clones com diferentes expressdes constitutivas de VDR

Do ensaio de transfec¢do da linhagem celular HC11-ras feita pelo
método de precipitagdo com fosfato de célcio utilizando o pOPI3VDR e p3°SS,

obtivemos 16 clones.
Ensaios de “Dot Blot”, realizado com, o DNA extraido dos clones e
utilizado como sonda uma regido do proprio plasmideo pOP13CAT

correspondente ao “lac operon” (regido “Intron”), localizada a montante do local
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de inser¢do do cDNA de VDR (Figura 5), mostrou positividade forte em todos
os clones e fraca no controle HC11-ras (Figura 9). Isto nos fez concluir que os
clones 1,7 e 13, apresentando sinal mais forte que o controle, haviam sido
transfectados. A repeti¢do desse experimento de “Dot Blot”, utilizando como
sonda o cDNA de VDR, mostrou serem esses resultados confiaveis, sugerindo

que esses clones teriam sido transfectados com sucesso (Figura 10).

Figura 9: “Dot Blot” dos clones de HC11-ras transfectados com pOP13VDR
e p3’SS. 3 e 5 ug de DNA extraido dos clones de HC11-ras Linha (A): clones de
nimeros 1 a 5; na (B): clone 6 a 10; na (C): clones 11 a 15; na (D): clone 16,
célula HC11-ras e o plasmideo pOP13CAT, 0,1ng, 1ng, 5ng, 10ng ¢ 50ng. A
hibridizagdo foi executada com o fragmento de 0,467 Kb do pOP13CAT/Hind

I1I, que contém o cDNA correspondente a  regido “lac operon” do plasmideo,

marcado com [o- *2P] dCTP. A figura mostra o autoradiograma obtido apos
exposi¢do de um filme de raio X a membrana por 16 horas. O clone 1 esta

invertido.
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Figura 10. - “Dot Blot” dos clones de HCll-ras transfectados com
pOPI3VDR e p3’SS. 3 ng de DNA extraido dos clones de HC11-ras (linha
“A”- de niimeros 1 a 10, na “B™: 11 a 16, as linhagens HC11 e HC11-ras, na “C”
o plasmideo pOP13VDR murino, 0,1ng, Ing, 5ng, 10ng e 50ng. A hibridizagdo
foi executada com o fragmento de 1,4 Kb do pOP13VDR rato/Not I que contém

o ¢cDNA do VDR, marcado com [a- P] dCTP. A figura mostra o
autoradiograma obtido apos exposigdo de um filme de raio X a membrana por 16
horas.

A analise por “Northern blot” das linhagens celulares HC11, HC11-
ras, dos clones 1, 7 e 13 gerados a partir da linhagem HCl1-ras, quando
hibridizados com a sonda correspondente ao DNA do VDR (retirada do
pOP13VDR com Not I) revelou um transcrito de peso molecular de 4,6 Kb € um

de aproximadamente 2,4 Kb em todas as amostras. A analise densitométrica
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destas bandas, considerando as somatorias das duas bandas, referentes aos
transcritos de 4,6 ¢ 2,4 Kb, mostrou que os clones 1 € 7 possuem menor
intensidade de sinal do que a linhagem HC11 e maior do que o apresentado pela
HC11-ras, o clone 13 apresentou intensidade de sinal menor que a HCl1-ras,

como mostra a figura 11.

Os resultados apresentados referem-se aos ensaios realizados com
os clones sem adigio de IPTG, pois apés uma série de ensaios utilizando
concentragdes e tempos de tratamentos diferentes com IPTG, ndo observamos
diferengas entre as células controle e as tratadas. Ensaio de Northern utilizando
RNA total das linhagens celulares HC11, HC11-ras e dos clones 1 ¢ 13 (tratados
com 5 mM de IPTG por 4 e 8 horas) foi, realizado para verificar se 0 mRNA
correspondente a proteina Lac I estaria sendo processada. A hibridizagdo com a
sonda correspondente a0 cDNA correspondente a “Lac I” (retirada do p3’SS com
Xbal e Eco RV) ndo demonstrou nenhum transcrito de mensageiro da proteina
Lac I nesses clones. Este resultado sugere que o plasmideo responsavel pela
produgdo da proteina repressora ndo esteja presente ou ndo seja funcional nos

clones.
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Figura 11. Expressio dos mRNAs de VDR e do rRNA 18S em células HCI11,
HC11 ras e dos clones 1, 7 e 13.

A- RNA total extraido de células HC11, HC11-ras e dos clones 1, 7 e 13, derivados
HC11-ras transformada com pOP13VDR, foram separados em gel de agarose, em
seguida transferidos para membrana de nylon e hibridizados com sonda de DNA
complementar aos RNAs de VDR (4,6 Kb € 2,4 Kb) e ao rRNA 18S (1,9 Kb) marcadas
com [a-2P] dCTP. A figura mostra uma composi¢do dos autoradiogramas obtidos a
partir da exposigio de filmes raio X a membrana, ap6s hibridizagdo com cada uma das
sondas separadamente.

B- Grafico representativo das quantidades relativas de mRNA de VDR, estimada em
relagdo a quantidade do rRNA 18S e expressa em uma unidade arbitraria, considerando
o mRNA de VDR em HC11 como tendo valor 1.
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A analise por citometria de fluxo das células HC11, HC11-ras, dos
clones 1, 7 e 13 utilizando o anticorpo contra VDR (VD2F12) (Dame et al.,
1988) biotinilado, mostrou que a linhagem HC11-ras apresenta menor expressao
de VDR quando comparada a linhagem HCI1 controle, apresentando
35,9%+15,10%, e 85,51% =+ 14%, respectivamente, de positividade para VDR,
A expressio de VDR do clone 1, em condigdes basais, foi similar aquela
apresentada pela linhagem HC11 e significativamente maior que a da linhagem
HC11-ras, apresentando 64,9% + 8,2% de células positivas. Os clones 7 e 13
apresentaram expressio semelhante 4 das células HC11-ras, como mostra a
figura 13.

Estes dados sugerem que os clones tranfectados, embora néo sejam
modulados por IPTG, expressam proteina de VDR em quantidades variaveis
constitutivamente. O tratamento com IPTG, independente da concentragdo e
tempo de exposigdo ndo mudou a expressdo de VDR medidos por citometria de
fluxo, indicando que o vetor p3’SS contendo o cDNA responsavel pela proteina

repressora estaria ausente ou ndo funcional.
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Figura 13. Expressio da proteina de VDR nas linhagens HC11, HC11 ras,
clones 1, 7 e 13. A expressdo da proteina do receptor de vitamina D foi
determinado por citometria de fluxo em ensaio usando anticorpo monoclonal
especifico para o receptor, conforme descrito em métodos. Os resultados
representam a média (barras) e o desvio padrdo (haste) das porcentagens de
positividade determinadas em 8 ensaios no caso das linhagens HC11 ¢ HC11-

ras, € 4 nos clones.

Vitamina D influi sobre pardmetros proliferativos dos Clones de HCII-ras

contendo o vetor de expressdo de VDR

A. Linhagens HCI Iras com diferente conteudo de VDR apresentam diferentes
curvas de crescimento populacional

Conforme ilustrado na figura 14, a vitamina D confirmou ser um
potente inibidor de crescimento das células da linhagem epitelial mamaria

murina HC11, que passou a apresentar uma velocidade de proliferagcdo diminuida
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ap6s exposi¢do a 10 nM de vitamina D por 5 dias, quando comparadas as células
ndo tratadas, consideradas como controle. Na linhagem transformada HC11-ras
nas mesmas condi¢des, ndo houve queda na proliferagdo. Verificamos,
portanto, que a linhagem celular HC11, mas ndo a linhagem HCI1 ras,
apresenta diminuigdo de proliferagdo em resposta a vitamina D3.

Na tabela 2 estdo representados os valores nimericos relativos ao
tempo de dobramento (TD) da linhagem HC11, HCI1ras e dos clones 1, 7 e 13,
antes e apds o tratamento com 10 nM de vitamina D3 por 5 dias. Os dados
mostram um aumento no tempo de dobramento da linhagem HCII1 apds
tratamento com Vitamina D em relagfo as células controle (Controle: 18.64h +
0.79h vs 35.68h + 4.3h; n=3; p= 0.002). Na linhagem HC11-ras, apos tratamento
com vitamina D, observou-se um menor incremento no tempo de dobramento em
relacdo ao controle (controle: 18.24h horas vs VD: 19,92h). O clone 1,
apresentou aumento significativo no tempo de dobramento quando exposto a
Vitamina D (controle: 17.28h + 1.98h vs VD: 28.48h + 7.02h; n=3; p=0.056),
estes valores sio semelhante aos apresentados pela linhagem HC11. Os clones 7
e 13, apds exposigdo a vitamina D, apresentaram um aumento discreto do tempo
de dobramento, (controle: 17.52h + 3.9h vs 21.52h + 4.9h; controle: 26.26h vs

VD: 31.56h, respectivamente), intermediario aquele apresentado pela linhagem
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HC11 e HCl11ras . As figuras 14 e 15, representam as curvas de crescimento da
linhagem HC11, HCl 1ras e dos clones, antes € apds o tratamento com 10 nM de

vitamina D3 por 5 dias.
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Figura 14 — Curvas de crescimento populacional das células HC11 e HC11-ras
sob acdo da vitamina D3. 2 x 10* células foram plaqueadas em meio RPMI, contendo
10% de FBS tratado e 5 pg/ml de insulina (CT), segundo descrito em métodos. Apos
24 horas o meio foi substituido por outro contendo 10 nM de vitamina D3 (vermelho)
ou meio normal de cultivo (azul). Nos dias indicados, as células foram retiradas das
placas, contadas e foram calculados os respectivos tempos de dobramento (TD) em
dias. Na ordenada esta representada a densidade celular, na abscissa o tempo em dias.
Os resultados estdo expressos pela média e pelo desvio padrdo de 3 ensaios no caso da
linhagem HC11. Para a linhagem HC11-ras foi feito 1 ensaio. No caso da linhagem
HC11 parental, a analise estatistica demonstrou diferenga signicativa entre o grupo
tratado com Vitamina D em relagdo ao controle (p< 0,05, teste ANOVA).
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Figura 15. Curva de crescimento populacional da linhagem HC11-ras transfectada com
pOP13VDR e p3’SS em resposta ao tratamento com Vitamina D. Os Clones 1, 7 e 13,
na quantidade 2 x 10" células foram plaqueadas em meio RPMI suplementado com
10% de FBS tratado e 5 pg /ml de insulina (CT), segundo descrito em métodos. Apoés
24 horas o meio substituido por outro contendo 10 nM de vitamina D3 (em vermelho)
ou meio normal de cultivo (em azul). Nos dias indicados, as células foram retiradas das
placas, contadas e foram calculados os respectivos tempos de dobramento (TD) em
dias. Na ordenada esta representada a densidade celular, na abscissa o tempo em dias.
Os resultados estdo expressos pela média e pelo desvio padrdo. O niimero de ensaios
para o clone 13 foram de 2: - para os outros clones foram de 3. A analise estatistica do
clone 1 com relagdo ao controle com p=0,056, analise feita pelo teste ANOVA.
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HC11 TD (horas)
Controle 18,64 £ 0.79
Vitamina D3 33.12+4.31 %
HCl11-ras TD (horas)
Controle 18.24
Vitamina D3 19.92
Clone 1 TD (horas)
Controle 17.28 + 1.98
Vitamina D3 28.48 +£7.02
Clone 7 TD (horas)
Controle 17.52+3.91
Vitamina D3 21.52 +£4.93
Clone 13 TD (horas)
Controle 26.76
Vitamina D3 31.56

Tabela 2- Parametros de crescimento de células HC11, HC11 ras, Clones 1, 7 e 13.
2 x 10" células foram plaqueadas em meio RPMI + 10% de FBS tratado € 5 ug /ml de
insulina (CT), segundo descrito em métodos ou na presenga de 10 nM de vitamina D3
por cinco dias consecutivos. As células das linhagens indicadas foram coletadas
diariamente e foram calculados os respectivos tempos de dobramento (TD)
correspondentes ao inicio da fase exponencial de crescimento em condig¢des normais ou
apos tratamento hormonal. O niimero de ensaios para a linhagem HC11-ras foi de 1,
para o clone 13 foi de 2 e as demais amostras foram de 3.

* - analise estatistica significativa com relagdo ao controle com p< 0,05, feita pelo
teste ANOVA.

Como mostrado na figura 16, os resultados expressos em
porcentagem de inibi¢do de crescimento em relagdo as células sem tratamento
hormonal, demonstram uma inibi¢do de crescimento pela vitamina D3 de 88% +

2.44%, quando considerado o numero de células em cultura no quinto dia

consecutivo de tratamento com VD em relagdo ao controle considerado como
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100%. Na linhagem HCI11 ras, a inibigdo foi menor, de 30%, também medida
no quinto dia de tratamento. Os clones também tiveram inibi¢do do crescimento
em relacdo ao controle, sendo que o clone 1 com maior expressao de VDR
apresentou a maior porcentagem de inibi¢do (76% +1.41%) medido no quinto
dia de tratamento. O clone 7 e 13, que apresentam menor expressao de proteina
medida pelo ensaio de imunofluorescéncia, apresentaram inibigdo de 46% +

21.4 % e de 31%, respectivamente, no mesmo espago de tempo.

[ Efeito antiproliferativeo da vitamina D

‘ 100 - — e

80

60

40

20

Inibigéo de crescimento (%)

Tempo (dias)

|EHC11 mClonel CIClone7 C1Clone13 MHC 11ras |

Figura 16. Inibi¢do de crescimento pela vitamina D3 em HC11, HC11 ras, Clones
1, 7 e 13: tempo-dependéncia. 2 x 10" células foram plaqueadas em meio RPMI +
10% de FBS tratado e 5 pg /ml de insulina (CT), segundo descrito em métodos ou na
presenga de 10 nM de vitamina D3 por cinco dias consecutivos. Os resultados foram
expressos em porcentagem de inibigdo do crescimento em relagdo as células sem
tratamento hormonal. Na ordenada esta representada a inibigdo de crescimento,
expressa em porcentagem e na abscissa, o tempo em dias.O numero de experimentos
para a linhagem HCI11-ras foi de 1, para o clone 13 foi de 2 e as demais amostras
foram de 3.
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B. Clones com maior quantidade de VDR apresentam um aumento de fracdo

de células na fase GO-G1 do ciclo celular medido por citometria de fluxo.

O tratamento com Vitamina D, 10 nM, por 72 horas, acarretou
diminui¢do da proliferagdo no clone 1, a semelhanga do acontecido com a
linhagem parental HC11 submetida a0 mesmo tratamento, enquanto que os
clones 7 e 13, com quantidade de VDR intermedidrio, apresentaram
comportamento proliferativo ndo diferente estatisticamente daquele apresentado
pela HC11 ras.

Na linhagem HCI11, HC11 ras e no clone 1, VD induziu aumento
da porcentagem de células em fase GO/G1 do ciclo celular e queda de fragdo de
fase S, medido por incorporagdo de iodeto de propidio e analise por citometria de
fluxo. Este efeito foi acentuado nas linhagens HC11 (controle: 55,9% vs VD:
82,0% em GO/G1) e no clone 1 (controle: 79,54% + 1,3% vs VD: 91.01% +
2,66% em GO0/G1, p= 0,0026; n=3) . Em relagdo a linhagem transformada por
ras (controle: 57,92 + 10,8% vs VD: 65,69% + 11,1% em GO/GI1, n=5), esses

valores ndo diferiram para os clones 7 e 13, conforme mostra a figura 17.
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Figura 17. Determina¢io da fracio de células em GO/G1 nas linhagens HC11,
HC11 ras, clenes 1, 7 e 13. As linhagens foram tratadas com vitamina D, 10 nM por
72 horas. A porcentagem de células em GO/G1 no ciclo celular foi determinada pela
incorporagdo de iodeto de propideo, como descrito em métodos. O grafico mostra a
média e o desvio padrio para 3 ensaios independentes. - significativo com relagdo ao
controle com p < 0.005, analise feito pelo teste ANOVA.

Alteracdes Morfologicas dos subclones de HC1I-ras transfectadas com VDR
Observagdes realizadas diariamente, durante o trabalho, com o
auxilio de um microscopio Optico mostraram que a células HC11 parentais
apresentam baixa relagdo nicleo-citoplasma, sdo mais fibroblastoides e, crescem
mais esparsas. Quando tratadas com vitamina D3, esta linhagem sofreu uma
grande queda na proliferagdo e passaram a apresentar células mais arredondadas,
ocorrendo um aumento do volume citoplasmatico. A linhagem transformada por

Ha-ras apresentou um nucleo maior e formato estrelar, algumas com
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prolongamentos em relagio a linhagem parental ¢ maior empilhamento. A
adicdo de vitamina D provocou na HCllras aumento discreto no tamanho
nuclear, sem qualquer alteragdo estrutural.

Os clones transfectados apresentaram caracteristicas morfolégicas
muito semelhantes, com células possuindo um nucleo maior e formato menos
estrelado que a HC11ras. Quando tratadas com vitamina D, apresentaram-se

mais arredondadas.

Em relagdo aos demais clones obtidos ap6s a transfecgdo com
pOPI3VDR e p3°SS, foram realizados ensaios para a determinagdo da proteina
de VDR. A determinagdio da distribuigdo de células pelo ciclo cclular foi
realizada apos tratamento com vitamina D 16 nM, com IPTG 10 mM ¢ vitamina
D mais IPTG. Estes ensaios foram realizados na fase final da escrita deste

manuscrito e sio mostrados na proxima tabela.



HC11 = proteina 85%

GO-G1 S S+G2M
Controle 72 h 55.9 234 21.20
VD72 h 82.0 15.7 51.44
Clone 1 = proteina 64,87%

Go-G1 S S + G2M
Controle 72 h 79.54 18.63 20.37
VD 72h 91.01 6.61 8.98
IPTG 50.88 25.00 4912
PTG + VD 63.94 14,49 36.05
Clone 2 = proteina 15,2%

Go-G1 S S+ G2M
Controle 72 h 76.12 8.88 23.88
VD72 h 81.83 0.13 18.18
PTG 78.19 916 21.82
PTG + VD 81.31 5.99 18.69
Clone 3 = proteina 16,54

G0-G1 S S+ G2M
Controle 72 h 57.76 28.92 42,24
VD 72 h 59.22 32.20 40.78
IPTG 55.71 31.45 44,29
IPTG + VD 60.72 28.25 39.29
Clone 4 = proteina 15,99%

G0-G1 S S+ G2M
Controle 72 h 88.21 8.13 11.80
VD72 h 88.04 8.88 11,97
IPTG 86.93 9.51 13.07
IPTG + VD 89.32 7.29 10.67
Clone 5 = proteina -

G0-G1 S S+G2M
Controle 72 h 64.99 18.30 35.01
VD 72h 71.71 13.17 2828
IPTG 67.52 21.41 32.48
PTG+ VD 76.86 14,94 23.15

71



Clone 6 = proteina 35,

83%

G0-G1 S S +G2M
controle 72 h 56.22 18.28 43.79
VD 72h 55.64 21.94 44 37
PTG 55.90 19.65 44.10
IPTG + VD 54.00 2247 46.00
Clone 7 = proteina 29,28%

G0-G1 S S +G2M
controle 72 h 61.41 21,40 4208
VD 72h 65.62 16.00 34.38
PTG 59.03 22.382 40.6
PTG + VD 63.83 20.26 36.17
Clone 8 = proteina 11,07%

G0-G1 S S+ G2M
controle 72 h 48.63 29.89 51.37
VD72h 51.92 26.39 48.08
IPTG 48.46 2921 51.44
IPTG + VD 4978 23.75 5022
Clene 11 = proteina 11,33%

G0-Gl1 S S +G2M
controle 72 h 48.5 35.06 5105
VD 72 h 57.61 27.37 4239
PTG 52.4] 32.71 47.59
IPTG + VD 59.36 28.02 40,64
Clone 13 = proteina 31,11%

GO-G1 S S+ G2M
controle 72 h 70.71 21.24 29.29
VD 72h 73.29 17.90 26.71
IPTG 74.68 18.07 25.31
IPTG + VD 76.05 18.65 23.95
HC11 ras = proteina 32,88%

G0-G1 S S +G2M
conirole 72 h 66.76 20.33 33.24
VD72 h 65.41 24.88 34.6

72
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Discussio

Numerosos estudos tém evidenciado a importancia da vitamina D
no processo de proliferagio e diferenciagfo celulares, tanto in vivo como in
vitro (Abe et al., 1981). Receptores de vitamina D tém sido demonstrados em
células de glandula mamaria normal (Hosomi ef al., 1983; Mezzetti et al.,
1987), em linhagens de carcinoma ( Buras, ef al.,1994; Elstner et al., 1995) ¢
em 70-80% dos céanceres de mama (Eisman et al., 1980; Freake et al., 1984,

Berger et al.,1987 ¢ 1991).

Dados anteriores do grupo, utilizando a linhagem epitelial
mamaria HC11, 1solada a partir de células de camundongo BALB/c, durante o
periodo gestacional, demonstraram que esta linhagem apresenta diferengas no
conteudo de VDR e quando tratada com vitamina D apresenta diminuicio de
proliferagio, causando um acumulo de células na fase GO/G1 do ciclo celular,
quando comparada com a mesma linhagem apos transformagio maligna pela

acdo do proto-oncogene Ha-ras.

Estes resultados sugerem que a proliferagio nas células mamarias
HC11 seja norteada pelo contetido de VDR e a falha da linhagem HC11-ras
em responder A vitamina D se¢ja devido ao menor conteido de VDR. Para

responder a esta pergunta, resolvemos estudar a influéncia da super-expressao
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do receptor de vitamina D nos pardmetros proliferativos da HC11-ras. Uma

analise comparativa foi efetuada com linhagem parental HC11.

O nosso primeiro passo foi isolar cDNA do receptor de VDR
derivado de HIC11, passo em que tivemos varios problemas. De inicio,
tentamos usar o0 cDNA clonado por Burmester et al. (1988) doado pelo Prof.
DeLucca (Biochemistry, Wisconsin, U. USA), descrito como sendo 0 cDNA
correspondente 4 sequéncia inteira do mMRNA de VDR. Ap6s uma série de
insucessos em clonar esse c¢DNA no vetor pOP13, descobrimos que este
¢DNA ndo continha os primeiros 250 pares de base. Por este motivo,
construimos primers e com auxilio da PCR e a linhagem HC11 como molde,
amplificamos e segiienciamos o cDNA do VDR especifico de camundongo.
Talvez por essas dificuldades, a literatura apresente poucos trabalhos de
transfecgdo com VDR. Em células hematopoeticas, transfecciio permanente
com VDR foi descrito por Hewison et al. (1994 ¢ 1996), utilizando ©
fragmento da posigio 4 a 2005 do original de 4600 pares de bases do cDNA
de VDR humano para gerar clones “sense” e “antisense”;, em linhagem de
cancer de prostata,Hedlung ef al. (1996) ¢ Zhuang et al.(1997) utilizaram um
fragmento de 2,0 Kb do cDNA de VDR humano, € em linhagem osteoblastica
de camundongo (Takeshita er al. 1998), os autores utilizaram um vetor de

expressio de VDR de rato pSG-VDR. Uma fonte de dificuldades pode ser a
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existéncia de regides ndo traduzidas no mRNA de VDR humano bastante

longas, de fungio ainda desconhecida.

Obtidos os clones, verificamos que a transfecgfio de fato havia
ocorrido. Embora a seqiiéncia de pOP13VDR e do p3°SS, que contém o gene
lacl responsavel pela produgiio da proteina repressora estejam presentes, a
modulagdio por variagio de concentragbes e tempo de exposigdes a IPTG
indicou que a proteina repressora ou ndo estaria sendo sintetizada ou ndo seria
funcional. Embora o modelo pOP13 seja descrito como funcional inclusive in
vivo (Wu et al. 1997), a propria Stratagene langou recentemente no mercado
um plasmideo similar contendo um repressor induzido por um promotor mais
potente (Stratagene, 1997), e também um anticorpo policlonal que reconhece a
proteina Lac, produzido pelo plasmideo p3°SS. Este anticorpo foi utilizado em
dois trabalhos (Lu ef al., 1998; Erhardt ¢ Pittman, 1998), onde os autores
transfectam as linhagens célulares primeiramente com o plasmideo p3°SS, que
é selecionado por higromicina e em seguida confirmam o sucesso da
transfecgdo detectando a proteina Lac I, por Western blotting € com o uso do
anticorpo. Em seguida os clones sdo transfectados com o c-DNA de interesse.
Outros autores, como Kampfer ef al. (1998), usando o mesmo vetor pOpl3
para co-transfecgdo dos genes de PKCA, PKCe ¢ PKC{ com o oncogene Ha-

Ras a mesma linhagem HC11, utiliza como controle o proprio vetor de
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expressio pOP13 vazio, 0 que nos leva a supor que talvez o autor tenha tido a
mesmo dificuldade que nés tivemos, ¢ tenha usado o plasmideo como um
vetor de expressdo puro. No nosso caso, 0s ensaios de Northern blot, usando
como sonda o ¢cDNA de lacl confirmaram que o RNA mensageiro da proteina

repressora ndo estava presente 10s N0ssOS clones.

O transcrito de 4.6 Kb, detectado pelo ensaio de Northern Blot,
encontrado em outras linhagens de origem mamdria que expressam VDR
(Hall er al.,1990) ¢ também descrito por outros membros do nosso grupo
(Escaleira et al., 1994), foi detectado normalmente. Além desse transcrito,
detectamos um transcrito de 2,4 Kb que ndio havia sido visualizado nos
ensaios anteriores com a linhagem em questfio. Esse transcrito foi descrito em
células de camundongo por Krishnan e Feldman (1991 a/b) que descreve 3
transcritos de VDR de 7.5Kb, 4,4Kb e 2,4Kb). Em  células leucémicas
humanas, dados do grupo focalizando linhagens estabelecidas (F olgueira ef al,
1998) ¢ em células leucémicas de pacientes € leucocitos de sangue periférico
de individuos normais, apresentam somente o transcrito de 4,6 Kb (Federico et
al., nio publicado). A nossa interpretagdo foi de que embora as transfec¢Oes

tenham sido um sucesso, a formagiio do inibidor ndo estaria ocorrendo.

Os resultados de citometria de fluxo, mostrando que o clones s&o
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heterogéneos quanto a expressdo de VDR proteina, confirmaram nossa idéia
de que a transfeccdo com o vetor pOP13 contendo cDNA de VDR estava
sendo expresso constitutivamente. Além disso, tanto a linhagem HCI1 ras,
como a HCIll parental, apresentaram baixo ¢ alto conteudo de VDR
respectivamente, de acordo com os dados obtidos no laboratério anteriormente
(Escaleira e Brentani, 1999).

A vitamina D é um potente inibidor de crescimento das células
da linhagem HC11, mas nfo da linhagem HC11 ras, como demonstrado pelo
aumento da fragdo de células em GO/G1 do ciclo celular apés exposigio,
resultado esse que reproduziu aquele ja encontrado por Escaleira e Brentani,
1999 Verificamos, que o clone 1, que apresenta altos niveis de VDR proteina,
sofre inibigdo de crescimento quando tratado com VD, como demonstrado
pelo aumento de células em GO/Gl. Estes resultados, indicando um
comportanto semelhante ao da linhagem HCI11, sugerem que o conteudo
maior de VDR (em relagdo a célula HC11-ras) possa estar relacionado com
essas diferencas proliferativas. Os resultados estdo de acordo com os relatados
por Sebag et al. (1992), os quais, utilizando modelo de queratindcitos
transformados por ras, sugerem que as diferengas na magnitude da resposta
antiproliferativa frente a vitamina D talvez possam ser relacionadas com as

diferengas na abundincia do receptor nas duas linhagens. Os dados deste
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ultimo e 0s nossos, juntos, sugerem que o a interagdo de 7as e de VDR possam
estar ocorrendo de forma independente da linhagem celular.

Em relagdo a inibigdo de proliferagdo apresentada pela vitamina
D, pode-se dizer que diferentes mecanismos de agiio podem estar envolvidos.
A vitamina D induz marcadores bioquimicos ¢ morfologicos de apoptose nas
células de cancer de mama MCF-7 (Narvaez et al., 1996). Nas linhagens
HC11 e HCll-ras, como em outras linhagens mamdrias, a inibicdo de
crescimento provocada pelo tratamento com vitamina D ndo estd associada
com apoptose, como demostrado pela auséncia do padrio em escada na
andlise da fragmentagdo do DNA em gel de agarose (Escaleira ¢ Brentani,
1999). Em uma variedade de células leucémicas, a vitamina D induz parada
em G1 do ciclo celular (Pols et. Al., 1990). Este efeito sobre o ciclo celular
parece correlacionado com a expressdo de ciclina dependente de quinase
(CDK) e inibidores de ciclina dependente de quinase (CKIs) induzidos por
vitamina D, que incluem p21 ¢ p27 e membros da familia INK4, foi
demonstrado na linhagem celular mielomonocitica U937 (Liu, ef al., 1996). A
indugdo de p21 pela vitamina D na linhagem U937 parece ser mediada por um
VDRE identificado no promotor do p2]1 humano e também através de

mecanismos transcricionais (Liu, ef al., 1996).
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O efeito de VDR em outras linhagens, entretanto, pode ser
diferente. Em algumas linhagens de céncer de prostata, por exemplo, VDR
influiria no crescimento de forma semelhante ao nosso modelo (Hedlung et
al., 1996; Zhuang et al., 1997), isto é, a resposta depende do contetdo de
VDR. Por outro lado, Zhuang e Burnstein (1998) demonstram que as
linhagens LNCaP ¢ ALVA 31 de cncer de prostata exibem um relagdo
inversa entre niveis de VDR e resposta antiproliferativa perante a vitamina D.
Quanto a interferéncia de 7as, este parece sofrer interagio com VDR tambem
em queratindcitos imortalizados pelo papiloma virus tipo 16 e transformados
pelo oncogene ras ativado. Nesse modelo, os queratindeitos malignos ndo sdo
somente resistentes ao efeito inibitério da vitamina D mas também a sua
influéncia transcricional, neste modelo eles reportam a primeira incidéncia que
a resisténcia ao fratamento com vitamina D ocorreria por disruptura do
complexo VDR-RXR (Salomon et al. 1998).

Em resumo, estabelecemos 3 clones de HC1l1ras transfectada
com ¢DNA de VDR com expressdo variavel de VDR, sendo a capacidade de
inibigdo de proliferagdo paralela & quantidade de VDR expressa
constitutivamente. A curva de crescimento do clone I, portador de alta
expressio de VDR, sugere uma reversdo no padrio de crescimento, passivel

agora de ser inibido pelo tratamento com vitamina D, semelhante a da
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linhagem HC11 parental e diferente da HC11ras. Isto sugere que, no modelo
de progressdo tumoral proporcionado pela linhagem HC11 e HCI11 ras, o
escape do controle de VDR seja importante para determinar uma vantagem
proliferativa para a linhagem HCI11 ras. Ndo é possivel dizer no caso dos
nossos clones, se 0 aumento de VDR influi na reversiio do padrio de curva de
crescimento diretamente ou se outros mediadores estariam envolvidos. Pode-
se dizer que, o aumento de VDR por si s6 levou o clone 1 a um
comportamento mais proximo da normalidade, o que leva a imaginar que os
controles de proliferagiio normal s¢jam passiveis de serem recuperados em
canceres ja estabelecidos. Nos outros clones, nfo observamos uma perfeita
proporcionalidade entre a expressio de VDR e inibi¢gio de crescimento em
resposta a vitamina, o que sugere que realmente existam outros mediadores da
acdo de VD. Além disso, VDR diminuido em carcinoma mamadrio humano
tem sido correlacionado com pior sobrevida (Freake et al.,1984 e Eisman et
al., 1987) sugerindo que as manipulagdes das vias de controle de VDR possam

beneficiar esses pacientes.
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Summary

Vitamin Ds, through its active metabolite 1at,25-dihydroxyvitamin Ds (1,25-
(OH), D), is a powerful regulator of calcium homeostasis and is involved in the regulation
of cell growth and differentiation in a large variety of cells. Its action is mediated primarily
through binding to a member of the nuclear hormone receptor superfamily, the vitamin D
receptor (VDR).

Most breast cancer cells lines express VDR and breast carcinoma patients
presenting with VDR positive tumors appear to be associated with longer disease free
survival as compared to patients with negative tumours HC-11 cells, a mammary epithelial
lineage established from midpregnant BALB/c mice, but not HC11 transformed with Ha-
ras showed a strong growth inhibition with higher percentage of cells arrested in GO/G1
phase of cell cycle when exposed to vitamin D3. In this work we asked whether the low
VDR content would be the underlying cause of the lack of response of the HC11-ras cells
to Vitamin D treatment.

In order to study the effect of VDR overexpression in HC11-ras cell growth,
we first obtained the mouse VDR ¢DNA using total HC11 RNA as the template for PCR.
Using this VDR ¢cDNA cloned into the Not-1 site of the pOP13 expression vetor, we
generated 16 VDR-transfected HC11-ras clones expressing variable amount of VDR.
Clone 1 presented with high VDR mRNA content, as determined by Northern blotting and
high VDR protein, as measured by using biotilated anti-VDR MoAb and flow cytometry
(64% = 8,2% VDR posttive cells). Clones 7 and 13 presented VDR content similar to
HC11-ras (HC11-ras = 35,93% + 15,10%; clone 7= 29,28% + 10,62%; clone 13=31,11%
+27.2%) and lower than HC11 (85,5% + 14% VDR positive cells),

Clone 1 was growth inhibited, when treated with Vitamin D 10 nM during
72 hours, as showed by Cell Doubling Time (CT: 17,28h £ 1,98h vs. VD: 28, 48h + 7,02h,
p = 0,056) when compared to HC11-ras (CT: 18,24h vs VD: 19,92h). In addition, clone 1
increased GO/G1 phase fraction, determined by flow cytometry, when exposed to Vitamin
D (CT: 79,54% + 1,3 vs VD: 91.01% % 2,66; p < 0,005). In keeping with these data, Clones
7and 13 presenting with lower VDR content, were not growth inhibited as expected .

Our data suggest that, in HC1! tumor progression model, the lack of
susceptibility of HC11-ras to growth inhibition induced by Vitamin D treatment might be
reputed to its low VDR content. Furthermore, the effect of VDR replacemente in clone 1,
restoring HC11 susceptibility to Vitamin D treatment, suggests VDR might be a possible
therapeutic target in breast cancer.
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