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Abreviaturas

AUG - codon de iniciagdo para metionina

BALB/c-3T3 - Linhagem celular derivada de fibroblasto de rato
BL - Linfoma de Burkitt

BR - Regido basica

BSA - Bovine serum albumine

Colo 320- Linhagem celular derivada de carcinoma de c6lon
cAMP - Monofosfato de adenosina cicliclo

CAMs - Moléculas de adesdo celular

c-myc - Proto-oncogene myc

c-myb - Proto-oncogene myb

c-fos - Proto-oncogene fos

CK - Caseina quinase

CS - Calf serum

COOH-terminal - Regido carboxi-terminal

CUG - Codon de iniciagio

DNA - Acido desoxirribonucléico.

DTT - Dithiotreithol

FCS - Fetal calf serum

FGF - Fibroblast Growth Factor.

FUSE - Elemento de regulag@o localizado a cima do promotor P1 de c-myc.

H4 - Gene localizado no cromossomo 10q e que se funde ao RET para a formag&o de
RET/PTC2.

H-L-H - Helix-Loop-Helix.
HMG - High Mobility Group.

HN2-terminal - Regido amino-terminal.



HPC- Human Primary Culture

H-ras - Membro de uma familia de multigenes primeiramente detectado no virus de
sarcoma de rato de Harvey. Os genes da familia ras sdo, freqiientemente, encontrados
em forma mutada nos tumores..

IFN-B - Interferon-f3

IgH - Cadeia pesada das Imunoglobulinas

IgL - Cadeia leve das Imunoglobulinas

Ig - Imunoglobulina

1xB - Proteina inibitoria do fator de transcrigio NFkB.
IL-2 - Interleucina 2

IRE - Intern Regulation Elements

kb- quilobase

L-myc - Oncogene identificado por amplificagdo de genes em carcinoma de pulmdo.
Membro da familia de multigenes myc

LNS - Regido de ligagdo nio especifica a0 DNA
mA -miliampere

M1 - Polipeptidio responsavel pela transferéncia da proteina Myc para o nucleo da
célula.

M2 - Polipeptidio que funciona como segundo sinal para a localizagio nuclear da
proteina Myc.
Mad - proteina “partner” de Max

Max - Proteina “x” associada a Myc

ME1lal e MEla2 - Elementos de controle localizados entre os promotores PO e P1 de
c-myc

min. - minuto
MPCs -Plasmocitoma de murino
mRNA - RNA mensageiro

myb - Um oncogene originalmente encontrado em dois virus de mieloblastose aviaria
(leucemia mielo6ide). O gene foi ativado por inser¢io adjacente de retrovirus em varias
leucemias mieldides de roedores.

myc - Um oncogene originalmente encontrado em quatro virus de mielocitoma aviaria



Myc 1 - Polipepitidio produzido a partir do codon AUG localizado no segundo exon
do gene c-myc.

Myc 2 - polipeptidio produzido a partir do cddon CUG localizado na regido 3’ do
primeiro exon do gene c-myc.

Mxi - proteina codificada pelo gene mxi

NGF- Nerve Growth Factor

NL- Regido de localizagdo nuclear

NIH/3T3 - Linhagem celular derivada de fibroblasto de rato

N-myc - Um gene identificado por amplificagdo génica em neuroblastoma. Membro
da familia de multigenes myc.

NFkB - Fator de transcrigdo nuclear que funciona como um regulador da transcrigdo
via um enhancer associado ao gene da imunoglobulina x.

NTRK - proto-oncogene TRK que codifica para um receptor com alta afinidade ao
NGF.

P1 - Promotor 1 do gene c-myc
P2 - Promotor 2 do gene c-myc
pb - pares de bases

PC CL 3 - Linhagem celular derivada de células epiteliais de tiredide normal de rato
Fischer com 18 meses.

PDGEF - Platelet Derived Growth Factor
PKC - Protein Kinase C
PKA - Protein Kinase A
PMSF - Phenylmethyl-sulfonyl Fluoride

p50 - polipeptidio com peso molecular 50kd correspondente a uma das subunidades
do fator de transcrigio NFkB

p65 - polipeptidio com peso molecular 65kd correspondente a uma das subunidades
do fator de transcrigio NFkB

p53 - Gene da supressdo tumoral localizado no cromossomo 17 que codifica uma
proteina com peso molecular de 53kd.

pRb - Proteina produzida pelo gene pRB
PRD - Positive Regulation Domain



PRF - Plasmacytoma-spectfic Factor

PTC1 - Primeiro gene quimérico, resultante de um rearranjo intra-cromossomal,
encontrado em pacientes com carcinoma papilifero da tiredide humana.

PTC2 - Segundo gene quimérico, resultante de um rearranjo extra-cromossomal,
encontrado em pacientes com carcinoma papilifero da tiredide humana.

PTC3 - Terceiro gene quimérico, resultante de um rearranjo intra-cromossomal,
encontrado em pacientes com carcinoma papilifero da tireide humana.

PVP - Polivinilpirrolidone
pRB - Gene de susceptibilidade ao desenvolvimento de retinoblastoma

RFG - RET fused gene. Gene que se funde ao RET, localizado no cromossomo 10,
para formagdo do RET/PTC3. Também denominado ele /.

SCLC - Carcinoma de pequenas células do pulmao

src- Oncogene originalmente encontrado em virus de sarcoma aviario. Seu produto
tem atividade de tirosina proteina quinase.

SSCP - Single-Strand Conformation Polymorphism

ssDNA - sperm salmon DNA

TGF-B - Transforming Growth Factor 3

TGF-a - Transforming Growth Factor a

TNF-a - Tumor Necroses Factor a

TPA - 12-0-Tetradecanoylphorbol-13-acetate

TMP3 - gene que codifica para a proteina tropomiosina localizado no cromossomo 1.
TRK - forma oncogénica de NTRK.

TRK-T1- gene quimérico formado pela fusio do dominio k& do gene NTRK com
seqiiéncias 5’do gene TRP.

TRP- gene localizado no cromossomo 1.
TSH - Thyroid-Stimulating Hormone
v-myc - gene myc viral

v-myb - gene myb viral

ZL- ziper de leucina



. A llimitada tendéncia a uma proliferacdo rapida das
células cancerosas poderia depender da predominancia
permanente dos cromossomos que promovem a divisgo...

..Uma oufra possibilidade €& a presenca de
determinados cromossomos que inibem a divis@o...

...Células tumorigénicas com crescimento
descontrolado podem ser originadas se esses cromossomaos
inibidores fossem eliminados..... ..uma vez que cada fipo

de cromossomo é representado duas vezes na célula
normal e a perda de um deles poderia passar
despercebida...

BOVERI, 1914; Publicagao traduzida em 1924.






Neoplasia ¢ definida como o crescimento clonal no qual as células,
descendentes de uma tnica célula progenitora, em um determinado momento, iniciam a
proliferagdo anormal. A origem clonal das neoplasias ndo implica, entretanto, que o
tumor maligno se origine de somente um evento transformante.

A historia natural dos tumores espontaneos demonstra que a transformagao
neoplasica raramente ocorre em uma Unica etapa, mas trata-se de um processo
complexo que envolve multiplos eventos. O desenvolvimento neoplasico inicia-se com
uma alteragdo em uma unica célula que direciona a uma proliferagdo anormal e a génese
de uma populagdo de células pré-neoplasicas. Em estagios posteriores, novas mutagdes
em tais células pré-neoplasicas ou pré-malignas, conduzem a um aumento do potencial
proliferativo. Podem ser necessarias mutagdes posteriores envolvidas na progressio de
um carcinoma completamente maligno com capacidade de invadir tecidos adjacentes e
metastatizar.

O fenotipo neoplasico resulta, portanto, de efeitos cumulativos de maltiplas
alteragOes genéticas. Assim, além da perda do fenotipo diferenciado, as células
neoplasicas frequentemente diferem das normais em determinadas propriedades
bioquimicas, como por exemplo: aumento da glicolise, secre¢io de fatores de
crescimento, secregdo de proteases, decréscimo dos niveis de proteinas de superficie
envolvidas na adesdo celular e desorganizagao do citoesqueleto.

Compreender o mecanismo responsavel pelo desenvolvimento do cancer a
nivel molecular, uma vez determinada a natureza da carcinogénese, exige no entanto,
que se estabelega e se caracterize um modelo através do qual os varios estagios do
processo neoplasico possam ser estudados detalhadamente. Somente com o uso de tais
sistemas experimentais, nos quais o cancer possa ser reproduzivelmente induzido e
sistematicamente analisado, poderemos identificar as alteragdes progressivas que
culminam em malignidade.

Visando compreender melhor o processo que leva ao desenvolvimento dos
tumores na tiredide humana, estudamos a expressdo do proto-oncogene c-myc em
tecido solido e linhagens celulares, bem como, a sua regulagio com o fator de
transcrigao NFkB.






As alteragdes genéticas presentes em células cancerosas foram
primeiramente citadas por Boveri (1914). Atualmente, tais alteragdes encontram-se
subdivididas em dois grupos: o primeiro grupo inclui mutagdes do tipo dominante, pois
resultam em um ganho de fun¢do do gene, e tem como alvo os genes celulares
denominados proto-oncogenes; o segundo grupo inclui mutagdes recessivas, uma vez
que, implicam na perda da fungdo do gene mutado. Tais mutagdes tem como alvo os
genes da supressdo tumoral. Esta classificagdo, naturalmente, refere-se a func¢do alterada
do gene, uma vez que baseia-se na alteragdo patogénica provocada pelo gene, ao invés
da fungdo normal desempenhada na célula. Essa divisdo reflete a forma com a qual os
oncogenes e os genes da supressdo tumoral foram descobertos.

O processo de transdugdo viral foi o primeiro fendmeno que permitiu a
demonstragdo da existéncia dos oncogenes. O fendmeno de transducdo se caracteriza
pela recombinagdo do material genético por meio de uma particula viral. O virus
isolado, pertencente a familia dos retrovirus, foi detalhadamente analisado e os genes
que apresentavam propriedades transformadoras foram denominados oncogenes. Assim,
Peyton Rous (1966) introduziu conceitos genéticos que hoje dominam as pesquisas na
area oncologica. Um grande passo foi dado através da demonstragio de que genes,
muito semelhantes aos oncogenes virais, estdo presentes no genoma de todas as células

de eucariotos. Tais genes quando mutados adquirem capacidade de transformagio
(VARMUS, 1982).

Entretanto, foi com a utilizagdo de técnicas de transfec¢do que foram
obtidas provas reais da responsabilidade dos oncogenes no desenvolvimento das
neoplasias. A transfec¢do ¢ uma técnica de transferéncia, por meios experimentais, do
material genético para um sistema celular, de tal forma que, o DNA se integre ao
genoma e seja expresso na célula hospedeira. Como sistema celular, utilizado para
transferéncia do DNA obtido a partir do tecido neoplasico, foi utilizada uma linhagem
de fibroblastos derivados de embrido de rato-NIH/3T3 que € altamente susceptivel a
transformagdo (COOPER, 1982).

Através da utilizagdo desta técnica foi isolado um grande nimero de
oncogenes. Alteragdes em muitos destes oncogenes foram associados a algumas
neoplasias humanas, sendo que algumas dessas alteragdes sdo particularmente
indicativas de alguns tipos de neoplasias especificos (BISHOP, 1991).

A caracterizagdo bioquimica e funcional dos oncogenes isolados
demonstrou que eles sdo responsaveis pela codificagio de moléculas chaves na
transmissdo do sinal mitogénico extra-celular ao nucleo da célula. Os oncogenes foram,
entdo classificados de acordo com a fungdo dos seus produtos protéicos e, foram
identificados como: fatores de crescimento, receptores para fatores de crescimento,
proteinas de membrana, segundos mensageiros e proteinas nucleares. Mutagdes
responsaveis pela ativagio irregular de uma dessas moléculas podem conduzir a uma



modificagdo no mecanismo que controla o crescimento e a proliferagio celular normal e,
conseqiientemente, o crescimento tumoral (CANTLEY ef al., 1991).

O papel desempenhado pelos oncogenes na carcinogénese representa
somente um dos fatores, sendo que, existem também os genes da supressio tumoral.

Através da realizagdo de experimentos de fusdo entre as células normais e
células neoplasicas foram identificadas mutagGes recessivas envolvidas no processo
tumorigénico. Freqientemente era observada a supressio do fenotipo neoplasico,
especialmente quando a fusdo ocorria entre células originadas da mesma espécie. A
atividade de supressdo foi atribuida a determinados cromossomos que contribuiam para
o estabelecimento do padrdo normal. Estas evidéncias levaram a crer que as células
cancerosas apresentam alteragdes recessivas envolvidas na tumorigénese o que inspirou
o termo genes supressores de tumor (HARRIS, 1988).

Atualmente sabe-se da necessidade da cooperagio entre os oncogenes e da
interagdo com os genes supressores de tumor para o desenvolvimento de um fendtipo
completamente maligno. Assim, a cooperagdo entre os oncogenes ativa diferentes vias
de sinalizagdo. O principal efeito desta cooperagdo ocorre no final da cascata de
transducc@o do sinal, a nivel de transcri¢do, na qual estdo envolvidos tanto os genes
ativadores como os genes supressores de tumor.

I1.1. O proto-oncogene c-myc

O proto-oncogene myc representa um importante papel na historia da
genética molecular das doengas neoplasicas. Muitos dos principais mecanismos pelos
quais genes celulares normais tornam-se ativados em células tumorigénicas, incluindo
inser¢do proviral (HAYWARD et al, 1981), amplificagdo génica (COLLINS &
GRAUDINE, 1982; DALLA-FAVERA et al., 1982) e translocagdo cromossomal
(CREWS et al., 1982; DALLA-FAVERA et al., 1982; SHEN-ONG e al., 1982;
TAUB et al., 1982), foram descobertos através do estudo do proto-oncogene myc.

O oncogene c-myc foi originalmente identificado em aves como uma
seqiiéncia homologa aquela presente no oncogene retroviral MC29, sendo responsavel
pelo desenvolvimento de myelocitomatosis (mielocitomatoma aviaria). O gene v-myc é
um hibrido que consiste de elementos derivados do gene estrutural do virion com o
gene myc de 1.6 kb (HAYWARD et al., 1981).

Este foi o primeiro exemplo de mutagénese ocasionada por insercgio.
Assim, o gene myc viral (v-myc) ao infectar uma célula produz uma proteina com peso



molecular de 110 (p110 gag-myc) resultante da fusdo das trés proteinas Gag (p19, p10
e parte da p27 ) com a proteina Myc produzida a partir de seqiiéncias codificadas pelos
exons 2 e 3 do gene myc celular. O oncogene v-myc codifica seqiiéncias in_frame com o
remanescente 5' gag, assim o gene € transcrito e traduzido como proteina oncogénica
juntamente com sequéncias gag amino-terminal (ABRAMS et al., 1982; DONNER et
al., 1982; HEANEY et al., 1986).

IL.1.1. Estrutura do gene c-myc.

Localizado no cromossomo 8, o gene c-myc, contém trés exons. O
primeiro exon contém aproximadamente S00pb e apresenta fungdes de regulagdo bem
definidas. O segundo e terceiro exons, altamente conservados na escala evolutiva, sdo
responsaveis pela codificagdo dos polipeptidios (COLE, 1986).

O gene c-myc humano codifica dois polipeptidios, Myc-1 e Myc-2, de 439
e 453 aminoacidos e com respectivo peso molecular de 64000 e 67000. Os polipeptidios
Myc-1 e Myc-2 apresentam 14 aminoacidos localizados na porgdo amino-terminal que
os diferencia (MARCU et al., 1992).

O produto protéico do Myc-2, pouco maior, inicia-se no cédon CUG
proximo a extremidade 3' do primeiro exon do gene. A proteina Myc-1, menor e
predominante, apresenta como codon de iniciagio AUG, localizado no inicio do
segundo exon (Fig. 1).

Existem algumas evidéncias de que o primeiro exon do gene c-myc humano
codifica para uma terceira proteina, denominada MycHEX1. As células de murino
parecem produzir um polipeptidio relacionado com MycHEX1, mas a sua localiza¢do
gendmica ¢ desconhecida. O codigo de leitura de MycHEX 1 ndo se sobrepde com Myc-
1 e Myc-2 e sua fungdo ainda € desconhecida (MARCU ef al., 1992).

As proteinas Myc sdo fosforiladas por Caseina Kinase (CK) em multiplos
sitios e apresentam dominios a-hélice e regides ricas em aminoacidos bésicos e acidos,
uma regido caracteristica de proteinas nucleares e de dominios de ligagdo ao DNA
(Fig.1).

Uma regido do polipeptidio c-Myc codificada pelo terceiro exon do gene
direciona a transferéncia do polipeptidio para o nucleo. Os sinais de tal localizago
nuclear sdo definidos pela presenga do peptidio denominado M1, representada pelos

aminoacidos 320 a 328. M1 encontra-se altamente conservado entre os genes c-myc e
assemelha-se ao sinal nuclear do SV40 large T polypeptide (DANG & LEE, 1988)

(Fig.1).



Exon 1 Exon 2 Exon 3

CUG AUG P/Q acidic LNS DNA NL BR HLH ZL

Figura 1. Estrutura do gene c-myc humano. CUG, AUG, codons de iniciagdo. P/Q,
regido rica em prolina e glutamina. LNS-DNA, regido de ligagdo ao DNA néo
especifica. NL, regido para .ocalizagio nuclear. BR, regido basica. H-L-H, dominio
helix-loop-helix de dimerizagio protéica. LZ, ziper de leucina (MARCU et al., 1992).



Um segundo peptidio M2, aminoacidos 364 a 374, funciona como um
segundo sinal de localizagdo nuclear na auséncia de M1, mas ndo € responsavel pela
distribuigdo da proteina na célula. M2 normalmente funciona como uma por¢do de um
dominio responsavel pela ligagdo ao DNA. M2, semelhante a M1 € rico em aminoacidos
basicos e encontra-se altamente conservado entre os genes da familia myc (Fig.1).

O polipeptidio c-Myc humano também possui um dominio de ligagdo ndo
especifica ao DNA, propriedade representada pelos aminoacidos 290 a 318. Esta regido
¢ altamente conservada entre os genes c-myc de diferentes espécies (DANG et al,,
1989).

Os polipeptidios Myc possui uma regido, com arquitetura quimérica, que
desempenha uma importante fungdo. E representada por um dominio basico (BR) que
precede aos dominios helix-loop-helix (H-L-H) e ziper de leucina (ZL). O dominio
(BR)H-L-H, de aproximadamente 55 aminoacidos esta localizado a 30 aminoacidos da
regido carboxi-terminal, sendo que estes constituem o dominio ZL. Tais dominios sdo
necessarios para a justaposi¢ao estavel das regides basicas, que mediam a formagdo de
um complexo protéico homo ou heterodimérico, com uma seqiiéncia de DNA especifica
(LANDSCHULZ et al., 1988; MURRE et al., 1989).

Assim, a regido carboxi-terminal de c-Myc contém um dominio de ligagdo
ndo especifica ao DNA, uma regido que a transfere para o nucleo, além de uma
seqiiéncia de ligacdo especifica ao DNA que ¢é caracterizada pelos dominios (BR)H-L-
H-ZL.

Os produtos protéicos de c-myc apresentam um curto periodo de vida, de
aproximadamente 20-30 minutos, que € apropriado para um gene com um importante
papel na regulacio da proliferagdo celular (HANN & EISENMAN, 1984; HANN ef al.,
1988).

O gene N-myc, outro membro da familia de multigenes, codifica duas
fosfoproteinas de 58000 e 64000 daltons que semelhante a c-myc diferem na regido
amino-terminal. L-myc, codifica para uma fosfoproteinas com peso molecular de 60000
daltons (RAMSAY et al., 1986).



IL.1.2. Regulac¢iio da expressio de c-myc

I1.1.2.1. Auto-regulagdo

A regulagdo da expressio do gene c-myc é extremamente complexa.
Quando c-myc sofre translocagdo, como ocorre em linfoma de Burkitt e MPCs, a sua
expressdo decorre predominantemente do alelo translocado. Foram propostos dois
mecanismos que tentam explicar a exclusio da expressdo do alelo normal. O primeiro
baseia-se no fato de que o alelo normal permanece transcricionalmente silencioso,
enquanto que, o seu alelo translocado passa a ser expresso em decorréncia da sua
translocagdo para uma regido da cromatina geneticamente ativa. Alternativamente, myc
poderia estar envolvido em um processo de auto-regulagdo negativa de forma que a alta
expressdo do alelo translocado poderia regular negativamente o alelo ndo translocado
(LEDER et al., 1983).

Portanto, ou o sinal de auto-regulagdo normal é perdido pelo alelo que
sofreu translocagdo ou os sinais que controlam negativamente a expressio sio
superados por sinais compensatorios positivos.

Alguns experimentos tentaram explicar os modelos de auto-regulagio.
Alguns autores utilizaram como estratégia a introdugdo de um gene c-myc exdgeno e,
para isso, utilizaram um plasmidio contendo o gene c-myc sob o controle do promotor
de SV40. Os autores demostraram que o c-myc exdgeno, quando super expressado,
poderia regular a expressdo do c-myc enddgeno e, mostrou ser dose-dependente.
Outros, utilizando a mesma metodologia, ndo detectaram nenhuma supressdo de c-myc
enddgeno (GRIGNANI ef al., 1990).

Este efeito ndo € universal, uma vez quem, em alguns sistemas celulares o
gene c-myc perdeu a capacidade de regular normalmente a sua propria expressao.

A existéncia de tal mecanismo de feedback, denominado autossupressio,
no qual c-myc € responsavel pela regulagio negativa de sua propria transcrigdo foi
detalhadamente analisada na linhagem de células Rat 1. A utilizagdo deste sistema
celular permitiu determinar qual regido da proteina c-Myc humana exdgena, é necessaria
para suprimir o mRNA de c-myc endogeno, produzido pela células Rat 1 (PENN et al.,
1990).

Assim, os dominios importantes para a auto-supressdo foram identificados.
Mutagdes nas leucinas localizadas no ziper de leucina revelaram que os mutantes nio
apresentavam atividade supressora, indicando a importincia de tal regido para a
atividades de supressdo de c-Myc. Esta regido se sobrepde as regides necessarias para
colaboragdo com o oncogene ras na transformagdo de células embrionarias de rato



(DANG, 1991). A fungio supressora deve estar relacionada com a capacidade de c-Myc
contribuir para a transformagdo neoplasica. De fato, muitas linhagens celulares
transformadas ndo possuem a capacidade de autossuprimir a expressdo de c-myc
quando comparadas com linhagens néo transformadas (GRIGNANI et al., 1990)

Uma vez que, este dominio de dimerizagdo da proteina Myc parece
necessario para a sua auto-regulagdo, o complexo heterodimérico formado por Myc e
Max, sua proteina parceira, poderia se ligar a um sitio na regido regulatoria e regular
negativamente myc. No entanto, nenhum sitio de ligagdo especifico para Myc/Max foi
detectado nas regides regutalorias de c-myc humano ou de camundongo. E possivel que
exista mais de uma proteina parceira para Myc. Outra alternativa ¢ que Myc/Max
regulem a expressdo de outros genes diretamente envolvidos no controle negativo da
transcrigdo de myc.

Um mecanismo de auto-regulagdo, denominado regulagdo cruzada, foi
observado nos diferentes membros da familia myc. Quando N-myc é amplificado em
tumores ou em linhagens celulares transfectadas ou ainda em ratos transgénicos, c-myc
¢ regulado negativamente (NISEN et al., 1986; NAU ef al., 1986; ZIMMERMAN et
al., 1986).

I1.1.2.2. Regulagao transcricional

Com a determinagdo do mecanismo envolvido na regulagdo da transcri¢do
do gene c-myc poderemos compreender o seu verdadeiro papel na transformacio
celular e, portanto, na resposta das células a estimulos mitogénicos.

Embora inimeros trabalhos tenham sido realizados com o objetivo de
identificar o mecanismo molecular que controla a iniciagdo da transcrigdo do gene c-
myc, este ainda permanece um enigma. Existem inimeras controvérsias em relagio as
diferentes sequéncias ou ainda a variagdo da posigdo de elementos regulatorios
localizados acima e dentro dos genes murino e humano.

O controle transcricional de c-myc pode ocorrer em diferentes niveis
incluindo iniciagdo da transcrigdo, elongagdo, produgdo e transporte de RNA,
estabilidade do mRNA e iniciagio da tradug@io. Tais controles podem ser operados
coordenada e especificamente para cada tipo celular, de forma que, a regulagio normal
da expressdo de myc possa estar associada a estimulos mitogénicos ou a indugiio da
diferenciagio.

O gene c-myc ¢ transcrito a partir de trés sitios de iniciagdo regulados
independentemente. Os trés sitios foram denominados promotores P1, P2 e P3. O gene



c-myc humano, apresenta um quarto sitio, denominado P0. PO esta localizado a 550-
650pb da regido 5’ de P1. (BENTLEY & GROUDINE, 1986) (Fig. 2A).

O promotor P2 ¢ responsavel pela produgdo de 70-90% do mRNA total,
P1 10-25% e, P3 produz aproximadamente 5% da transcri¢do efetiva de c-myc. PO é
responsavel pela transcrigdo de 5% do mRNA total. Os respectivos tamanhos dos
mRNA maduros de PO, P1, P2 e P3 sdo aproximadamente 2,5-3,1kb, 2,2kb, 2 4kb e
2,3kb (BATTEY et al., 1983; SPENCER et al., 1990).

Uma série de experimentos de transfec¢do utilizando o gene c-myc com
delegdes de determinadas seqiiéncias demonstraram que uma grande variedade de
efetores positivos e negativos sdo localizados acima do sitio de iniciagdo P1. As regides
localizadas a -101 de P1 n3o possuem nenhum efeito enquanto que, delegdes na regido -
350 apresentam um efeito negativo e a -353 possuem efeito positivo (MARCU et al.,
1992).

Ainda com relagdo a P1, a regido localizada entre -608 e -407 também &
fonte de muitas controvérsias. CHUNG et al., 1986 revelaram que tal regidio contém
elementos de controle negativo. E importante salientar que a uma mesma regido de
DNA pode se associar diferentes fatores de regulagdo. Estes fatores podem funcionar
como reguladores positivos ou negativos nos diferentes tipos celulares.

O gene c-myc apresenta uma regido “TATA box” além de uma seqiiéncia
rica em GC localizada a -44 de Pl as quais sd3o necessirias para a iniciagio da
transcrigdo de P1. Tais regides sdo altamente conservadas tanto no gene humano como
em rato (NISHIKURA & MURRAY, 1987).

Outra regido de particular interesse € localizada de -142 a -115. Foi
identificada nesta regido uma seqiéncia GGGTGGG, a qual se associa o fator de
transcrigdo PuF. Entretanto, faz-se necessario posteriores experimentos que venham
confirmar estas atividades de ligagdo (POSTEL et al., 1991) (Figura 2B).

Um grande passo foi dado com a localizagdo, dentro do primeiro exon do
gene c-myc murino, de um elemento de ligagdo do fator de transcrigio NF-xB. O sitio
de localizagdo encontra-se a +440 a +459pb do P1 do gene c-myc. Tal elemento é
caracterizado pela presencga de uma sequiiéncia AGGAATTTTT. Mutagdes dentro destes
elementos de regulagio interna (IRE) impedem a indugdo da transcrigio mediadas por
NF«B (KESSLER et al., 1992) (Figura 2B).
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Figura 2. localizagdo dos promotores de c-myc (2A) e de seqiiéncias que controlam a

iniciagdo da transcrigdo dos genes c-myc murino M e humano R (2B)
(MARCU et al., 1992).
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O fator de transcricdo NFkB ¢ um heterodimero composto de duas
subunidades protéicas denominadas p50 e p65. A associagdo da subunidade p65 de
inativo. A fosforilagdo de kB libera o fator de transcrigdio NF-xB e permite a sua
migragdo do citoplasma para o nucleo. Os genes que codificam para p50 e p65 foram
clonados e a porgdo amino-terminal de ambas as proteinas revelou que fazem parte de
uma familia de genes com consideravel homologia com o oncogene rel (BAUERLE &
BALTIMORE, 1989; GHOSH & BALTIMORE, 1990; NARAYANAN ef al., 1993).

A ativagdo de NFxB pode ser mediada por diversos agentes mitogénicos
(BOHNLEIN ef al., 1988, OSBORN ef al., 1989; BEG & BALDWIN, 1994). Além
disso, foi verificado que estes agentes s3o capazes de induzir a expressdo de c-myc em
varias linhagens celulares sugerindo que em alguns casos a indugdo da expressdo de c-
myc esta diretamente relacionado com a ativagdo de NFkB (KESSLER ez al., 1992).

O fator de transcrigdo NF«B associa-se a elementos que controlam a
expressdo de varios genes, incluindo os genes da cadeia leve x da Ig, IL-2, receptor
para IL-2, e interferon p. Também foram detectados sitios de ligagdo de NFkB em
genes que codificam proteinas responsaveis pela adesdo celular. A adesdo celular entre
as c€lulas, e das células com um substrato, representa um importante papel na regulagio
do crescimento celular normal ou neoplasico. Assim, acredita-se que o fator de
transcricgdo NFxB desempenha um importante papel na resposta inflamatoria,
tumorigenicidade e metastase (HIGGINS et al., 1993).

De fato, através da inibigdo das fungdes do fator de transcrigdo NFkB, pela
utilizagdo de oligonucleotidios anti-sense, foi possivel observar que adesdo celular de
uma grande variedade de células encontrava-se fortemente comprometida (BAUERLE
& BALTIMORE, 1989; LEONARDO & BALTIMORE, 1989: GHOSH &
BALTIMORE, 1990).

Uma importante contribui¢do surgiu a partir do estudo de alguns sistemas
celulares, que evidenciaram a associagdo entre o fator de transcrigio NFxB e proteinas

de baixo peso molecular e, portanto, com grande capacidade de mobilizagdo,
denominadas HMG -High mobility group (THANOS & MANIATIS, 1992).

A infecgdo viral induz, transitoriamente, a transcrigio do gene IFN-B. As
seqiiéncias de DNA necessarias para a indugio viral estdo localizadas a 104pb a cima do
sitio de iniciagdo da transcrigdo do gene. Nessa regido foram identificados quatro
dominios de regulagdo positiva, denominados PRD I-IV, capazes de conferir a
promotores heterélogos a indugao viral. O elemento PRD II do gene IFN-B apresenta
um elemento especifico de associagdio do fator de transcricio NF«B. Os autores
revelaram que NFxB desempenha um importante papel na indugdo viral do gene que
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codifica para o IFN-B. Além disso, sugeriram que, a atividade de NFxB depende da
interagdo com uma proteina regulatoria que se liga especificamente ao PRDII. Tal
proteina € um membro da familia de proteinas HMG a proteina HMG I(Y) (THANOS
& MANIATIS, 1992).

Acredita-se que o fator de transcrigio NFxB desempenha um importante
papel na regulag@o dos niveis de transcrigdo de c-myc o qual é fortemente associado a
estados de crescimento alterado, bem como, de transformagdo neoplasica e apoptose
(KESSLER et al., 1992).

O primeiro exon do gene c-myc apresenta elementos que atuam em cis e
acredita-se que regulam a iniciagdo da transcrigio de P2. MElal e MEla2 foram os
dois primeiros elementos identificados e estdo localizados entre P1 e P2. MElal (+96 a
+119) e ME1a2 (+57 a +82) sdo os principais sitios de ligagdo dos fatores nucleares e
sao altamente conservados entre os genes humanos (MARCU et al., 1992).

Além destes elementos que atuam na regulagdo da transcrigio de c-myc,
sabe-se que a iniciagdo da transcrigdo de c-myc também pode ser regulada positiva ou
negativamente em resposta a fatores de crescimento ou outros sinais mitogénicos.
Fatores de crescimento tais como PDGF, IL-2 e TGF-a podem regular positivamente a
iniciagdo da transcrigdo de c-myc. TNF-o e TGF-f inibem a transcrigdo de c-myc, sendo
que, TGF-p afeta diretamente a iniciagdo da transcrigdo de c-myc (BUCKLER et al.,
1990; PIETENPOL ef al., 1990).

O mecanismo através do qual TNF-a inibe a iniciagdo da transcrigdo de c-

myc permanece desconhecido. TGF-f parece interagir com um elemento proximo a P1,
possivelmente via o produto de gene RB (PIETENPOL ef al., 1990).

A regulagdo transcricional de c-myc também é mediada pelo produto
protéico de outros oncogenes - as oncoproteinas. Algumas tirosinas quinases como
SRC e TRK provocam a expressdo constitutiva de c-myc sugerindo que existe uma via
de fosforilagdo comum (CLEVELAND et al., 1989).

Uma oncoproteina analisada, que desempenha um papel duplo na ativagio
de c-myc, € a proteina E1A produzida pelo adenovirus 5. Tal proteina é capaz de trans-
ativar o promotor P2 do gene myc humano. Entretanto, também existem dados da
inibigdo da transcrigio de c-myc pela E1A, novamente evidenciando as importantes
contribuigdes do contexto celular.

EVAN ef al (1992), descreveram que a proteina c-Myb regula
positivamente c-myc. Os autores identificaram multiplos sitios de ligagdo acima do gene
c-myc murino. Posteriormente foram identificados sitios de ligagio de c-Myb
localizados a 5' do promotor do gene c-myc humano. Analises detalhadas devem ser
realizadas com o objetivo de verificar os efeitos de c-Myb em células normais e

12



transformadas, bem como, determinar qual o significado fisioldgico de tal gene para a
expressdo de myc endogeno.

A regulagdo da transcrigdo. a nivel de elongagio, foi descrita primeiramente
em sistemas procariotos e, recentemente foi identificada no controle de genes
eucariotos. Este fendmeno representa um importante papel na regulagio de muitos
proto-oncogenes incluindo c.myc, L-myc, c-myb, c-fos (BENDER et al., 1987).

O gene c-myc parece ser muito suscetivel aos efeitos provocados por varios
fatores de crescimento, fatores mitogénicos e agentes responsaveis pela indugio da
diferenciagdo que podem alterar o processo de elongagdo. Por exemplo, foi observado
um drastico aumento no bloqueio da transcrigdo de c-myc apds o tratamento de células
HL-60 com acido retindico, agente responsavel pela diferenciagdo celular. O mesmo
fendmeno foi observado quando as células HL-60 foram tratadas com DMSO (MARCU
etal., 1992).

A regido envolvida na interrupgdo da elongagdo dentro do gene c-myc foi
localizada a 180pb da extremidade 3' do exon 1 do gene murino. Para o gene c-myc
humano uma seqiiéncia de 95pb localizada a 35pb da extremidade 5,' na regido limite
entre o exonl/intron 1, foi suficiente para interrupgio transcricional. Nio foi detectado
nenhum produto transcrito e interrompido no exonl acumulado no citoplasma das
células. Estes produtos sdo degradados no nucleo (BENTLEY & GROUDINE, 1986).

IT1.1.2.3. Regulagdo pos-transcricional

O mecanismo de controle pos-transcricional representa um importante
papel na regulagdo do gene c-myc, uma vez que, seu mRNA e seus produtos protéicos
sdo normalmente muito instaveis.

Foi observado que o aumento nas taxas de transcrigio, observado durante a
fase inicial da estimulagdo com agentes mitogénicos, ndo € suficiente para causar um
aumento de 20-40 vezes nos niveis de mRNA de c-myc. Outra importante observagao é
que a quantidade de c-Myc esta diretamente correlacionado com os niveis de mRNA de
c-myc. Uma possivel explicagdo seria a existéncia de um mecanismo de controle pos-
transcricional.

A modulagdo pos-transcricional pode resultar de uma alteragio na
estabilidade do mRNA no nucleo, do seu transporte ou ainda da sua estabilidade no
citoplasma. Existem evidéncias de que a estabilidade citoplasmatica do mRNA ¢é o
ponto no qual esta regulagdo ocorre.
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As modificagdes poOs-transcricionais contribuem para a regulagdo negativa
de c-myc nas células em proliferagdo. Foi verificado que, em estagios tardios do
desenvolvimento de uma linhagem celular de fibroblastos, ocorria uma diminui¢do nos
niveis de mRNA de c-myc (MARCU et al., 1992).

O grau de regulagdo pos-transcricional de Myc parece ser especifico para
cada tecido in vivo, como foi verificado no desenvolvimento do tecido fetal e dos
tecidos linfoides, do figado e do cérebro de rato adulto. Fenémenos de modulagdo pos-
transcricionais também ocasionaram efeitos positivos na expressdo de myc. Tais efeitos
decorreram do aumento dos niveis mRNA ou da altera¢do da estabilidade do mRNA de
c-myc (BLANCHARD ef al., 1985).

Alteragdes no controle poés-transcricional, ocasionadas por translocagio
cromossomica envolvendo o primeiro exon, tem sugerido que o primeiro exon do gene
myc esta envolvido no controle transcricional. Na auséncia do exon 1 o gene c-myc
contribui para o desenvolvimento de processos carcinogénicos, através do aumento da
estabilidade do mRNA (PIECHACZYK ef al., 1985).

A possibilidade de que o primeiro exon module eficientemente a tradugio
do RNA do gene c-myc ainda é fruto de muitas controvérsias e necessita estudos mais
detalhados. S@o conhecidas algumas modificagdes pos-traducionais, mas os seus
significados funcionais ainda permanecem desconhecidos. Foram identificados multiplos
sitios de fosforilagio dentro da proteina c-Myc. Os residuos serina e treonina sdo
fosforilados entre os aminoacidos 240-262 e 342-357 por caseina quinase II. Acredita-
se que a fosforilagao dos residuos 342-357, que precedem o dominio basico de ligagdo
especifica ao DNA, possa alterar a capacidade de c-Myc ligar-se especificamente ao
DNA (LUSCHER et al., 1989).

Estudos realizados em Xenopus laevis demonstraram que c¢-Myc
citoplasmatica ndo ¢ fosforilada, e que vem a ser fosforilada apds sua translocagio para
o nucleo, onde passa a existir como uma fosfoproteina (KING ez al., 1986).

I1.1.3. Mecanismo funcional: formacio de heterodimeros

A proteina c-Myc apresenta duas regides continuas contendo helix-loop-
helix (HLH) e ziper de leucinas (ZL), que mediam a formagdo de oligdmeros,
propriedade comum aos fatores transcricionais. A oligomerizagdo, mediada por estes
dominios, provoca uma alteragdo conformacional de forma que as regides basicas se
justapdem. Esta nova configuragdo permite a proteina interagir diretamente com
seqiiéncias de DNA especificas. A presenga de ambos os motivos HLH e ZL ¢ uma
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caracteristica encontrada em poucas proteinas incluindo TFE 3 (BECKMAN et al.,
1990), TFEB (CARR & SHARP, 1990), AP4 ( HU er al., 1990) e USF (GREGOR,
1990).

As propriedades funcionais dos dominios HLH e ZL foram caracterizadas
através do uso de mutantes de c-myc. Observou-se, através de um experimento no qual
foi utilizado um polipeptidio quimérico originado da fusdo das proteinas c-Myc com a
Proteina A de Staphylococcus, que delegdes realizadas na regido carboxi-terminal
resultam na formag@o de uma proteina monomérica ou de proteinas diméricas mutantes.
Os 72 aminoacidos da regido carboxi-terminal da proteina c-Myc eram suficientes para
mediar a dimerizagdo da proteina A monomérica e produzir um polipeptidio quimérico
A-Myc (DANG et al,. 1991).

O significado fisiologico de interagbes especificas na regido ZL foi
analisado in vitro. Nao foi detectado nenhuma formagio de homodimeros sugerindo que
as fungdes de c-Myc necessitam a formagdo de heterodimeros com a sua proteina
parceira (DANG et al., 1991).

Grandes avangos foram possiveis através do isolamento de um clone obtido
pela triagem de uma biblioteca de expressdo. Nesta triagem foi utilizada como sonda
uma proteina de fusdo que continha a regido basica, 0 dominio HLH e o dominio ZL de
c-Myec. A proteina isolada interagia com os dominios de oligomerizagio de c-Myc e foi
denominada Max-proteina x associada 8 Myc (BLACKWOOD & EISENMAN, 1991;
AMATI et al., 1993).

Max, uma b/HLH/ZL, ¢ capaz de ligar-se a N-Myc e L-Myc além de
formar homodimeros. Esta interagdo parece ser especifica uma vez que Max néo

interage com outras proteinas com dominios HLH, ZL ou HLH-ZL, tais como: E12,
MyoD, Jun, Fos, USF e AP4 (KATO et al., 1990).

O homodimero Max-Max e o heterodimero Myc-Max associam-se a uma
seqiiéncia consenso CACGTG (BLACKWELL et al, 1990, BLACKWOOD &
EISENMAN, 1991; PRENDERGAST ef al., 1991). In vivo esta associa¢do entre Max
e Myc € fundamental para a transformagdo maligna. Contrariamente a Myc, que
normalmente ndo se homo-oligomeriza, Max € capaz de formar homodimero e ligar-se
ao DNA com alta afinidade (AMATI ef al.,1992; KRETZNER ef al., 1992; REDDY et
al., 1992).

In vivo, o heterodimero Myc-Max liga-se a uma seqiiéncia de DNA mais
especificamente do que o homodimero Myc-Myc. Acredita-se que a fungio de Max ¢ a
de facilitar a ligagdo de Myc a este sitio. E possivel que a associagio com Max module a
atividade regulatéria do gene c-myc. Foi demonstrado que Max ¢é transcricionalmente
inativa mas que a associagdo com Myc a potencializa (AMATI ef al., 1992; ZERVOS et
al., 1993).
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A proteina Max encontra-se expressa em todos os tecidos aos quais c-myc
tem expressdo e, em alguns, como cérebro adulto, nos quais c-myc ndo se expressa.
Duas formas diferentes de Max sdo codificadas por um processamento alternativo de
RNA. Uma proteina de 151 amino4cidos e, uma outra forma maior, devido a presenga
de 9 aminoacidos a mais na regido amino-terminal da regido basica.. A localizagio
nuclear de Max deve-se a uma seqiiéncia carboxi-terminal (KATO ef al., 1992).

A transcrigao dependente de Myc parece ser modulada por outras proteinas
celulares, incluindo oncoproteinas.

Em muitas linhagens celulares estudadas e no sistema nervoso, pode-se
observar que a concentragdo de Max é muito mais alta do que qualquer proteina Myc.
Isto sugere que Max pode formar oligdmeros com outras proteinas que podem afetar a
atividade de Myc. Os autores demonstraram que a proteina Max e as proteinas Myc sdo
membros de um grande grupo de proteinas de interagdo. Desse grupo também fazem
parte deste grupo Mxi 1 e Mad (AYER et al., 1993; ZERVOS et al., 1993).

I1.1.4. Propriedades funcionais do polipeptidio c-Myc

I1.1.4.1. Ciclo celular

O gene myc pertence a uma classe de genes que produzem mRNA
denominados de resposta precoce imediata, uma vez que, sua expressio é ativada por
uma variedade de estimulos mitogénicos, independente da sintese de novas proteinas
durante a transicdo da fase GO para Gl nas células em mitose. Acredita-se que os
produtos de genes precoces facilitam a progressdo das células através do ciclo celular,
bem como, a sintese de DNA na fase S.

Um grande numero de genes pertencentes a esta classe foram identificados
e alguns deles, semelhante a myc, produzem proteinas que funcionam como fatores
transcricionais.

As vias de ativagdo de c-myc foram exaustivamente estudadas em
diferentes linhagens celulares de fibroblastos mantidas em culturas. O gene myc é
fortemente induzido nas duas primeiras horas da fase G1, apos estimulagiio com fatores
de crescimento.

KELLY et al. (1983), demonstraram a ativagdo de myc em resposta ao
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) ou de outras substincias que
mimetizam os efeitos de PDGF em fibroblastos BALB/3T3, incluindo, fator de
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crescimento de fibroblasto (FGF) e o promotor tumorigénico-TPA (12-0-
tetradecanolforbol-13acetato). Nestas células, a ligagio de PDGF ao seu receptor ativa
uma via de transmissdo de sinais na qual participa uma proteina quinase dependente de
Ca"" (PKC). Para esta linhagem celular, os agentes capazes de ativar diretamente PKC,
conseqiientemente, induzem a expressio de c-myc (COUGHLIN ef al., 1985;
FALETTO et al., 1985).

A exposigdo das células BALB/3T3 a TPA provoca uma ativagio direta de
PKC. Uma exposigdo por um tempo prolongado a TPA levou a uma redugdo de mais de
70% na ativagdo do gene myc mediado por PDGF, em decorréncia da dessensibiliza¢do
da quinase C. Assim, para esta linhagem celular, PDGF ativa c-myc via PKC. Também
foi verificado que nestas células o fator de crescimento epidermal (EGF) ou a Insulina
ndo induzem a expressdo de c-myc (COLE, 1986; MARCU et al., 1992).

A ativagdo de myc mediada por PKC ndo € tdo evidente em outras
linhagens celulares aonde a proteina quinase A (PKA), ou ainda, outros sinais
responsaveis pela transmissio de sinal estdo envolvidos. Em células quiescentes de ratos
Swiss 3T3, PDGF regula c-myc através do aumento de niveis intracelulares de AMP
(cAMP) via um mecanismo indireto que foi também observado com foskolin, um
ativador direto da adenilato ciclase (ROZENGURT ef al., 1983).

A indugdo da expressdo de c-myc, em resposta a fatores de crescimento,
ndo ocorre somente em fibroblastos mas na maioria das células durante a transi¢do do
estagio quiescente para o estagio proliferante. Além disso, a constitutiva expressio de c-
myc permite que as células cresgam em condigdes de restrigio dos fatores de
crescimento especificos. Estas observagdes sugerem que a via de transmissio de sinais
que leva uma célula a progredir através do ciclo celular e entrar na fase S esta em parte
na dependéncia do aumento de c-Myc. Isto é, c-Myc fornece um receptor intracelular
para o sinal do fator de crescimento. A ativa¢do de myc nas diferentes vias intracelulares
¢ um enigma a ser decifrado e, obviamente as diferengas fisiologicas celulares devem ser
consideradas (MARCU et al., 1992).

Além da sua fungdo na progressdo do ciclo celular, acredita-se que myc
desempenhe um papel importante na estimulagdo da sintese de DNA. Existe uma grande
controvérsia no quanto a esta fungdo. Tal suposi¢do baseia-se no fato que Myc
encontra-se transitoriamente associado com a parte externa da matriz nuclear durante a
fase S. Acredita-se que a matriz nuclear seja um sitio de sintese de DNA e RNA
(EILERS et al., 1991).

De fato o polipeptidio Myc co-fraciona com remanescentes da matriz
nuclear, mesmo apos enérgicos processos de isolamento. Tal observagdo pode ser
somente uma irrelevancia biologica, conseqiiéncia de uma manipulagdo experimental.
De qualquer forma tal associagdo permanece como uma proposta do papel de myc na
replicagdo do DNA. As discrepéncias na literatura, referentes a associagio de Myc com
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outra proteinas da matriz nuclear, podem ser uma conseqiiéncia de variagdes no ciclo
celular, todavia, o significado biologico de tal associagdo para as fungdes de Myc deve
ser melhor analisado (MARCU et al., 1992) .

I1.1.4.2. Diferencia¢éo celular

Na maior parte das linhagens celulares estudadas, a expressdao constitutiva
de c-myc resulta, para a célula, a sua permanéncia no ciclo celular e, conseqiientemente,
na inibigdo da diferenciagdo. Assim, assume-se que a capacidade de c-Myc inibir a
diferenciagfo esta diretamente relacionada com a capacidade de transformagio celular
(DANG, 1991).

Com o objetivo de se analisar o papel de c-myc na proliferagio e na
diferenciagdo da linhagem celular derivada de leucemia promielocitica-HL 60, inibiu-se
a expressdo de c-myc utilizando oligonucleotidios especificos anti-myc. A direta inibi¢do
da expressdo de c-myc foi associada a uma diminuigdo das taxas de crescimento € a
indugdo da diferenciagdo da linhagem celular HL-60. Com o uso de oligonucleotidios
sense e missense para 0 mRNA de c-myc ndo foi verificado nenhum efeito na indugio da
diferenciagido mieloide (HOLT et al., 1988).

A indugdo natural de diferenciagdo de células da linhagem mieloide de
murino (M1) para macrofago e granuldcito, resulta na downregulation de c-myc durante
a fase final de diferenciagdo, bem como, na transi¢do de GO/G1 e, este efeito encontra-
se associado com a produgdo de interferon endogeno, um anti-mitogénico (MARCU et
al., 1992).

A linhagem celular Colo 320, derivada de um carcinoma de colon,
apresenta altos niveis de expressdo de mRNA de c-myc. Utilizando a metodologia anti-
sense, foi verificada uma inibigao de 40-75% na capacidade de formagio de col6nia em
semi-solido, apés tratamento das células com oligonucleotidios anti-sense especificos
para c-myc. Assim, a expressio de c-myc € necessaria para manter o fenotipo
indiferenciado destas células, a sua inibigio consequentemente induz a um fenétipo
diferenciado (COLLINS et al., 1992).

Foi verificado que mutagdes na regido do ziper de leucina reduzem
significantemente a habilidade de c-Myc inibir a diferenciagio celular. Insergdes nesta
mesma regido resultam na perda da atividade de transformag@o. Um significante grau de
sobreposi¢do entre tais regides de c-Myc sugerem que a sua capacidade em inibir a
diferenciagdo pode representar um papel fundamental na transformagdo neoplasica
(STONE et al., 1987).
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I1.1.4.3. Localizagdo nuclear

A proteina c-Myc foi a primeira oncoproteina nuclear isolada (RAMSAY e?
al., 1984, HANN & EISENMAN, 1984; PERSON & LEDER, 1984). A fusdo de
alguns genes e posterior analise de seu produto quimérico, permitiram determinar a
seqiéncia de c-Myc importante no transporte da proteina para o nicleo. Assim
quimeras de uma proteina piruvato quinase (PK), que ¢é citoplasmatica, com porgdes da
proteina c-Myc permitiram determinar que os residuos 320-328, denominado MI,
induzem a completa localizagdo nuclear (MARCU et al., 1992).

A regido entre os aminoacidos 364 a 374, denominada M2, induz uma
localizagdo nuclear parcial. A sua remogdo resulta em uma proteina mutante que é
inativa quanto a capacidade transformacional (DANG et al., 1989) (Fig. 3).

Peptidios sintéticos referentes a M1 e M2 foram conjugados com albumina
humana e esses conjugados foram microinjetados no citoplasma de células Vero. O
peptidio contendo M1 rapidamente se acumula no nucleo, enquanto que aquele
contendo M2 tem um acumulo menor além de uma localizagdo parcial no nicleo.
Assim, M1 funciona como sinal primario de localizagdo nuclear de c-Myc e, M2
apresenta algumas outras fungdes que afetam a atividade de transformagdo. Uma parte
da sequiéncia responsavel pela ligagdo de c-Myc ao DNA encontra-se dentro da regido
denominada M2 (DANG, 1991).

1I1.1.4.4. Ligagdo ndo especifica ao DNA

A proteina c-Myc possui a capacidade de ligar-se ao DNA em regides nio
especificas (PERSON & LEDER, 1984, WATT ef al., 1985). O dominio do
polipepitidio responsavel por tal fungdo foi identificado através da utilizagdo de genes
quiméricos que produzem uma proteina de fusdo. Assim, a analise dos produtos
protéicos resultantes da fusdo de diferentes regides do polipepitidio c-Myc com a
proteina A do Staphylococcus, que ndo se liga ao DNA, revelaram que a porgdo
localizada entre os residuos 265-318 de c-Myc apresentava tal propriedade (DANG,
1991) (Fig.3).

Alguns autores sugerem que esta propriedade, de ligar-se a sitios de DNA
ndo especificos, deve aumentar as taxas de reconhecimento de sitios de DNA
especificos (DANG, 1991).
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Figura 3. Anatomia funcional do polipeptidio c-Myc. Os aminoacidos 1 a 439 sdo
codificados pelos exons 2 e 3. Dominio necessario para co-transformago (aminoacidos
1-143 e 353-433). Dominio responsavel pela localizagdo nuclear (aminoacidos
320-328). Dominio de ligagdo nio especifica ao DNA (aminoacidos 265-318). Dominio
de oligomerizagio (aminoacidos 355-435). As regides A, B, C representam os dominios
de ativagdo transcricional (DANG, 1991).

20



Também foi sugerido que tal propriedade pode ser importante para alguns
dos papéis fisiologicos desempenhados pela proteina c-Myc, como por exemplo, a
propriedade de transformagdo de células estabelecidas em cultura. De fato, a capacidade
de c-Myc inibir a diferenciagdo de fibroblastos 3T3L1 é perdida apds a dele¢io do
dominio de ligag¢@o ndo especifica ao DNA (KATO et al., 1990).

I1.1.4.5. Ativag@o de outros genes

Os fatores responsaveis pela ativagio da transcrigio apresentam dois
dominios que funcionam independentemente. Um dos dominios interage com o DNA
através de uma seqiiéncia especifica, de forma que o outro dominio possa ativar a
transcrigdo. A estrutura dos dominios responsaveis pela ativagdio da transcrigdo
apresenta regides com sequéncias ricas em prolina e glutamina e dominios acidicos.

De fato, o dominio amino-terminal de c-Myc é rico em glutamina e prolina
e possui extensdes curtas com residuos acidicos. Os resultados de varios experimentos
indicam que os aminoacidos 1-143, localizados nesta regido e, que contribuem para a
transformagdo neoplasica, sdo capazes de interagir com a "maquinaria" transcricional.

Os dados obtidos sugerem que a elevada expressdo e/ou a expressio
desregulada de c-myc encontra-se diretamente relacionada com a repressdo ou indugio
de uma variedade de diferentes genes celulares, mas na maioria dos casos nio foi
determinada nenhuma agdo direta de c-myc (MARCU et al., 1992).

Uma grande variedade de peptidios de membrana mostraram ser regulados
negativamente devido a expressdo aumentada de c-myc. Um dos exemplos € o principal
complexo de histocompatibilidade (MHC) da classe 1 que é regulado negativamente
tanto por c-myc como por N-myc (LEONARDO et al., 1989).

Estudos de transfeccdo transiente revelaram que muitos promotores
contendo CACGTG podem ser positivamente regulados por Myc (AMATI ef al.,
1993).

IL1.5. Myc e seu papel na transformacéo neoplasica

O gene myc pertence a uma categoria de oncogenes, tais como E1A de
adenovirus (RULEY et al., 1983), Large T de polioma (RASSOULZADEGAN et al.,
1982) e p53 (ELIYAHU, 1984) que sdo capazes de transformar parcialmente culturas
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celulares primarias, mas ndo induzem ao fendtipo tumorigénico. Ou seja, a célula que
apresenta uma expressdo anormal do gene c-myc tem uma maior susceptibilidade para
transformagéo celular.

A este fator pode ser somado a agdo dominante de um outro oncogene ou a
perda da fungdo de um gene de supressio tumoral o que aceleraria o processo de
tansformagéo e, conseqiientemente, a progressdo para um fendtipo maligno.

Experimentos de cooperagdo do oncogene myc com outros oncogenes
confirmaram a idéia de que myc sozinho ndo causa tumorigénese, mas sem duvida é um
passo importante para o desenvolvimento de estados malignos. A analise de fibroblastos
primarios de rato, co-transfectados com o tipo selvagem de c-myc e a forma ativada de
ras, permitiu determinar a capacidade de formagdo de focos. Sob estas condi¢des, nem
0 gene c-myc e nem ras sozinhos sdo capazes de induzir a formagio de focos (SKLAR
etal., 1991).

Com o objetivo de avaliar o relacionamento entre a estrutura primaria da
proteina c-Myc e algumas das suas propriedades funcionais foram criados alguns
mutantes do gene c-myc, através de insergdes ou delegdes sitio dirigidas (STONE et al.,
1987)

A capacidade de co-transformago deste conjunto de mutantes foi analisada
em fibroblastos derivados de embrido de rato. Delegdes presentes entre os aminoacidos
144 a 320 da proteina c-Myc ndo afetam a capacidade de co-transformar células
embrionarias de rato. Ao contrario, inser¢des e delecdes que alteram a regido carboxi-
terminal reduzem drasticamente a atividade de transformagdo de c-Myc. Da mesma
forma, foi verificado que delegdes envolvendo os 143 aminoacidos localizados na regidio
amino-terminal reduzem a atividade de transformagdo (DANG, 1991).

Um dos mutante apresentava dele¢do na porgdo amino-terminal e, portanto,
ndo apresentava capacidade de transformagdo neoplasica. Por outro lado, apresentava a
capacidade de formar oligdmeros, uma vez que a regido carboxi-terminal estava intacta.
Este mutante comporta-se como um dominante negativo de c-Myc pois apresenta a
propriedade de formar oligdmeros inativos quando associado a proteinas parceira
(STONE et al., 1987; KATO et al., 1990; SAWYER et al., 1992).

Esta regido amino-terminal e, que contém os aminoacidos 44-65, 127-144 e
184-200 foi detalhada e independentemente analisadas. Enquanto delegdes nas duas
primeiras regides resultam na perda da atividade de transformagdo, dele¢gdes em uma
porgdo do segundo ou no terceiro segmento inteiro ndo afetam tal capacidade. STONE
et al. (1987) e DANG (1991), sugerem que a perda de pequenas porgdes dentro da
regido amino-terminal de c-Myc sdo toleradas, entretanto, grandes dele¢des resultam na
perda da atividade de transformagdo. Desta forma, ficou demonstrado que os
aminoacidos 106-143 sdo esseciais para a atividade de transformagio.
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A importancia da regido ZL na transformagao foi confirmada por mutagoes
sitio dirigidas as quais afetam a capacidade de inibir a diferenciagdo de fibroblastos
3T3L1 (FREITAG et al., 1990). De fato, a integridade de tal regido parece ser
absolutamente essencial uma vez que mutantes que apresentam inser¢do nesta regido,
In370, In373 e In413, sdo totalmente inativos (STONE et al., 1987).

Algumas dessas mutagdes foram também provocadas no gene gag-myc do
virus 29, o qual provoca mielocitomatose em aves. A atividade biologica dos produtos
dos genes mutantes foi analisada através da capacidade destes transformarem células
embrionarias de galinhas ou células da medula 6ssea. Os resultados deste estudo
indicam que a capacidade de transformagio é afetada por dele¢cdes na regido carboxi-
terminal de Myc, bem como, por grandes delegdes localizadas na regido amino-terminal
(MIN & TAPAROWSKY, 1992).

Entretanto, foi observado que a delegdo de 11 aminoacidos envolvendo a
regido acidica central do produto do gene gag-myc ndo afeta a atividade de
transformagio em células embrionarias de galinha mas, reduz drasticamente a eficiéncia
de transformag¢do em células hematopoiéticas de galinhas. Estes resultados sdo
semelhantes aqueles obtidos com células embrionarias de ratos transformadas e células
Rat la transformadas com o gene c-myc mutado ( DANG, 1991).

I1.1.6. Interagao de c-myc com genes de supressao tumoral

Com a descoberta de genes supressores de tumor tais como o gene de
susceptibilidade ao retinoblastoma (pRB) e p53 surgem inumeras especulagdes sobre
o(s) mecanismo(s) através do qual(is) os genes supressores de tumor desempenham o
seu papel na tumorigénese (ITO et al, 1992). Os genes pS3 e pRB codificam
fosfoproteinas nucleares que devem interagir, direta ou indiretamente, com genes que
controlam o crescimento celular normal.

Algumas evidéncias levam a crer que a proteina pRb regula negativamente
o crescimento celular. De fato, foram identificadas mutagdes nestes genes, responsaveis
pela inativagdo do seu produto protéico, em uma grande variedade de tumores
analisados. Também foi verificado, apos a transfec¢do de varias linhagens celulares com
o gene RB normal, que este era capaz de reverter o fenotipo neoplasico em algumas
destas linhagens (GOODRICH & LEE, 1992).
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Foram realizadas algumas analises suplementares com o objetivo de
verificar a existéncia de uma interagio entre o gene RB e c-myc. Uma grande
contribuigdo surgiu com a observagdo de que, apds o tratamento de uma linhagem
celular de queratinécitos de rato (BALB/MK), com TGF-p, a proliferagdo celular era
bloqueada e a expressio de c-myc diminuia. Por outro lado, queratinocitos que
continham uma forma mutada de pRB, apés tratamento com TGF-p, continuavam a
expressar myc. Desta forma, acredita-se que a proteina pRb funciona como
intermediaria na transmissio do sinal entre o receptor de TGF-f e os reguladores
negativos da transcrigdo de myc (PIETENPOL et al., 1990).

Um recente estudo revelou que a proteina pRB pode se associar
diretamente a c-Myc e N-myc. De fato, foram identificados dois sitios de ligagdo
localizados entre os aminoacidos 41 a 178, uma vez que, na auséncia de tais
aminoacidos ndo foi observada tal associagdo protéica. Além disso, foi observado que a
co-transfecgiio de c-myc e RB ndo provoca uma inibigdo no crescimento celular, como
se observa com a transfec¢do do RB (GOODRICH & LEE, 1992).

Entretanto, a interagdo existente entre p53 e c-myc ndo € tdo evidente
quanto aquela existente com pRb. Provavelmente a proteina p53 ndo se associa
diretamente a c-Myc, embora tenha sido observado que a p53 selvagem € capaz de
suprimir a transcrigdo de um plasmidio c-myc-CAT, enquanto que, a pS3 mutada néo €
capaz de suprimir a transcri¢do deste plasmidio (MARCU ez al., 1992).

I1.1.7. Mecanismo de ativagiao de c-myc

O mecanismo de translocagdo mais comumente encontrado em neoplasias
envolvendo o gene c-myc, resulta de uma translocagdo do proto-oncogene c-myc para o
locus da cadeia pesada das imunoglobulinas (IgH) ou para o locus da cadeia leve (IgL).
As translocagdes, encontradas em aproximadamente 90% dos casos de leucemias,
ocorrem entre 0s cromossomas t(8;14) na orientagdo 5'-5' dos loci c-myc e IgH. Assim,
os exons 2 e 3, que codificam c-Myc, permanegem intactos e a quebra cromossdmica
pode ocorrer na porgdo 5' do exon 1, dentro do exon 1, ou ainda, no intron 1. As
formas variantes ocorrem entre os cromossomos t(2;8) e t(8;22) justapondo o gene c-
myc aos genes da cadeia leve das imunoglobulinas (TAUB ef al., 1982).

Observou-se amplificagdo génica em neuroblastoma humano e em
carcinoma de pequenas células de pulmdo. Uma vez que, as seqiiéncias de DNA
amplificadas apresentavam grande homologia ao c-myc, foram denominadas N-myc e L-
myc (KOHL et al., 1983).
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Tem sido encontrada ativag@o por inser¢do pro-viral em c-myc e N-myc.
Foram descritas trés formas de inser¢do do virus de leucose aviaria (ALV) em relagio
ao gene c-myc. Em uma das formas, a integragdo ocorre acima do gene c-myc na mesma
orientagdo transcricional, produzindo um mRNA hibrido contendo sequéncias pro-virais
unidas com seqiiéncias 5' do gene c-myc. No segundo tipo, a inser¢do € localizada
abaixo do gene c-myc dando origem a um transcrito hibrido contendo sequéncias pro-
virais unidas a 3' do mRNA de c-myc. A ultima modalidade caracteriza-se pela inser¢ao
acima do gene c-myc, mas em orientagio transcricional oposta (PAYNE ef al., 1982).

A maioria dos tumores apresentava inser¢do pro-viral com integra¢do nos
sitios a montante do gene myc, ou mais raramente, dentro do exon 1 e, geralmente, na
orientacgdo transcricional oposta (VAN LOHUIZEN ef al., 1989).

Desde a descoberta do gene c-myc, ha mais de dez anos, a sua estrutura e
sua fun¢do tem sido exaustivamente estudadas, tanto em células normais como em
células derivadas de tumores. Entretanto, muito ainda deve ser estudado quanto a
estrutura e a fungdo do seu produto génico.

I1.1.8. Expressio de c-myc em tumores humanos

A amplificagdo do gene myc tem sido identificada em uma grande variedade
de tumores humanos e geralmente estd associada a um fenotipo altamente maligno
(SCHWAB et al., 1984; BRODEUR et al., 1984). Altos niveis da expressdao do gene c-
myc, devido a amplificagdo do gene, foram identificados em células de adenocarcinoma
gastrico, carcinoma de pequenas células do pulmdo (SCLC) (LITTLE et al., 1983),
glioblastoma, carcinoma de mama (KOZBOR & CROCE, 1984), carcinoma de célon
(ALITALO et al., 1983), leucemia pro-mielocitica e leucemia granulocitica (COLLINS
& GROUDINE, 1982; DALLA-FAVERA ef al., 1982). N-myc esta amplificado em
varias linhagens celulares de neuroblastomas, retinoblastoma, SCLC (SCHWAB et al.,
1984; GARSON et al., 1985). L-myc, até o momento, encontra-se amplificado somente
em SCLC ( NAU er al., 1986).

Os trés membros da familia myc expressam-se diferencialmente em
mamiferos. N-myc e L-myc exibem um padrdo de expressdo muito restrito, tanto com
relagdo aos tecidos como aos estagios especificos do desenvolvimento. Ambos foram
detectados em estagios muito precoces do desenvolvimento de varias linhagens
celulares diferenciadas. Elevados niveis de expressdo de N-myc e L-myc sdo associados
ao desenvolvimento do processo neoplasico, geralmente atribuidos a sua amplficagio
no genoma, restrito a células que constituem seu sitio normal de expressdo in vivo. Tais
genes nao apresentam fungdes diferencialmente atribuidas, no entanto, as suas



potencialidades para transformagdo de fibroblastos, em colaboragdo com o oncogene
ras, diferem sendo que c-myc>N-myc>L-myc (ZIMMERMAN et al., 1986).

Translocagdo cromossdmica € uma caracteristica comum a muitas células
malignas, especialmente de origem hematopoiética. Foram descritas em um grande
numero de tumores translocagdes especificas que envolvem o gene c-myc. Além dos
bem caracterizados rearranjos do locus do gene c-myc em linfoma de Burkitt (BL) e
murine plasmocytoma (MPCs), também foram encontrados rearranjos do gene c-myc
em leucemia de células T, células B e leucemia linfocitica. Como em BL, em MPC o
alelo de myc também sofre translocagdo reciproca ou para o locus do gene da cadeia
leve da imunoglobulina (IgL) ou para o locus correspondente ao gene da cadeia pesada
da imunoglobulina (IgH). Neste casos somente o alelo translocado se expressa,
enquanto que, o alelo normal permanece transcricionalmente silencioso (CORY, 1986).

Uma vez que translocagdes do alelo c-myc sdo uma caracteristica comum a
muitos pacientes com BL e MPC e que tais translocagdes ndo ocorrem ao acaso,
posteriores investigagdes devem ser realizadas com o objetivo de determinar o
mecanismo envolvido em tal rearranjo genético, bem como verificar se tal fendmeno
ocorre em outras formas de tumores humanos.

I1.2. Neoplasias da tiredide humana

Os tumores da tiredide, particularmente os tumores malignos, representam
uma forma pouco frequiente de patologia. Analises epidemiologicas revelaram que as
taxas anuais, dos novos casos diagnosticados, variam entre as diferentes areas
geograficas. Na Inglaterra varia de 0,9/100,000 em homens a 2,4/100,000 nas mulheres.
Nos EUA a freqiiéncia varia de 2,1/100,000 em homens e 5,2/100,000 nas mulheres.
Portanto, os canceres da tireide ocorrem numa freqiiéncia de 0,6% a 1,6% de todos os
canceres entre os homens e mulheres nos EUA. Embora imprecisos, os dados obtidos
entre as mulheres da populagdo do Kuwaiti sdo alarmantes e chegam a uma freqiiéncia
de 10,5% (HENDERSON, ef al., 1991, FARID, et al., 1994).

A incidéncia dos canceres da tiredide aumentou nos tltimos anos tanto nos
EUA como na Europa e Asia. Isto naturalmente reflete uma maior precisio na
realizagdo dos diagnosticos, além da emergéncita dos canceres apds a exposigdo a
radiagdo ionizante em decorréncia de inimeros acidentes radioativos. O mais grave
deles, o acidente de Chernobyl em abril de 1986, atingiu a Ucréania, Pol6nia, alguns
paises do Golfo Baltico e a regido oeste da Europa. Outro acidente radioativo ocorreu
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na ilha Bikini em margo de 1954 e atingiu uma grande parte da populagio das ilhas
Marshall (CONARD, et al., 1970, DOBYNS, et al., 1992).

Além disso, a incidéncia aumenta de maneira surpreendente quando sio
consideradas as bidpsias positivas para tumores da tiredide em individuos que
apresentam  diferentes causas de morte. Podem ainda, assumir valores
extraordinariamente elevados se forem incluidos na estatistica as formas malignas que
sao diagnosticadas como carcinoma oculto da tiredide (ROSEN, 1990; BORING ef al.,
1991).

A distribui¢ao dos tipos histologicos é muito variavel nas diferentes areas
geograficas e diferentes analises. Inimeros fatores podem contribuir  para a
variabilidade de incidéncias relatadas nas varias casuisticas. Tipos especificos de
neoplasias malignas da tiredide sio associadas as areas do mundo onde o bocio
endémico € prevalente. Analises de algumas populagdes indicaram um aumento do risco
do desenvolvimento do cancer em associagdo com o bocio (FRASSILA et al., 1981).

Estudos epidemioldgicos confrontados com a distribuigdo dos varios tipos
histologicos ressaltam o possivel papel etiologico, provavelmente indireto, das
condig¢des de caréncia de iodo no desenvolvimento do carcinoma folicular da tiredide. A
associagdo entre caréncia de iodo e carcinoma folicular ainda deve ser melhor definida,
entretanto, € claro o papel etiologico das radiagdes idnicas no desenvolvimento do
carcinoma papilifero da tiredide. De fato, varios estudos epidemiologicos colocam em
evidéncia uma correlagdo entre o desenvolvimento de cincer do subtipo papilifero e
irradiag@o nas regides do colo, testa e na por¢do superior do torax realizada na infancia
ou adolescéncia (HEITZ et al., 1976).

Também foi observado uma relagdo entre a absor¢io de iodo radioativo e
um aumento na incidéncia de carcinoma papilifero. Tal fato foi observado
principalmente em alguns individuos de populagdes expostas as radiagdes, como aqueles
que vivem nas ilhas Marshall, japoneses que sobreviveram a bomba atémica e, mais
recentemente a populagdo que sofreu o incidente de Chernobyl. No entanto, foi
verificado que as regides de maior incidéncia de carcinoma tiredideo sio as ilhas do
Havai e, de fato, sdo regides de origem vulcinica com emissdo radioativa (KAZAKOV
etal., 1992).

Embora n3o constituam uma das principais causas de morte por céncer,
provavelmente, a transformagdo maligna das células da tiredide humana ndo seja um
evento tdo raro. Desta forma, parece muito coerente, estudar este tipo de carcinogénese
como modelo geral de carcinogénese humana.

Os tumores da tireoide representam uma categoria interessante de neoplasia
do ponto de vista bioldgico. A maior parte dos tumores se origina do mesmo tipo de
c€lula, a célula folicular e, apresentam um amplo espectro de alteragdes com
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malignidade crescente. Compreendem diversas formas identificadas de acordo com
varios critérios histologicos, evolugdo clinica e comportamento bioldgico que inclui
desde adenomas macrofoliculares e microfoliculares benignos, carcinomas bem
diferenciados dos subtipos folicular e papilifero as formas completamente invasivas que
culminam em morte como carcinomas anaplasicos (HEITZ, 1976).

Os carcinomas dos subtipos papilifero e folicular sio as formas mais
comumente encontradas de tumores da tiredide. Caracteristicamente, o carcinoma
papilifero ¢ mais encontrado no sexo feminino com maior incidéncia na terceira e quarta
idade. Tende a permanecer localizado na tiredide e nos linfonodos adjacentes e
metastatiza via linfatica, enquanto que o subtipo folicular metastatiza aos linfonodos
regionais via corrente sangtinea e, freqientemente, se difunde aos ossos e pulmio. Os
carcinomas indiferenciados e anaplasicos sdo formas mais raras e atingem individuos
com idade mais avangada (WILLIANS, 1979).

Portanto, os tumores da tiredide podem constituir um modelo interessante
para a analise molecular da carcinogénese a estagios multiplos, uma vez que se originam
de um unico tipo de célula. As diferengas observadas no comportamento bioldgico
podem explicar o envolvimento dos diferentes eventos responsaveis pela patogénese.

11.2.1. Altera¢des moleculares envolvidas em neoplasias da tireéide humana.

Até algum tempo atras pouco se sabia sobre a ativagdo de oncogenes, ou
ainda, sobre a inativa¢do de genes supressores de tumor nos processos de carcinogénese
da tiredide. Devido aos progressos tecnoldgicos, associados a uma intensa dedicagéo
dos pesquisadores, os carcinomas da tiredide humana constituem, entre os tumores
solidos, a classe tumorigénica onde foram detectadas o maior nimero de alteragdes
moleculares e, portanto, a melhor caracterizada.

Mutagdes envolvendo o gene ras sdo presentes em todos os estagios de
progressao tumoral de uma célula folicular tiredidea, desde o adenoma ao carcinoma
diferenciado folicular e, finalmente, na forma mais maligna representada pelo carcinoma
indiferenciado. Existe ainda muita controvérsia quanto ao papel do gene ras nos
carcinomas diferenciados e quanto a sua freqiiéncia de ativagio. Varios estudos tém
demonstrado uma baixa freqiiéncia de ativa¢io nas formas diferenciadas e, uma possivel
explicagdo, seria a proveniéncia dos tumores analisados. Os genes pertencentes a familia
ras, H, K e N-ras, apresentam um produto protéico altamente homologo, denominada
p21, localizado junto a membrana celular, envolvido na transdugdo do sinal de
crescimento e/ou diferenciagio da célula (LEMOINE et al., 1989; FARID et al., 1994).
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A sua fungio bioquimica depende da proteina encontrar-se na forma ativa
ou inativa. O oncogene e seu proto-oncogene equivalente diferem em apenas um par de
bases. A alteragdo, uma mutagdo pontual, leva a sintese de um produto génico anormal.
Tal produto, que encontra-se sob a forma ativa, representa para a célula um sinal de
proliferagdo continua (LEMOINE et al., 1989).

Entre as alteragdes moleculares em carcinomas do subtipo papilifero, a
forma mais freqliente é representada pela ativagdo do oncogene RET/PTC (Papilary
Thyroid Carcinoma). O gene RET foi isolado pela primeira vez de um linfoma de
células T. Entretanto, o rearranjo envolvendo o proto-oncogene RET nio foi detectado
no tecido neoplasico de origem sendo, portanto, decorrente dos processos de
transfec¢do. No caso de RET/PTC a ativagdo € especifica de tecidos tumorais, uma vez
que, pela técnica de Southern blot, é possivel detectar rearranjos genéticos devido a
presenga de bandas extras em tecidos neoplasicos, ndo encontradas no tecido normal
(TAKAHASHI ef al., 1985).

A ativagdo do oncogene RET/PTC ocorre em aproximadamente 20 % dos
tumores da tiredide do subtipo papilifero. O oncogene RET/PTC foi isolado, pela
primeira vez, ao transfectar células NIH/3T3 com o DNA de um paciente que
desenvolveu carcinoma papilifero da tiredide (GRIECO ef al., 1990).

O gene clonado e caracterizado demonstrou ser uma quimera devido a
fusdo do dominio tirosina (k) quinase do proto-oncogene RET com o gene H4. Tal
unido ocorre devido a um rearranjo intracromossémico do tipo inversdo, localizada no
brago longo do cromossomo 10, inv(10q11.2-10q21) (GRIECO ef al., 1990;
BONGARZONE et al., 1993; SANTORO et al., 1992; PIEROTTI ef al., 1992).

Recentemente, foram identificadas outras duas formas de rearranjos
envolvendo o oncogene RET, denominados RET/PTC2 e RET/PTC3. Assim, o
rearranjo envolvendo RET/H4 foi re-nomeado RET/PTC1. No caso de RET/PTC2 a
fusdo ocorre com a subunidade regulatoria da proteina A, dependente de cAMP,
codificada por um gene localizado no cromossomo 17. RET/PTC3 origina-se da fusdo
com o gene RFG (RET fused gene) localizado no cromossomo 10 (BONGARZONE et
al., 1994; SANTORO ef al., 1994).Uma caracteristica comum dos trés genes que se
fundem ao RET ¢ a capacidade de se expressar de forma ubiqua e, provavelmente, os
seus promotores permitem a expressido da forma alterada de RET nas células foliculares.
De fato, o proto-ocogene RET ndo é normalmente expresso em células foliculares da
tireide (FABIEN et al., 1992).

O proto-oncogene RET codifica uma proteina receptora para um fator de
crescimento desconhecido, a qual é constituida de um dominio extra-celular rico em
cisteina € um dominio trans-membrana hidrofobico, que precedem um dominio tirosina-
quinase intra-citoplasmatico. Recentemente foi revelado, através de uma analise
comparativa das seqiiéncias nucleotidicas do proto-oncogene RET, uma similaridade
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com as proteinas caderinas. As caderinas s3o uma super-familia de proteinas com
atividade trans-membrana que mediam a adesdo celular na dependéncia de ion Ca"™"
(TAKAHASHI ef al., 1993).

A partir da analise de tecidos normais e de tecidos derivados de tumores
humanos, de rato e de camundongo, foi verificado que o proto-oncogene RET ¢é
expresso de maneira especifica em determinados tecidos e estagios do desenvolvimento.
De fato, a sua expressdo foi primeiramente detectada em tecidos embrionarios de rato,
mais especificamente por volta do décimo dia da embriogénese, nos tecidos derivados
da crista neural. Em ratos adultos normais, foram detectados baixos niveis de expressdao
no pulmio, coragdo, figado e intestino. Por outro lado, foram detectados aumentos
significativos nos niveis de expressdo nos tecidos derivados de cérebro, timo e testiculo
(AVANTAGIATO et al., 1994).

Entre os tecidos derivados de tumores, foi detectado um aumento da
expressdao do proto-oncogene RET em linhagens celulares derivadas de neuroblastoma,
carcinoma medular da tiredide e feocromocitoma. Estas linhagens celulares induzidas a
diferenciagdo com 4cido retindico foram acompanhadas por um aumento na expressiao
do proto-oncogene RET. Tal fato, leva a crer que RET apresenta um importante papel
na diferenciagdo e/ou proliferagdo de células neurais. Também foi verificado que a
expressao de RET/PTC1 em uma linhagem celular de tireoide de rato, dependente de
horménio tireotrofico, € suficiente para ultrapassar os eventos que normalmente
regulam a divisdo celular, ocasionando, desta forma, a proliferagdo celular na auséncia
deste hormonio (SANTORO et al., 1993).

Na verdade, pouco se conhece sobre o verdadeiro papel fisiologico do
proto-oncogene RET, ou ainda de como a sua versdo ativada pode contribuir para o
desenvolvimento do processo neoplasico. Acredita-se que além de regular a proliferagdo
de determinadas células, ele participe de outros processos que ndo o mitogénico. De
fato, a sua expressao fisiologica € restrita as células de origem neuroenddcrinas (IKEDA
et al., 1990; SANTORO etf al., 1990, TAHIRA ef al., 1991).

O mecanismo molecular responsavel pela atividade de transformagdo do
oncogene RET ainda deve ser determinado. Estudos recentes tém indicado que
enquanto Ret ¢ uma molécula com caracteristicas de um receptor associado a
membrana, que n3o ¢ fosforilado intrinsicamente em residuos tirosina, ambas as formas
oncogénicas de RET (RET/PTC1 e RET/PTC2) sdo constitutivamente fosforiladas em
residuos de tirosina. Tais proteinas apresentam auto-fosforilagdo in vitro e sofrem
transferéncia da membrana da célula para o citoplasma. A freqiiéncia da ativagdo do
gene RET em pacientes que desenvolveram carcinomas papilifero da tirdide parece
variar entre as diferentes areas geograficas, levando a crer que existem diferengas
genéticas ou ainda os fatores ambientais envolvidos na ativagdo de RET em carcinomas
papiliferos (JHIANG & MAZZAFERRI, 1994).
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Recentemente, foram identificadas mutagdes pontuais envolvendo o proto-
oncogene RET em pacientes com neoplasias enddcrinas multiplas do tipo 2A, 2B,
(MEN 2A e MEN 2B), carcinoma medular da tireéide de origem familial (FMTC) e, em
pacientes que desenvolverama doenga de Hirschsprung (MULLIGAN et al., 1993;
SANTORO et al., 1994; ROMEQO, et al., 1994, VAN HEYNINGEN, 1994).

Foram detectadas outras trés alteragbes génicas em pacientes com
carcinoma papilifero da tiredide decorrentes da ativagdo de NTRK (proto-oncogene
TRK). A primeira forma ativada do gene NTRK é decorrente de um rearranjo intra-
cromossomal envolvendo seqiiéncias 5’ do dominio 74 do gene NTRK com seqiiéncias
do gene que codifica para a proteina tropomiosina (TPM3). Ambos os genes estdo
localizados no cromossomo 1 (SOZZI et al., 1992)..

O produto do gene NTRK € uma proteina de superficie de membrana com
atividade tirosina-quinase, que funciona como receptor de alta afinidade ao fator de
crescimento de células nervosas (NGF, Nerve Growth Factor). A sua expressdo €
restrita aos ganglios periféricos. Entretanto, o gene quimérico, devido ao rearranjo,
pode ser expresso de forma ubiqua (BARBACID ef al., 1991).

Subsequentemente, foi observado que em alguns casos de carcinoma
papilifero da tiredide, a ativagdo do gene NTRK era decorrente de um rearranjo intra-
cromossomal no qual estava envolvido o gene TPR. O gene quimérico decorrente da
fusdo do dominio 7k do gene NTRK com sequéncias 5° do gene TPR foi denominado
TRK-T1. Mais recentemente foi identificada uma nova forma de rearranjo extra-
cromossomal do gene NTRK1 envolvendo o gene TAG, localizado no cromossomo 3.
Muitas evidéncias indicam que a capacidade de transformagdo da oncoproteina TRK,
ndo ocorre devido a ativagdo do dominio tirosina-quinase, mas a caracteristicas

estruturais conferidas a seqiiéncia presente na extremidade 5' do gene quimérico
(GRECO et al., 1992).

A ativagdo de TRK ocorre em 17% dos casos de carcinoma papilifero da
tireoide (MARTIN-ZANCA 1986, BONGARZONE et al., 1989; GRIECO et al., 1990;
SANTORO et al., 1993).

Foti verificado que os oncogenes TRK ¢ RET/PTC1 sdo capazes de reduzir
ou bloquear o processo de diferenciagdo das células tiredideas, embora tais células ndo
apresentem a capacidade de crescimento e formagdo de coldonia em meio semi-solido, ou
ainda, de provocar tumores em ratos atimicos, sinais tipicos de transformagio.
Entretanto, quando em cooperagdo com as formas virais Ha-ras e Ki-ras tanto
RET/PTC1 quanto TRK provocam, o desenvolvimento de um fenétipo altamente
maligno na linhagem de células epiteliais de tiredide de rato PC CL3 (FUSCO et al.,
1987a,b; SANTORO ef al., 1993).
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No que se refere a inativagdo dos genes supressores de tumor, foi
verificado que, mutagdes no gene p53 podem ter um papel fundamental tanto na
determinagdo como na progressio para um fenotipo indiferenciado e invasivo em
tumores da tiredide humana. O gene humano p53 esta localizado no cromossomo 17p e
codifica uma fosfoproteina nuclear de 393 aminoacidos. A proteina p53 normal ¢ uma
proteina que se liga, ndo especificamente, a seqiiéncias de DNA, bem como, a
seqiiéncias especificas que controlam a atividade transcricional de determinados genes.
Mediante as técnicas de single strand conformational polymorphism-SSCP e imuno-
histoquimica, foram identificadas muta¢des envolvendo o gene p53 em carcinomas do
tipo diferenciado, parcialmente diferenciado e, indiferenciado da tiredide em freqiiéncias
que variam de 22-85% (ITO et al., 1992; FAGIN et al., 1993, DONGHI ef al.,1993)

A linhagem celular NPA, derivada de um carcinoma papilifero da tiredide,
apresenta uma mutagdo no codon 266:Gly/Glu. A linhagem WRO, derivada de um
carcinoma papilifero, apresenta uma mutagdo no cddon 223:Pro/Leu e, a linhagem
celular ARO, derivada de um carcinoma anaplasico, contém uma mutagdo no codon
273:Arg/His (PARK et al., 1994). Portanto, mutagdes nos diferentes exons podem
provocam diferentes efeitos fisiologicos.

Resultados obtidos in vitro, a partir de transfecgdo de uma linhagem celular
de tiredide de rato PC CL3, permitiram confirmar que mutagdes envolvendo o gene p53
causam a perda da diferenciagdo desta linhagem celular. Assim, a presenga de mutagdes
no gene p53 podem conferir a neoplasias da tiredide a perda da diferenciagdo celular
(FUSCO et al., 1987a).

Também foi verificado que o cromossomo 11, regido 11q13, contém um
determinado niimero de genes que estdo envolvidos no controle do crescimento celular,
incluindo genes que predispdem ao desenvolvimento de multiplas neoplasias endécrinas
do tipo 1 (MEN1). Em alguns individuos que desenvolveram carcinoma folicular da
tiredide foi verificado a perda de um dos alelos, sugerindo que um gene supressor de
tumor deve estar localizado neste /ocus e, a sua perda pode ocasionar a manifestagio
direta de tal fendtipo (MATSUO et al., 1991).

Mais recentemente, foram detectadas altera¢des citogenéticas e moleculares
do cromossomo 3 em pacientes que desenvolveram carcinoma folicular da tiredide.
Provavelmente, um gene supressor de tumor localizado no brago curto do cromossomo
3, deve estar envolvido na progressdo deste subtipo de carcinoma. Assim, a perda em
heterozigose de um locus do cromossomo 3p encontra-se associada ao desenvolvimento
de carcinoma da tireoide do subtipo folicular (HERMANN ef al., 1991).
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I1.2.2. c-myc e seu papel no desenvolvimento do processo de carcinogénese da
tiredide humana

Até o presente momento ndo existe nenhuma evidéncia de alteragdes
estruturais envolvendo o gene c-myc em tumores da tiredide. Entretanto, resultados
conflitantes sdo observados no que se refere a correlagdo da expressio de c-myc e o
desenvolvimento de tumores da tiredide humana.

Alguns autores verificaram que a expressio de c-myc encontra-se
aumentada em todos os tumores derivados da tiredide humana, tanto benignos como
malignos (YAMASHITA et al, 1986). Outros autores, detectaram um aumento na
expressdo de c-myc somente em tumores malignos da tiredide. Altos niveis de expressdo
de mRNA de c-myc foram detectados em 13 dos 23 pacientes com carcinomas da
tireoide analisados (HAUGEN et al., 1993).

Estudos realizados com linhagem celular de rato demonstraram que a
estimulagdo com TSH promove a expressio do proto-oncogene c-myc. Entretanto, foi
verificado que a super expressdo de c-myc e c-fos ndo estava relacionada com a
estimulagdo prévia com TSH.(COLETA et al., 1986). Foram detectados altos niveis de
expressdo de mRNA de c-myc em um paciente que apresentava adenoma, em um caso
de doenga de Graves e, em dois tecidos derivados de tiredide normal (TERRIER et al.,
1988).

SHI ef al. (1993), realizaram uma analise comparativa entre os niveis de
mRNA do receptor para TSH e do mRNA de c-myc. Foi verificado que a
desdiferenciagdo das células de tumores derivados da tiredide esta diretamente
relacionada com uma diminui¢@o nos niveis do mRNA para o receptor de TSH e, um
aumento nos niveis de expressdo de c-myc. Dados referentes a expressdo de c-myc no
desenvolvimento embrionario humano sugerem que a ativagdo do gene c-myc ¢ somente
um marcador da proliferagdo celular, mas sua atividade reflete uma regulagdo tecido
especifica desenvolvida durante a embriogénese (PFAIFER-OHLSSON et al., 1985).

Também foi verificado que em algumas linhagens celulares, altos niveis de
mRNA de c-myc ndo correspondem a super expressdo de c-myc mas, a uma maior
estabilidade do mRNA (DANI et al., 1984; RABBITTS et al., 1985).

Embora, suponha-se uma correlagdo entre a elevada expressio de c-myc e
o desenvolvimento de um fendtipo maligno, pouco se sabe sobre o verdadeiro
significado da acentuada expressdo de c-myc em neoplasias tiredideas. Entretanto, as
recentes informagdes obtidas sobre o polipeptidio Myc forneceram subsidios suficientes
para uma analise detalhada do papel de c-myc no desenvolvimento dos processos
tumorigénicos da tiredide humana.
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1. Verificar a existéncia de uma correlagdo entre os elevados niveis de
expressdo do proto-oncogene c-myc e a progressao maligna das células foliculares da
tiredide. Analisaremos, por Morthen blot, tumores e linhagens celulares estabelecidas
em cultura, derivados de pacientes que desenvolveram carcinomas da tiredide.

2. Investigar se aumentos nos niveis de expressdo do proto-oncogene
c-myc, correspondem a aumentos na sintese da proteina c-Myc. Nessa etapa,
analisaremos as linhagens celulares pela técnica de Western blot.

3. Analisar a eficiéncia do oligonucleotidio anti-sense especifico para o
mRNA do proto-oncogene c-myc em bloquear a sintese da proteina c-Myc.

4. Verificar o crescimento celular apds o bloqueio da sintese da proteina
c-Myc com o oligonucleotidio anti-sense especifico para o mRNA do proto-oncogene
c-myc através da sintese de DNA, curva de crescimento celular e capacidade de
formagdo de colonia em meio semi-solido.

5 Analisar os efeitos da supressio das fungdes da proteina c-Myc, nas
linhagens celulares, através da transfec¢do com dominantes negativos de c-Myc.

6. Identificar a existéncia de um efeito diferencial das subunidades
protéicas p50 e p65 do fator de transcrigdo NF«kB na ativagdo da transcrigdo de genes
responsaveis pelo crescimento celular das linhagens derivadas de carcinoma da
tireoide.

7. Investigar, se determinado um efeito na ativagdo transcricional, a
participagdo de uma das subunidades protéicas do fator de transcrigdo NFxB na
regulagdo da transcrigdo do proto-oncogene ¢ -myc.
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IV.1. Linhagens celulares e tumores frescos

Os tecidos derivados de tumores da tiredide foram obtidos do
laboratdrio de Histologia e Citologia, Centre Hospitalier Lyon Sud, Franga.
As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a -80°c
para posterior processamento.

As linhagens celulares derivadas de carcinomas da tiredide
humana foram as seguintes: TPC1 (TANAKA e al., 1987); WRO
(ESTOUR et al., 1989; NPA (PANG er al., 1989); ARO (FAGIN er al.,
1993); NIM 1 (ZEKI et al., 1991) e B-CPAP (FABIEN er al.,1994). As
linhagens celulares foram mantidas em cultura em meio Dulbecco's Mod
Eagle Medium-DMEM (Gibco cat. 041-01965) enriquecido com 10% de
FCS (Cat. 200-6170AJ).A classificacdo das linhagens celulares utilizadas
neste estudo e as suas propriedades tumorigénicas encontram-se resumidas na
tabela 1.

IV.2. Obtencao de RNA total

A extragdo de RNA total a partir dos tumores sélidos em estudo
foi realizada pelo método padrdo com a introdugdo de algumas modificagGes
(SAMBROOK et al., 1989). E importante salientar que foram tomadas
algumas medidas de seguranga para prevenir a degradagdo do RNA. Desta
forma, esterilizamos os materiais utilizados na homogeneizagao do tecido ou
do extrato celular, as solugdes e a agua utilizada. Além disso, todo o material
utilizado para o processamento era descartavel e, com a utilizagdo de luvas,
manejado cuidadosamente.

Uma porgdo do tumor, extraido cirurgicamente, foi congelada
imediatamente em nitrogénio liquido e conservada a -70°C. Para o
procedimento o tecido foi pulverizado em nitrogénio liquido com auxilio de um
pistilo. Ao p6 obtido adicionamos 5 volumes de uma solugdo GT (4M tiocinato
de guanidina, 25mM citrato de Sodio, 0,5 % sarcosil € 0,1M 2-mercaptoetanol)
e entdo foi homogeneizado com polytron a 3000 rpm por 30 segundos. Tal
procedimento foi repetido até homogeneizagdo total e posteriormente
centrifugado a 4000 rpm por 2 minutos a 4°C (Centrifuga Beckman
refrigerada, modelo J2-21- rotor JA20).
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Tabela 1. Classificagdo histologica e propriedades tumorigénicas das linhagens
celulares derivadas de carcinomas da Tire6ide humana utilizadas neste estudo.

Linhagem Celular

Tipos Histolégicos

Eficicncia de Formagao
de colGnia em meio

semi-solido (%).

Tumorigenicidade em

rato atimico.

TPC-1 Papilifero 0 Nao
WRO Folicular 8 Sim
NPA Papilifero 18 Sim*
NIM 1 Papilifero 0 Sim*
B-CPAP Papilifero 0 Nao
ARO Anaplasico 70 Sim*
FRO Anaplasico 38 Sim**

* Tumores pequenos aparegem apOs um meés

** Tumores grandes aparegem apos duas semanas




As amostras derivadas de linhagens celulares mantidas em culturas
foram ressuspendidas diretamente em solugdo GT para procedimento imediato
ou estocadas a -20°C para posterior extragdo com fenol acido.

Apds adigdo da solugdo GT o homogeneizado, obtido a partir do
tecido solido ou de extrato celular, foi passado varias vezes através de uma
agulha de seringa para que o DNA fosse quebrado e, desta forma, eliminado
mais facilmente. Apos este procedimento foi adicionado 1/10 do volume de
acetato de sodio 2M pH 4,0; 1/2 do volume de fenol &cido e 1/5 do volume de
cloroférmio-alcool isoamilico 49:1 e, incubado a 4°C por 15 minutos.

As amostras foram centrifugadas a 8000 rpm por 20 minutos a 4°C
(Centrifuga Beckman refrigerada modelo J2-21-rotor JA20). Ao sobrenadante
foi adicionado 1 volume de alcool isoamilico e precipitado a -20°C por 1 hora.
O precipitado obtido apds centrifugagio foi ressuspendido em 5 volumes de
solugdo GT e precipitado com 0,6 volume de isopropanol a -20°C por 1h.
Apés centrifugagdo por 30 minutos a 14000rpm (Microcentrifuga eppendorf),
a 4°C, o precipitado foi ressuspendido em agua estéril. A concentragdo do
RNA foi determinada pela leitura da A260 em espectrofotdometro. Apos
quantificagdo, o RNA foi precipitado pela adigio de 0,3M de NaCl e 2,5
volumes de etanol absoluto e estocado a -20°C. A qualidade do RNA foi
verificada pela visualizagdo em gel de agarose 1%.

IV.3. Northen blot

Amostras contendo 10 ug de RNA total foram precipitadas por
centrifugagdo a 14000rpm (Microcentrifuga eppendorf), por 30 minutos a 4°C,
ressuspendidas em tampdo desnaturante (50% formamida, 1X MOPS, 2,2M
formaldeido, 50% glicerol, 0,25% azul de bromofenol), aquecidas a 68°C e
aplicadas em gel de agarose 1% desnaturante (2,2M formaldeido) para
separagdo eletroforética a 100V por aproximadamente 6 horas. O RNA foi
transferido para um filtro de nylon (Hybond-N, Amersham) por capilaridade em
tampao 10XSSC por aproximadamente 16 horas e fixado em luz UV por §
minutos.

Os filtros foram pré-hibridizados em solugio de alta estringéncia a
42°C por pelo menos 4 horas. Esta solugio contém 50% de formamida,
6XSSC, 0,1% SDS, 300ug/ml ssDNA e 2X denhardt's. A hibridizagdo foi
realizada a 42°C por aproximadamente 16 horas em solugdo de pré-
hibridizag¢do contendo a sonda marcada radiativamente pelo método de random
priming (Amersham cat. RPN 1600) e com atividade especifica de
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1090pm/ugDNA. Os filtros foram lavados duas vezes por 30 minutos a 56°C
em condigdes de alta estringéncia (0,1%SDS, 0,2XSSC) e expostos a filmes de
Raio-X Kodak XAR (cat.165 1454) com intensificadores a -80°C.

A sonda especifica para o gene c-myc humano corresponde ao
cDNA do gene c-myc humano de 1,2kb clonada no sitio Ps?fl do plasmidio
pBR322. Esta sonda, denominada pRyc 7,4, detecta um fragmento RNA
especifico de 2,0kb (NISHIKURA et al., 1983).

Uma vez que o produto do gene c-myc forma um heterodimero
com o produto do gene max, analisamos também os niveis de expressao do
gene max nas linhagens celulares estudadas e nos controles. A sonda que
detecta seqii€ncias especificas para o gene max fot obtida pela amplificagdo de
um fragmento utilizando a técnica de PCR e clonado no sitio HindlI-Pstl do
plasmidio pJ3Q. O fragmento de 500pb detecta dois fragmentos de RNA
especificos de 1,8kb e 2,0kb (BLACKWOOD & EISENMAN, 1991).

A sonda que detecta seqii€ncias especificas para a subunidade p65

do fator de transcrigio NFkB foi subclonada no sitio EcoRl do vetor de
expressdo pMT2T (ISRAEL & KAUFMAN, 1989).

Como controle da quantidade de RNA total aplicado no gel foi
utilizada uma sonda de B-actina (TOKUNAGA et al., 1986).

1V.4. Extragio de proteina.

As placas contendo linhagens celulares mantidas em culturas foram
primeiramente lavadas com PBS 1X (150mM NaCl, 6mM Na,HP0,, 4mM
NaH,P0,), recuperadas e, o extrato celular obtido foi ressuspendido em tampao
PBS 1X. Apos centrifugag@o a 14000rpm (microcentrifuga eppendorf), por 5
minutos a 4°C, o pellet foi congelado em nitrogénio liquido, descongelado em
gelo e, ressuspendido em 5 volumes de tampdo de extragdo de proteina
(100mM Hepes pH 7,9, 400mM NaCl, 0,1mM EGTA, 5% glicerol, 10ug/ml de
aprotinin, 0,1mM PMSF, 0,imM DTT). Apds centrifugagio a 14000rpm
(Microcentrifuga eppendorf), por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
recuperado e realizado quantificagdo protéica pelo método de coloragdo por
Bio-Rad protein assay (cat.500.0006) e leitura em espectrofotometro a AS59S.

Para obteng@o de proteinas a partir de tecidos solidos, os tumores
foram macerados em nitrogénio liquido e ressuspendidos diretamente no
tampdo de extragio de proteinas, processados e quantificados como
mencionado acima.
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1V.5. Western blot.

As amostras protéicas foram aplicadas em um gel SDS-PAGE com
sistema de polimerizagdo quimica descontinua, o qual utiliza um sfacking gel
(acrilamida 4%, 0,125M Tris pH 6,3, 0,1% SDS, 0,1% de persulfato de amonia
e 0,05% TEMED) e um gel de separagdo (10% acrilamida, 0,375M Tris pH
8,8, 0,1% SDS, 0,05% TEMED, 0,1% de persulfato de amdnia). A separagao
eletroforética foi realizada por aproximadamente 16 horas em tampéo (25mM
Tris, 192mM Glicina) e sob condigdes constantes de mA.

As proteinas foram transferidas eletroforeticamente para uma
membrana PVDF (Immobilon-P -Millipore cat. IPVH 304), utilizando o
aparelho Transphor Electrophoresis (Biorad TE 42) por 2 horas a 4°C. A
membrana e o gel foram previamente equilibrados em solugdo de transferéncia
(39mM Glicina; 48mM Tris; 20% Metanol).

As membranas foram saturadas a temperatura ambiente por duas
horas em solugio contendo 1% de leite magro em p6 (NFDM-Bio-Rad cat.
170-6404) ressuspendido em tampdo TBS 1X (20mM Tris-HCl pH 7,5; 0,15M
NaCl) por 2 horas a temperatura ambiente. Apds pré-hibridizagdo foram
realizadas S lavagens a temperatura ambiente por 5 minutos em tampdo TTBS
1X (20mM Tris-Hcl pH 7,5; O,15M NaCl; 0,05% Tween 20).

A hibridizagio foi realizada pela incubagdo em solugido de pré-
hibridizagdo contendo 10ug/ml anticorpo monoclonal c-myc (Oncogene
science-cat. OP10). ApoOs sucessivas lavagens realizadas a temperatura
ambiente em solugio TBS 1X e uma lavagem em solugdo TTBS 1X, as
membrana foram incubadas por uma hora a temperatura ambiente com IgG de
rato conjugado com Horseradish Peroxidase (HRP) diluida 1:1000 em solugao
de pré-hibridizagdo. Apos varias lavagens de em tampdo TTBS 1X e uma
Gltima com tampdo TBS 1X, as membranas foram incubadas em reagente ECL-
Amersham (cat. RPN 2106) por 1 minuto e expostas a um filme ECL-
Amersham (cat. RPN 2103) por diferentes tempos de exposigao. Os filmes
foram revelados dentro dos processos habituais de autoradiografia.

O anticorpo monoclonal c-myc (Ab-1) ¢ originado pela imunizagdo
de ratos BALB/c com peptideo sintético (Oncogene Sience cat. OP10).
Reconhece tanto por imunoprecipitagdo como imunoblotting uma proteina de
humana de 67000 daltons além de seus derivados (EVAN & HANCOCK,
1985).
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IV.6. Oligonucleotidios utilizados

Os oligonucleotidios sintéticos produzidos pela Eurogentec,
Belgium (cat. 0L-0042) foram modificados para fosforotioate, para prevenir a
degradagio por nucleases, purificados por cromatografia e precipitagdio com
etanol. Os oligonucleotidios liofilizados foram ressuspendidos, em tampao
Hepes pH 7,1, inativado por 30 minutos a 56°C e, quantificados por leitura em
espectrofotdmetro a A260 (STEIN et al., 1993).

Os oligonucleotidios para o gene c-myc utilizados neste estudo
contém 15 residuos e sio complementares a seqiiéncias de DNA presentes na
extremidade 3' do segundo exon, que corresponde a regido de iniciagdo da
transcricio. O oligonucleotidio missense utilizado ndo apresenta homologia
com nenhuma seqiiéncia de DNA conhecida (HOLT er al., 1988, COLLINS ef
al., 1992).

Oligonucleotidio sense c-myc:
5>ATG CCC CTC AAC GTT< 3'
Oligonucleotidio anti-sense c-nyc:
3">AAC GTT GAA GGG CAT<S
Oligonucleotidio misssense:
5>TAG CGG AGG TTC GAA<3'

Os oligonucleotidios especificos para a subunidade p65 e pSO do
fator de transcrigio NFxB apresentam 21 residuos e correspondem a
extremidade 5' dos respectivos mRNA além de 3 ou 4 nucleotidios presentes
acima do codon de iniciagio (NARAYANAN e1 al., 1993).

NFxB p65 sense:

5'>GCC ATG GAC GAA CTG TTC CCC<3'
NFkB p65 anti-sense:

5">GGG GAA CAG TTC GTC CAT GGC<3’
NF«B p50 sense:

5>AGA ATG GCA GAA GAT GAT CCA <3’
NFxB p50 anti-sense:

5>TGG ATC ATC TTC TGC CAT TCT <3'
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1V.7. Analise da sintese protéica.

A analise da capacidade dos oligonucleotidios em bloquear a
sintese protéica foi realizada pelo tratamento das células ARO com
oligonucleotidios sense ou anti-sense adicionados ao meio de cultura. Apos 72
horas do tratamento foi preparado um extrato protéico, como citado
anteriormente e, posterior analise pelo método de Western blot. O filtro foi
hibridizado com anticorpo monoclonal especifico para a proteina c-Myc
(Oncogene Science ca. OP10).

IV. 8. Analise da capacidade de crescimento e formacio de colonia em
meio semi-solido.

As placas de meio semi-solido forma preparadas a partir das
seguintes solugdes estoques: agar nobel 1,25% (Difco cat. 0142-01), TPB
2,95% (Difco cat. 0060-01-6), meio de cultura F12 (2X) e soro bovino (CS). A
mistura final continha: 4 partes de agar nobel, 4 partes de meio de cultura, 1
parte de TPB e 1 parte de CS (MACPHERSON & MONTAGNIER, 1964)

Para analisar a capacidade de formagdo de colonia em meio semi-
solido algumas das linhagens celulares foram tratadas por 24 horas com
oligonucleotidios sense, anti-sense e missense adicionados ao meio de cultura.
Vinte quatro horas apos o tratamento com oligonucleotidios especifico, 104 e
2X104 células, correspondentes a controles positivos bem como das linhagens
celulares a serem analisadas, foram ressuspendidas em 1 ml da mistura acima
mencionada e plaqueadas (Corning 60mm- cat. 25011). As placas foram
analisadas ao microscopio entre os dias 5-15. O resultado ¢ uma média, da
contagem realizada no 15° dia, entre as células que cresceram e formaram
coldnia e as células que ndo cresceram. Os experimentos foram repetidos pelo
menos duas vezes.

Com o objetivo de verificar se a taxa de inibi¢do era dependente da
concentragdo utilizada, alguns experimentos foram realizados utilizando
concentragdes de 4uM e 8uM dos oligonucleotidios especificos para c-niyc.

Os oligonucleotidios modificados e purificados, especificos para a
subunidade p50 e p65 do fator de transcrigio NFkB foram utilizados a uma
concentragio de 20uM (NARAYANAN et al.; 1993).
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1V.9. Analise da taxa de crescimento celular.

Para avaliar o efeito do bloqueio da sintese da proteina c-Myc na
taxa de crescimento celular, 103 células das respectivas linhagens celulares
foram plaqueadas (Falcon 35mm cat 3001) e, 24 horas apos serem plaqueadas,
tratadas com oligonucleotidios sense, missense e anti-sense adicionados ao
meio de cultura. Estudos iniciais foram realizados pela adigdo de uma Unica
dose de oligonucleotidios ao meio de cultura. As células foram mantidas nesse
mesmo meio de cultura. Uma curva de crescimento celular foi realizada pela
contagem das células em cimara de Burcher apds 24, 48 e 72 horas do
tratamento com os oligonucleotidios. Analises subsequentes foram realizadas
pela troca diaria do meio de cultura e adigdo de oligonucleotidios especificos..
Os resultados representam a média de pelo menos dois experimentos.

IV.10. Analise da taxa de sintese de DNA.

Para analisar a taxa da sintese de DNA apos o bloqueio da sintese
da proteina c-Myc, pelo uso de oligonucleotidios sense e anti-sense, 103
células foram plaqueadas (Falcon 35mm cat. 3001) e, apés quinze horas,
tratadas com oligonucleotidios especificos. A sintese de DNA foi quantificada
24 e 72 horas ap6s o tratamento, pela taxa de incorporagdo de [3H]timidina
(4uCi [2uCi/pl]-Amersham). As células foram fixadas em 10% de acido
tricloro-acético e solubilizadas em 20uM NaOH e 0,1% SDS. Uma aliquota foi
utilizada para quantificagio em aparelho de cintilagdo. Os resultados foram
expressos em porcentagem na inibigao da incorporagao de timidina. Cada valor
obtido é uma média de pelo menos dois experimentos realizados em duplicata.

IV.11. Transfecgio celular.

Com o objetivo de avaliar a capacidade dos plasmidios que contém
cDNA mutado de c-myc, denominados dominante negativos €, do controle com
cDNA normal, em suprimir a sintese de c-Myc e, conseqiientemente, reduzir a
transformagio celular, as linhagens celulares ARO e FRO foram sujeitas a
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transfec¢do celular estdvel com 20pug do plasmidio pSRA1phaMSVTKNEO
Myc IN 373, pSRalphaMSVTKNEO e pMV6tkNeo Myc D106-143
(SAWYERS et al., 1992). As transfecgdes foram realizadas pelo método de
precipitagio com fosfato de calcio segundo as indicagdes do fabricante
(Stratagene cat. 20028S5).

ApoOs 48 horas, as células foram tratadas com o antibidtico
gentamicina (G-418), numa concentragao de 400pg/ml. Apds duas semanas de
selegdo foram obtidos alguns clones os quais foram expandidos para analise dos
efeitos de interagdo especifica. Os clones foram mantidos em selecdo para
evitar que células sem o plasmidio por nds transfectado e, que lhes conferia
resisténcia ao antibidtico, pudessem crescer.

Os clones obtidos foram analisados, por comparagdo com as
linhagens celulares do qual se derivaram, quanto a capacidade de crescimento e
formag@o de colonia em meio semi-solido e a taxa de crescimento celular.

Os plasmidios utilizados em tal experimento foram transformados
por eletroporagdo em linhagem de bactéria E.coli-JM101, purificados pelo
método de lise alcalina (Quiagen cat. 12162), quantificados por A260 e em gel
de agarose 1%.

O plasmidio pSRA1phaMSVTKNEO Myc IN 373 foi construido
pela introdugdo de adaptadores no sitio Xhol os quais contém 4 residuos de
serina entre as posigdes 373 e 374 (DANG et al., 1989). O plasmidio D-106-
143 foi construido a partir de delecdes de seqiiéncias, como descrito por
STONE, et al. (1987). O cDNA do gene c-myc foi subclonado no sitio EcoR1
do PSRaMSVtkneo (MULLER et al., 1991).
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V.1. Anilise da expressio do proto-oncogene c-myc em linhagens celulares
derivadas de carcinomas da tiredide humana.

Com o objetivo de detectar os niveis de expressdo do proto-oncogene
c-myc humano analisamos, pela técnica de Northen blot, sete linhagens celulares
derivadas de carcinoma da tiredide humana. A origem de cada uma das linhagens
celulares, bem como suas propriedades tumorigénicas encontram-se resumidas na
tabela 1.

Detectamos,através de uma analise comparativa das linhagens celulares
em estudo com uma cultura primaria de tiredide humana normal, diferengas nos niveis
de expressdo do gene c-myc. Os niveis de expressio observados nas linhagens
celulares NIM-1, B-CPAP, NPA e TPC-1 encontram-se aumentado cinco a dez
vezes. Na linhagem WRO ocorreu um aumento de até 20 vezes, enquanto que, um
aumento de cinqiienta a cem vezes foi detectado nas linhagens ARO e FRO. Tais
resultados sdo baseados na analise por densitometria (Figura 4).

Através de uma andlise paralela das propriedades tumorigénicas dessas
linhagens, descritas na tabela 1 (pagina 36), verificamos que as linhagens celulares
capazes de induzir a formagdo de tumor em ratos atimicos foram as linhagens
derivadas de carcinomas anaplasicos e, que apresentaram os mais altos niveis de
expressdo do gene c-myc.

Os resultados obtidos a partir da analise da expressio do gene max nio
revelam nenhuma diferenga nos niveis de expressdo entre as linhagens celulares
derivadas de carcinomas da tiredide e a linhagem controle derivada da tiredide
normal.

V.2. Anilise da expressio do proto-oncogene c-myc em tumores da tiredide
humana.

Nos analisamos quarenta e cinco neoplasias da tireide humana derivadas
de diferentes tipos histologicos e, seis bocios nodulares com o objetivo de detectar os
niveis de expressdo de proto-oncogene c-nmyc. Os resultados encontram-se resumidos
na tabela 2 e os dados mais representativos sio mostrados na figura 5.
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Figura 4. Analise da expressdo do gene c-myc e do gene max em células derivadas de
cultura primaria de tiredide normal (1); e nas sete linhagens celulares TPC1 (2); NPA
(3); WRO (4); ARO (5); FRO (6); NIM 1 (7);B-CPAP (8). O filtro contendo 10ug de
RNA total foi hibridizado com B-actina como indicador da quantidade de RNA.
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Tabela 2. Anilise da cxpressdo do proto-oncogene c-myc em tumores da tiredide

humana.

Tipo Histologico

N° de Pacicntes com altos niveis de mRNA de

c-myc*/N° de Pacicntes analisados.

Carcinoma Papilifero 5/28
Carcinoma Folicular 1/8
Carcinoma Anaplasico 5/6
Adenomas 0/5
Bécio 0/6

* Os niveis de mRNA foram considerados elevados quando superavam a 3 vezes os

niveis em tire6ide normal.
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Figura 5. Anélise da expressdo do proto-oncogene c-myc em tiredide normal (1) e
nove carcinomas da tire6ide humana. Trés carcinomas anaplasicos (2,9,10); cinco
carcinomas papiliferos (3,4,5,6,8) e um carcinoma folicular (7). As amostras
contendo 10pg de RNA total foram transferidas para um filtro Hybond-N
(Amersham) e hibridizadas com uma sonda que detecta mRNA especifico para c-myc.
Como indicador de quantidade o filtro foi hibridizado com B-Actina.
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Na analise de adenomas nio foi detectado nenhum aumento significativo
nos niveis de expressdo de c-myc. Entre os foliculares, somente um apresentava um
aumento significativo (Figura S, amostra 7). Uma pequena porcentagem dos
carcinomas papiliferos revelaram um modesto aumento na expressio de c-myc
(Figura S, amostras 3,4,5,6, e 8), enquanto que, em trés dos seis carcinomas
anaplasicos foram detectados niveis elevados de mRNA de c-myc (Figura 5, amostras
2,9 ¢ 10).

V.3. Niveis de c-Myc.

Com o objetivo de verificar se os aumentos dos niveis de expressdo do
mRNA especifico de c-myc correspondem aos niveis na sintese da proteina Myc,
analisamos seis das linhagens celulares (WRO, ARO, FRO, B-CPAP, NPA, e NIM1)
pela técnica de Western blot.

Os resultados obtidos pela analise das linhagens demonstraram que os
niveis da proteina Myc encontram-se aumentado em todas as linhagens analisadas.
Niveis significantemente elevados foram detectados nas linhagens ARO e FRO
(Figura 6, colunas 2 e 3), quando comparadas com os controles normais derivados de
uma tiredide normal e de uma cultura primaria de tire6ide normal (Figura 6, colunas 4
es).

V.4. Anailise da eficiéncia dos oligonucleotidios em bloquear a sintese protéica.

Com o objetivo de determinar o significado do aumento na sintese da
proteina Myc nos processos de crescimento e transformagio celular, a sintese da
proteina Myc foi bloqueada pelo uso de oligonucleotidios anti-sense correspondentes
a regido de iniciagdo da transcrigdo localizada na extremidade S' do segundo exon. A
linhagem celular ARO foi tratada com oligonucleotidios anti-sense e sense e a
eficiéncia do oligonucleotidio anti-sense em bloquear a sintese protéica foi verificada
por Western blot. O resultado demonstra que os niveis de proteina Myc sdo
significantemente reduzidos em pelo menos cinco vezes em comparagdo com as
células ARO nio tratadas ou tratadas com o oligonucleotidio sense especifico
(Figura 7).

48



1 2 3 4" "898 7 '8

&  «—67Kd

Figura 6. Autoradiografia demonstrando analise por Western blof das Linhagens
celulares derivadas de carcinoma da tire6ide WRO (1); ARO (2); FRO (3); B-CPAP
(6); NPA (7); NIM1 (8) e dos controles obtidos a partir de uma cultura celular
primaria de tiredide normal (5) e de tecido derivado de tiredide normal (4). O filtro
contendo 80ug de extrato protéico foi hibridizado com 10pug/ml de anticorpo
monoclonal especifico para a proteina Myc.
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Figura 7. Autoradiografia demonstrando anélise por Western blot de células ARO
tratadas com 4uM de oligonucleotidio especificos para o gene c-myc. O filtro
contendo 80ug de extrato protéico obtido das células ARO ndo tratadas (1); tratadas
com oligonucleotidio anti-sense (2); tratadas com oligonucleotidio sense (3) foi
hibridizado com 10pg/ml de anticorpo monoclonal especifico para a proteina Myc.
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V.5. Anilise das taxas de crescimento celular e sintese de DNA apés o bloqueio
da sintese da proteina c-Myec.

Inicialmente verificamos os efeitos dos oligonucleotidios especificos para
o mRNA de c-myc na taxa de crescimento das linhagens ARO e FRO. Assim, apos o
tratamento das células com oligonucleotidios sense e anti-sense foi realizado uma
curva de crescimento celular. Os resultados obtidos permitem concluir que é possivel
verificar uma pequena inibigdo do crescimento das linhagens celulares ARO e FRO 24
horas apds o tratamento com os oligonucleotidios anti-sense €, que a inibigdo €
dependente do tempo. De fato, 72 horas apds o tratamento com oligonucleotidio
anti-sense, observamos um aumento significativo na inibigao do crescimento (Figuras
8A e 9). Além disso, quando foi realizada troca diaria do meio de cultura, com
acréscimo de oligonucleotidios frescos, verificamos um pequeno aumento na taxa de
inibicdo do crescimento 72 horas apds o tratamento com oligonucleotidio anti-sense
(Figura 8B). Nenhum efeito foi verificado com o tratamento dos oligonucleotidios
sense mesmo apos 72 horas

A partir destes resultados foram verificadas as taxas de sintese de DNA
pela incorporagdo de [3H]-timidina (4uCi [2uCi/ul]-Amersham) nas linhagens
celulares expostas a oligonucleotidios sense, anti-sense e missense por 24 e 72 horas.
Os resultados resumidos, na tabela 3, demonstram que as linhagens celulares NPA,
ARO e FRO apds o tratamento com oligonucleotidios antisense especifico para c-myc
reduzem significantemente a incorporagdo de timidina. Um forte efeito inibitorio foi
observado na linhagem celular FRO, que apresenta o mais alto nivel de expressdo de
proteina Myc, de aproximadamente 65% quando comparada com as células néo
tratadas. Também foi realizada analise da cultura primaria derivada de tiredide normal
com oligonucleotidios sense, anti-sense e nas células nido tratadas (Tabela 3). Estes
efeitos podem ser considerados especificos, uma vez que, nenhum efeito significativo
foi observado com o uso de oligonucleotidios sense e missense.

V.6. Bloqueio da sintese da proteina c-Myc e seus efeitos na capacidade de
crescimento e formacio de colonia em meio semi-sélido.

A capacidade de crescimento e de formag3o de colonia em meio semi-
so6lido é uma caracteristica tipica de células tumorigénicas. As linhagens ARO e FRO
crescem eficientemente em meio semi-solido e, apresentam altos niveis de expressdo
de mRNA de c-myc.
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Desta forma, analisamos qual a eficiéncia de crescimento e formagao de
coldnia, dessas linhagens, ap0s o tratamento com oligonucleotidios sense e anti-sense
especificos para o gene c-myc humano. Os resultados resumidos na figura 10
demonstram que a linhagem celular ARO apresenta uma redugdo de 40% na
capacidade crescimento € formagdo de colonia em meio semi-solido apds tratamento
com 4uM de oligonucleotidios anti-sense especificos para c-myc. Foi verificado que a
exposigdo a uma concentragdo de 8uM do oligonucleotidio anti-sense resultava em
um aumento de 10% na redug@o da capacidade de formagdo de colonia. Além da
inibi¢do, foi observado uma diminuigio do nimero de células por coldonia. Nenhum
efeito significativo foi observado com o tratamento de oligonucleotidios sense e nas
células ndo tratadas. Tal efeito foi ainda maior para a linhagem celular FRO que
apresenta uma redugdo de 70% quando utilizada uma concentragio de 4uM de
oligonucleotidios anti-sense especificos para c-myc (Figurall).

V.7. Analise da supressio das fungdes de c-Myc através da transfeccio das
linhagens celulares ARO e FRO com dominantes negatives de c-Myc.

Com o uso de oligonucleotidios anti-sense de c-myc observamos uma
reversdo do fenotipo neoplésico das linhagens celulares que exprimem altos niveis de
c-myc, sugerindo a importdncia de c-Myc no desenvolvimento dos processos
neoplasicos das células tireoideas. E importante salientar que essa reversio do
fenotipo se refere somente aos efeitos observados quanto a taxa de crescimento
celular e a capacidade de crescimento e formagdo de colonia em meio semi-solido.
Sendo assim, nos realizamos transfecgdo das linhagens celulares ARO e FRO com
plasmidios dominantes negativos de Myc. Tais plasmidios apresentam mutagdes no
cDNA de c-myc na regido necessaria para ativagdo transcricional bem como na regido
de associagio ao DNA mas, com dominios de dimerizagio intactos. Assim,
provavelmente, as formas mutadas competem com c-Myc endogeno e através da
associagdio com Max formam heterodimeros nio funcionais.

Os clones obtidos apos transfecgdo das células FRO com plasmidios
D106-143 ou In373 e selegdo das células em 400ug/ml de G418 (figuras 12 e 13)
apresentam uma evidente mudanga na morfologia das células. Tendem a uma
reorganizagdo celular e apresentam uma morfologia que se assemelha as células
foliculares de tire6ide normal. Os clones obtidos foram expandidos, analisados e os
resultados revelaram que o crescimento celular dos clones, quando em comparagéo
com as células parentais, apresentam uma inibigio do crescimento celular. O
resultado observado com o clone 1, da linhagem celular FRO transfectada com o
plasmidio In373, na figura 14 é representativo.
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Figura 8. Curva de crescimento de células ARO apés tratamento com 4pM de
oligonucleotidios sense e anti-sense especificos para myc. Sem troca de meio de
cultura (A) e com troca do meio de cultura no qual foi adicionado oligonucleotidios
frescos (B). Os resultados representam uma média de pelo menos dois experimentos.
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Figura 9. Curva de crescimento de células FRO mantidas em cultura por 24, 48 e 72

horas apods tratamento com 4uM de oligonucletideos sense e anti-sense especificos
para c-myc e de células ndo tratadas. Os resultados representam uma média de dois
experimentos e as barras a média do erro padrio.
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Tabela 3. Analise da inibigio do crescimento celular apds tratamento com 4uM de
oligonucleotideos especificos para c-myc. Os resultados sdo baseados nas taxas de
incorporagio de [*H]-timidina e representam uma média de pelo menos dois experimentos
realizados em duplicata.

Tipo Ceclular Oligonucleotideos % de inibiydo apos % de inibigiio apods
c-myc especifico 24 horas 72 horas
HPC Controle 942 1042
Sense 1113 10+3
Anti-sense 1243 1245
ARO Controle 9+2 8+2
Sense 8+2 72
Missense 613 8+2
Anti-sense 3548 50+6
FRO Controle 52 612
Sense 612 9+2
Missense 613 8+3
Anti-sense 5018 65+10
NPA Controle 72 8 +2
Sense 942 1013
Missense 10+2 1244
Anti-sense 20+4 3045
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Figura 10. Capacidade de crescimento e formagio de colonia em meio semi-solido.
10° células da linhagem celular ARO foram tratadas com 4uM e 8uM de
oligonucleotidios sense e anti-sense especificos para c-myc 24 horas antes do
plaqueamento. Foram plaqueadas 10* e 2x10* células. Os resultados representam uma
média da contagem no 15° dia apds o plaqueamento. Pelo menos dois experimentos
realizados.
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Figura 11. Capacidade de crescimento e formagdo de colonia em meio semi-solido,
10% células FRO foram tratadas com 4uM de oligonucleotidios sense e anti-sense
especificos para c-myc 24 horas antes do plaqueamento. Foram plaqueadas 10* e
2x10* células. Os resultados representam uma média de pelo menos dois experimentos
realizados em duplicata e analisados entre os dias 5-15.
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Figura 12. Representagdo fotografica de células FRO mantidas em cultura apds
transfecgo com vetor sem inserto que lhe confere resisténcia a gentamicina (A) e dos
clones 1 (B) e 3 (C) obtidos apos transfecgdo das células com o plasmidio dominante
negativo, pSRA1phaMSVTKNEO Myc IN 373, como descrito em metodologia. Os
clones foram selecionados em 400pg/ml de G418 durante 15 dias.
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Figura 13. Representagdo fotografica de células FRO mantidas em cultura apos
transfecgio com vetor sem inserto que The confere resisténcia a gentamicina (A) e dos
clones 1, (B) e 2 (C) obtidos apés transfecgdo das células com o plasmidio dominante
negativo, pMV6tkNeo Myc D106-143 como descrito em metodologia. Os clones
foram selecionados em 400pg/ml de G418 durante 15 dias.
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Figura 12. Curva de crescimento de células da linhagem FRO e do clone 1 obtido a
partir da transfecgio com o plasmidio pSRAIphaMSVTKNeo Myc IN373 e

selecionados em 400pg/ml de G418 durante 15 dias como descrito em material e
métodos.
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Quanto aos clones obtidos a partir da transfecgdo da linhagem celular
ARO com o plasmidio In373 ndo foi verificado nenhum efeito significativo tanto na
curva de crescimento celular quanto na analise da capacidade de crescimento e
formagdo de col6nia em meio semi-solido.

V.8. Efeito de inibi¢io diferencial das subunidades pS0 e¢ p65 de NFxB na
capacidade de crescimento e formagio de colonia em meio semi-solido.

Com o objetivo de verificar se o fator de transcrigdo NFkB esta
envolvido no controle do crescimento das linhagens celulares derivadas de
carcinomas da tiredide e, a existéncia de uma fungdo diferencial das subunidades p50
e p65, as linhagens celulares ARO e FRO foram tratada com oligonucleotidios
complementares a seqiiéncias da extremidade S' dos respectivos mRNA além de dois
ou trés nucleotideos presentes acima do codon de iniciagdo.

A exposi¢gio das células a 20pM de oligonucleotidios anti-sense
especificos para a subunidade p50 nio demonstrou nenhum efeito na capacidade de
inibigdo de formagdo de colonia quando comparados com as células tratadas com
oligonucleotidios sense e as células ndo tratadas (Figuras 15 e 16). Entretanto, apds
tratamento com 20uM de oligonucleotidios anti-sense especificos para a subunidade
p65 foi observado uma redugido de 50% na capacidade de formagio de coldnia em
ambas as linhagens, além de uma diminuigdo do nimero de células por coldnia.
Nenhum resultado foi observado mediante tratamento com p65 sense e em células
ndo tratadas (Figuras 15 e 16).

V.9. Bloqueio da sintese da proteina p65 do fator de transcricio NFxB e analise
da taxa de sintese de DNA.

A linhagem celular ARO foi tratada por 24 e 72 horas com 20puM de
oligonucleotidios anti-sense e sense correspondentes a subunidade p65 do fator de
transcrigio NFxB. Verificamos o efeito no bloqueio da sintese da proteina p65, na
sintese de DNA, pela taxa de incorporagio de [*H]-timidina (4puCi [2pCi/pl)-
Amersham). Os resultados resumidos na figura 17 revelam uma redugdo de 50% na
taxa de incorporagdo de timidina apos 72 horas de tratamento com 20uM de
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oligonucleotidios anti-sense para o fator de transcrigio NFkB. Este efeito ndo foi
observado apos tratamento das células com oligonucleotidios sense especificos e de
células n3o tratadas.

V.10. Analise da expressio de c-myc e p6S em células ARO tratadas com
oligonucleotidios especificos para a subunidade p6S do fator de transcricio
NF«kB.

Uma vez que, a inibigdo da subunidade p65 do fator de transcricio NFkB
afetou a capacidade de crescimento e formagdo de colonia em meio semi-sélido das
linhagens celulares ARO e FRO e, esse efeito ndo foi observado com a subunidade
p50, assumimos que p65 deva funcionar como ativador transcricional de genes que
controlam o crescimento celular nessas linhagens celulares.

Desta forma, procuramos determinar se o fator de transcrigio NFkB
apresentava algum papel na regulagdo da transcri¢dio do gene c-myc humano.
Analisamos, por Northen blot, a linhagem celular ARO tratada com oligonucleotidios
especificos para a subunidade p65 do fator de transcrigdo NFxB. Os resultados
obtidos a partir da hibridizagdo com a sonda especifica para o gene c-myc e para a
subunidade p65 demonstram que as células tratadas com 20uM oligonucleotidios
anti-sense apresentam uma diminuigdo de aproximadamente S vezes na expressio de
c-myc (Figura 18).
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Figura 15. Inibigdo diferencial das subunidades p50 e p65 do fator de transcrigdo
NF«B na capacidade de crescimento e formagdo de coldonia em meio semi-sélido. 10°
células ARO foram tratadas com 20uM dos respectivos oligonucleotidios 24 horas
antes do plaqueamento. Os resultados representam a média de dois experimentos
realizados em duplicata.
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Figura 16. Inibigdo diferencial das subunidades pSO e p65 do fator de transcrigdo
NFkB na capacidade de crescimento e formagao de colénia em meio semi-solido.10’
células FRO foram tratadas com 20uM dos respectivos oligonucleotidios 24 horas

antes do plaqueamento. Os resultados representam uma média de dois experimentos
realizados em duplicata.
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Figura 17. Analise da inibigdo do crescimento celular apos tratamento por 24 ¢ 72
horas com 20uM de oligonucleotidios especificos para a subunidade p65 do fator de
transcrigio NFkB. 10° células ARO foram plaqueadas. Os resultados sdo baseados na
taxa de incorporagio de [’H] timidina e representam uma média de dois
experimentos.
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Figura 18. Anilise de células da linhagem ARO n@o tratadas (1) e tratadas com
20uM de oligonucleotidios sense (2) e anti-sense (3) especificos para a subunidade
p65 do fator de transcrigio NFkB. As amostras contendo 10ug de RNA total foram
transferidas para uma membrana Hybond-N (Amersham) e hibridizadas com as
sondas especificas para c-myc humano e para a subunidade p65 do fator de
transcrigdo NFxB. Como indicador de quantidade de RNA o filtro foi hibridizado
com a sonda para B-actina.
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Em neoplasias da tiredide humana, existem algumas evidéncias de uma
correlagdo entre a manifestagdo de um fenotipo maligno e a elevada expressdo c-myc,
no entanto, o verdadeiro papel desempenhado por c-myc nos processos de
carcinogénese da tireoide ainda permanece desconhecido (TERRIER et al., 1987; SHI
etal., 1993, ROMANO et al., 1993).

De acordo com o objetivo proposto, verificamos a existéncia de tal
correlagdo. Os resultados obtidos a partir da analise comparativa entre as sete linhagens
celulares derivadas dos diferentes tipos histologicos de carcinomas da tiredide, com
uma cultura primaria de tiredide normal, revelaram um aumento significativo na
expressdo do proto-oncogene c-myc em todas as linhagens. Os niveis mais altos foram
identificados nas duas linhagens celulares derivadas de carcinoma anaplasico e,
portanto, com alto grau de malignidade.

Foi verificado também essa correlagdo para a analise realizada a partir dos
45 tumores derivados da tiredide, onde detectou-se altos niveis de expressio do
proto-oncogene c-myc em carcinomas anaplasicos. Por outro lado, ndo foram
detectados aumentos significativos da expressdo de c-myc em carcinomas do subtipo
folicular e papilifero. E importante salientar que a quantidade do RNA total aplicado no
gel foi controlada pela hibridizagdo dos filtros com uma sonda de B-actina, que é uma
proteina presente no citoesqueleto de todas as células.

O fato da expressdo de c-myc estar ligeiramente aumentada em tumores
foliculares e papiliferos mantidos em cultura de células, mas ndo em tecidos, poderia
sugerir uma discrepancia nos nossos resultados. Entretanto, reflete uma possivel
contaminagao dos tecidos derivados dos tumores com tecido normal.

Além disso, torna-se importante lembrar que, uma linhagem celular
estabelecida em cultura apresenta a propriedade de crescer indefinidamente, sem que
ocorra, necessariamente, mudanga na morfologia das células. Diz-se que é uma
linhagem imortalizada. O gene c-myc é um gene imortalizante e, em cooperagdo com o
oncogene ras € capaz de transformar células em cultura (HUNTER, 1991).

Assim, uma outra possibilidade é que as linhagens celulares analisadas
sejam derivadas de carcinomas da tiredide com um certo grau de malignidade pois,
foram capazes de passar através da crise celular e, de se adaptar em cultura.

Nossos resultados permitem, portanto, inferir a existéncia de uma
correlagdo direta entre a elevada expressdo do proto-oncogene c-myc e a malignidade
do tumor.

Uma possivel explicagdo para a super-expressdo do proto-oncogene € que,
nas células foliculares da tiredide existem pelo menos trés vias diferentes para a
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transmiss@o do sinal de crescimento e diferenciagdo. O TSH ¢ capaz de ativar duas das
vias de sinalizag@o, as quais sdo dependentes da sua concentragdo fisiologica. A terceira
via, € ativada por fatores de crescimento que se associam a receptores de membrana
com atividade tirosina-quinase. Embora a divergéncia desses sinais estende-se a sintese
de proteinas, uma unica proteina, a proteina nuclear c-Myc, € sintetizada em resposta as
trés vias de sinalizag@o. Entreianto, a ativa¢do da transcri¢do do proto-oncogene c-myc
¢ precisamente regulada. A sintese da proteina c-Myc diminui a medida que a célula
progride através do ciclo celular e é inibida nas células diferenciadas (FARID ef al.,
1994).

Desta forma, os niveis de c-Myc poderiam ser indicativos do estado de
proliferagdo celular e podem predizer o curso clinico dos tumores da tiredide. Sendo a
proteina c-Myc uma fosfoproteina nuclear, responsavel pela ativagdo da transcrigdo de
genes importantes para a manutengdo da célula no ciclo celular, mutagdes nos genes
que controlam a sua transcrigdo, ou ainda, no proto-oncogene c-myc, resultam em uma
alteragdo na modulagdo da sua expressdo e, conseqiientemente, em uma resposta de
proliferacdo constitutiva.

De fato, alguns autores detectaram mutagdes nos genes que regulam a sua
transcrig@o, ou ainda, dentro do exon 1 do proto-oncogene c-myc, na grande maioria
dos tumores derivados de células da linhagem hematopoiética. Rearranjos
cromossdmicos, por exemplo, sdo responsaveis pela super-expressio do proto-
oncogene c-myc no classico linfoma de Burkitt. Tais rearranjos ndao afetam a regido
estrutural do gene (MARCU et al., 1992).

Dados da literatura mostram que existe uma relagdo entre a elevada
expressdo do proto-oncogene c-myc e a manifestagio de um fenotipo indiferenciado
(HOLT et al., 1988; COLLINS ef al., 1992; NEGRONI et al., 1992; ROMANO et al.,
1993). Embora a grande maioria das mutagdes sejam responsaveis por altera¢des
quantitativas na fun¢io de c-Myc, também foram identificadas mutag¢bes no exon 2, do
proto-oncoge c-myc. Tais mutagdes foram detectadas em 25 a 80% dos casos de
pacientes com AIDS-NHL (linfoma ndo Hodgkin associado a AIDS). Entretanto, ndo
foi detectado nenhuma mutagao no exon 3 (CLARK ef al., 1994).

Foram também analizados os niveis de expressdo da proteina Max e, ndo
detectamos nenhuma alteragio nos niveis do mRNA de max, tanto nas linhagens
celulares como nos controles. Os aumentos mostraram-se especificos para c-myc.
Realizamos essa andlise baseados no fato que a atividade transcricional de c-Myc
depende da sua dimerizagdo com a proteina Max. A proteina Max heterodimeriza
preferencialmente com Myc mas, em niveis elevados, também €é capaz de formar
homodimeros ativos. Existem fortes evidéncias de homodimero Max-Max interfere nas
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fungdes do heterodimero Myc-Max, por se ligar a mesma seqiiéncia de DNA e,
bloquear a atividade transcricional.

Nossos resultados sdo semelhantes aqueles verificados em outros sistemas
celulares, onde o mRNA de max revelou ser mais estavel e menos abundante do que o
mRNA de c-myc. Também foi verificado que os niveis da proteina Max ndo sio
alterados durante o processo de divisdo celular e diferenciagdio (AMATI et al., 1992;
AMATI et al., 1993).

No que refere-se aos niveis de proteina c-Myc, verificamos que em todas
as linhagens celulares ocorreu um aumento nos niveis da proteina c-Myc, quando
comparadas com os controles normais. Os niveis de proteina c-Myc encontram-se
particularmente aumentados nas duas linhagens celulares derivadas de carcinomas
anaplasicos. Estes resultados lemonstram que a proteina c-Myc exerce um importante
papel na transformagdo maligna das células foliculares da tire6ide humana. E importante
acrescentar que todos os extratos protéicos foram preparados a partir de células que
encontravam-se em fase semi-confluente. Uma cultura celular semi-confluente apresenta
células em estado proliferativo e, portanto, produzindo proteinas necessarias para a sua
manutengio no ciclo celular.

Ainda quanto aos niveis de proteinas c-Myc, alguns autores sugerem que
os altos niveis possam ser decorrentes, também, de alteragdes na estabilidade do
mRNA. O mRNA de c-myc € muito instavel e alteragdes no mecanismo que controla a
sua estabilidade, aumentando o seu tempo de permanéncia no citoplasma, podem
contribuir para que sejam sintetizadas maiores quantidades de proteina c-Myc.

Se as proteinas nucleares representam o final de uma via de regulagdo da
proliferagdo e diferenciag@o das células normais, a inibigdo da expressdo dos oncogenes
que codificam tais proteinas deveria influenciar os processos de transformagdo
neoplasica. Para a inibicdo da expressdo do proto-oncogene c-myc utilizamos
oligonucleotidios especificos purificados e modificados para prevenir a degradagdo por
nucleases endogenas. Os resultados obtidos a partir do bloqueio da sintese da proteina
c-Myc na linhagem celular ARO e, hibridizagdo com um anticorpo monoclonal
especifico para c-Myc, demor straram que ocorreu uma inibigdo da sintese protéica em
pelo menos cinco vezes. Uma vez que, o oligonucleotidio anti-sense especifico para o
mRNA do proto-oncogene c-myc mostrou ser eficiente no bloqueio da sintese da
proteina c-Myc, verificamos o efeito da inibigdo da sintese nas taxa de crescimento
celular.

As linhagens celulares ARO e FRO foram utilizadas preferencialmente
pois, foram capazes de induzir a formagao de tumor em ratos atimicos e de crescerem e
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formarem col6nia em meio seini-solido e, além disso, apresentaram os mais altos niveis
de expressdo do proto-oncogene c-myc.

A incubagio das linhagens celulares ARO ¢ FRO com oligonucleotidios
anti-sense resultou em uma diminui¢do da expressio do mRNA de c-myc, inibigao do
crescimento e diferenciagdo celular, efeito verificado pelo crescimento em meio semi-
solido. Esses efeitos observados devem-se a entrada dos oligonucleotidios na célula,
formagdo de um duplex e, conseqiientemente, a inibigdo da sintese da proteina c-Myc.
Nenhum efeito foi observado nas células tratadas com oligonucleotidios sense, bem
como, nas ndo tratadas. Portanto, o efeito € especifico e ndo ¢ decorrente de uma
toxicidade ndo especifica. Além disso, os oligonucleotidios demonstraram ser estaveis,
uma vez que, observamos seus efeitos mesmo 72 horas apos a sua adigdo ao meio de
cultura.

Nossos resultados claramente indicam que a super-expressdo de c-myc
representa um evento importante na regulagdo do crescimento das linhagens celulares
derivadas de carcinomas anaplasicos da tiredide humana, bem como, na manutengio da
capacidade de crescimento e formagio de coldnia em meio semi-solido. Por outro lado,
a inibicio da expressio do proto-oncogene c-myc é suficiente causar a perda de tais
propriedades.

Desta forma, nossos resultados, sdo coerentes com os demonstrados pela
analise da linhagem celular oriunda de carcinoma de colon (CACO 320), onde
observou-se que apods o tratamento destas células com oligonucleotidios anti-sense
especificos para c-myc ocorreu uma inibigdo na capacidade de crescimento e formagéo
de coldonia em meio semi-solido e que, portanto, a expressdo do gene c-myc era
necessaria para a manutengdo do fendtipo indiferenciado nessas células (COLLINS et
al., 1992).

Varios trabalhos relatam a importancia da proteina c-Myc para a
manuten¢do do estado proliferativo. A regulagio negativa de c-myc induziu a
diferenciagio de algumas linhagens celulares humanas como, pro-mielocitica-HL-60,
monoblastica U-937 e proeritroide K-502 (HOLT et al., 1988, MARCU et al., 1992).

A inibi¢do da sintese da proteina Myc, através da metodologia de oligos
anti-sense, reverteu o fenotipo das células NIH 3T3 transformadas pelo oncogene ras,
sugerindo que um nivel minimo de c-myc € necessario para a manuten¢do da
transformagio induzida por ras nessas células (SKALAR et al., 1991).

Uma vez estabelecida a importancia da proteina c-Myc e, verificado que o
bloqueio da sua sintese induzia na célula uma reversdo fenotipica, observada através da
inibigdo do crescimento e capacidade de crescimento em meio semi-solido, a supressdo
das suas fungdes, provavelmente, provocaria nas células efeito semelhante.
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Os plasmidios utilizados para a supressio das fungdes de c-Myc,
apresentavam o cDNA de c-myc mutado por delegdo de seqiiéncias correspondentes
aos aminoacidos D106-143 ou por inser¢do de quatro residuos de cisteinas entre as
posigdes 373 e 374. O mecanismo através do qual esses dois mutantes exercem seus
efeitos de dominantes negativos, baseia-se no fato de que c-Myc ¢ funcionalmente ativa
somente apos sua associagdio com Max. A proteina ¢-Myc mutada, na regido de
transcrigdo ou de associagio 20 DNA mas com o dominio de oligomerizagdo intacto, €
capaz de se associar a Max, 1 as € funcionalmente inativa. Uma vez que, os plasmidios
apresentavam um promotor forte a proteina c-Myc mutada € expressa em grande
quantidade estabelecendo, assim, uma competeticio com a proteina c-Myc endogena
pela associagdo a proteina Max. Desta forma, é capaz de suprimir a fungdo da proteina
c-Myc enddgena (SAWYERS et al., 1992).

Uma evidente mudanga morfologica foi observada nas células da linhagem
FRO transfectadas com os dominantes negativos de c-Myc, quando comparadas com as
células transfectadas com o vetor vazio que lhes conferia resisténcia ao antibiotico. As
células dos clones com dominantes negativos se assemelham as células foliculares da
tiredide normal e, tendem a se reorganizar. Além disso, verificamos que os clones que
expressavam a proteina c-Myc mutada, apresentavam uma inibigio no crescimento
celular, quando comparadas com o controle. Por outro lado, esse efeito morfologico
ndo foi verificado na analise da linhagem celular ARO transfectada com os plasmidios
dominantes negativos.

Vale destacar que, a linhagem celular FRO apresentou os mais altos niveis
de expressio do mRNA do proto-oncogene c-myc e da sintese da proteina c-Myc. Em
todos os experimentos realizados demonstrou ser mais suscetivel aos efeitos no
bloqueio da sintese da proteina c-Myc, 0 mesmo ocorreu quanto ao efeito na supressao
das fungdes da proteina c-My~. Baseados nos nossos resultados, além de alguns dados
da bibliografia, podemos levantar algumas hipoteses.

E possivel que diferentes vias de ativagdo estejam atuando para o
desenvolvimento do fen6tipo maligno nas linhagens celulares ARO e FRO.

Embora tenha sido verificado que a linhagem celular ARO, semelhante a
NPA e WRO, apresentam mutagdes no gene da supressdo tumoral p53 (FAGIN et al.,
1993), a interag@o entre o gene da supressdo tumoral p53 e o proto-oncogene c-myc
ndo foi completamente estabelecida. Assim, € possivel que outros fatores de transcri¢do
regulados pelo gene pS3 estejam atuando para o desenvolvimento do fenétipo maligno.

Entretanto, na linhagem FRO nao foi detectada nenhuma mutagdo dentro
dos exons 5-8 do gene p53. Provavelmente nessa linhagem celular o fendtipo maligno
estaria associado com a ativagdo de outros genes de supressdo tumoral, como por
exemplo o gene da susceptibilidade ao retinoblastoma (RB). Uma vez que, existem
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evidéncias de uma ligagdo direta entre o pRB e o proto-oncogene c-myc, seria mais
facil explicar a reversio morfologica observada na linhagem celular FRO. Além disso,
existem alguns autores que sugerem o envolvimento do gene de supressdo tumoral pRB
na transformagio maligna das células foliculares da tiredide (FARID et al., 1994).

Portanto, a partir dos resultados obtidos com dominantes negativos de
c-Myc e dos obtidos com o uso de oligonucleotidios anti-sense, podemos afirmar que o
aumento nos niveis da proteina c-Myc € um evento importante nos processos de
transformagdo das células tiredideas. Além disso, nossos resultados sugerem a
existéncia de diferentes vias de ativagdo através das quais as proteinas atuam na
transformagio maligna das células foliculares da tire6ide humana.

Apos verificarmos que a super-expressio do proto-oncogene c-myc € um
evento importante na transformagdo maligna das células da tiredide humana, buscamos
identificar os mecanismos de ativagdo da sua transcrigdo. Com isso, poderiamos
compreender o verdadeiro papel desempenhado por c-myc nesses processos de
transformagdo das células foli.ulares da tireoide.

Alguns mecanismos de regulagio da transcrigio de c-myc foram
identificados em diferentes sistemas celulares. Foi verificado que na linhagem celular de
rato BALB/MK, TGF-B regula a expressio de c-myc e inibe a proliferagdo celular,
provavelmente, via o produto do gene de susceptibilidade ao retinoblastoma
(PIETENPOL et al, 1990, DERYNCK, 1994). Também foi demonstrado que as
proteinas c-Myc e N-myc associam-se a proteina RB in vitro (GOODRICH et al.,
1992). A regulagio da transcrigdo do proto-oncogene c-myc, também pode ocorrer a
partir de elementos de regulagio interna, localizados no exon 1. Foi verificado que o
gene c-myc murino apresenta um elemento de regulagdo interna pertencente a familia
dos fatores de transcrigio NFxB. A sua ativagdo pode ser mediada por diversos agentes
mitogénicos, os quais, sio capazes de induzir a expressio de c-myc nas diversas
linhagens celulares estudadas (KESSLER et al., 1992).

O fator de transcricio NFkB ¢ capaz de ativar uma grande variedade de
genes e, o complexo ativo é formado, por duas subunidades protéicas p50 e p65.
Embora, ambas subunidades sejam capazes de se associar ao DNA foi verificado um
efeito diferencial nas linhagens celulares analisadas. Também foi observado em algumas
células que ndo se encontram em estado proliferativo que a subunidade p65 encontra-se
associada no citoplasma a uma proteina inibitoria. A fosforilagdio dessa proteina

.....

ativagio da transcrigdo génica (NARAYANAN et al., 1993; LAROSA et al., 1994).

A partir dessas informagdes nos investigamos a possibilidade de que nas
células foliculares da tiredide humana haja um efeito diferencial das subunidades p50 e
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p65 em ativar a transcrigio génica, além da, existéncia de um mecanismo de regulacao
direta do proto-oncogene c-myc.

A analise do crescimento das linhagens ARO e FRO tratadas com
oligonucleotidios anti-sense especificos para as subunidades p50 e p65 do fator de
transcrigio NFxB revelou um efeito diferencial. O efeito foi especifico para a
subunidade p65, uma vez que, verificamos uma inibigdo de 50% do crescimento celular
apos tratamento com oligonucleotidios anti-sense especificos para a subunidade p65 e
nenhum efeito ap6s tratamento com oligonucleotidio anti-sense para a subunidade p50.

Os resultados obtidos a partir da taxa de incorporagdo de [’H]-timidina
confirmaram uma inibi¢io de 50%, uma vez que, a taxa de sintese de DNA apods o
tratamento das células com o oligonucleotidio anti-sense especifico para a subunidade
p65 diminuiu 50%. Nao observamos esse efeito nas células tratadas com
oligonucleotidio anti-sense especifico para a subunidade p50, nas células tratadas com
oligonucleotidios sense e nas ndo tratadas, indicando, mais uma vez, o efeito especifico
da subunidade p65.

A analise da expressdo do proto-oncogene c-nyc na linhagem celular ARO
tratada com o oligonucleotidio anti-sense especifico para a subunidade p6S, revelou
uma diminui¢cdo de 50% na quantidade de mRNA especifico para o proto-oncogene c-
mye. Indicando que o bloqueio da proteina p65 foi responsavel pela inibi¢ao da
transcrigdo do proto-oncogene c-myc. Esse efeito foi confirmado apés hibridizagdo do
mesmo filtro com a sonda que detecta seqiiéncias especificas para p65 pois, observamos
uma evidente inibi¢do no mENA correspondente. Por outro lado, a hibridizagdo do
filtro com a sonda de B-actina demonstrou que a diminuigdo observada no mRNA de
p65 e c-myc ndo eram decorrentes da quantidade do RNA total aplicado.

Outro fatore que suporta a hipotese da regulagdo da transcrigdo de c-myc
pelo fator de transcrigdio NFkB é, que, a atividade de NFkB depende da associagéo a
outra proteina. Esta proteina, de baixo peso molecular, foi denominada HMG
(THANOS & MANIATIS, 1992). A anilise das linhagens celulares, utilizadas neste
estudo, também revelaram tal correlagio entre expressio de HMGI, proteina da familia
HMG, e a manifestagio de um fenotipo altamente maligno. Também foi verificado, que
altos niveis de expressio de HMGI encontram-se fortemente correlacionados com o
desenvolvimento de um fenotipo altamente maligno nas células epiteliais derivadas de
tiredide de rato. (CHIAPETTA et al., submetido a publicagio).

Assim, podemos sugerir que NFkB ao se associar a HMGI € capaz de
ativar a transcricgio do proto-oncogene c-myc e, desta forma contribuir para a
transformagdo maligna das células foliculares da tiredide humana.
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1. Observamos uma correlagio entre a elevada expressio do
proto-oncogene c-myc e a manifestagio de um fenoétipo maligno nos tecidos e nas
linhagens celulares derivadas de carcinomas da tiredide humana.

2. Aumentos nos niveis de mRNA especifico para c-myc correspondem a
aumentos nos niveis da proteina c-Myc.

3. O oligonucleotidio anti-sense especifico para o mRNA do
proto-oncogene c-myc bloqueou, eficientemente, a sintese da proteina c-Myc.

4. A inibi¢3o da sintese da proteina c-Myc provocou uma diminui¢do nas
taxas de crescimento celular. além de, diferenciagdo nas linhagens celulares ARO e
FRO.

5. A supressdo das fungdes da proteina c-Myc resultou em uma inibigdo no
crescimento celular e induziu a diferenciagido da linhagem celuiar FRO.

6. As subunidades p65 e pS0 do fator de transcrigio NFkB apresentam um
efeito diferencial nas células foliculares da tiredide humana, sendo que, a subunidade
p65 mostrou ser especifica na ativagdo da transcrigdo génica.

7. A inibi¢do da subunidade p65 do fator de transcrigdo NFkB provocou
uma inibi¢do da transcri¢do do proto-oncogene c-myc.
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Apesar da existéncia de uma correlagdo entre a elevada expressdo de c-
myc e a indicagdo de um prognostico desfavoravel para individuos que desenvolveram
neoplasias da tiredide humana, o verdadeiro papel desempenhado por c-myc, nos
processos carcinogénicos da tiredide humana, permanece ainda desconhecido.
Analisamos a expressio de c-myc em sete linhagens de carcinomas da tiredide
humana, oriundas de diferentes tipos histologicos, além de varios tumores frescos da
tiredide. A analise comparativa, com uma linhagem celular de tireéide normal, revelou
que o nivel maior de expressdo de c-myc foi detectado na linhagem celular com o
maior grau de malignidade, bem como, em um dos carcinomas indiferenciados da
tiredide humana. O bloqueio da sintese da proteina ¢-MYC, pelo uso de
oligonucleotidios anti-sense especificos, reduziu significantemente a taxa de
crescimento das linhagens celulares estudadas. Também utilizamos plasmidios
construidos com formas mutadas de c-myc, denominados dominantes negativos, na
transfec¢do de algumas das linhagens celulares, para confirmar os resultados obtidos
com os oligonucleotidios anti-sense.

Mutagdes em um elemento de regulagdo interna, localizado dentro do
exon | de c-myc murino, impedem a indugdo da transcrigdo do gene c-myc mediada
por NFkB. Para verificar a possibilidade de que as subunidades do fator de
transcrigdo NFkB pudessem regular diferencialmente a expressdo do gene c-myc, nds
tratamos as linhagens celulares ARO e FRO com oligonucleotideos modificados
especificos para as subunidades p50 e p65. Verificamos uma inibigdo de 50% do
crescimento celular apos tratamento com oligonucleotideo anti-sense especifico para
a subunidade p65, bem como, uma diminui¢@o na expressao de c-myc.

Nossos resultados indicam que a super-expressio de c-myc tém um
importante papel na transformagao das células foliculares da tiredde humana, além de

sugerir que o fator de transcrigio NFxB encontra-se envolvido nos processos que
controlam a transcrigdo do gene c-myc.
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In despite of the suggestion that there is a correlation between an elevated
c-myc expression and an unfavourable prognosis of human thyroid neoplasias, the role
of c-myc overexpression in the process of thyroid carcinogenesis is still unknown. We
analised c-myc expression in seven human thyroid carcinomas cell lines, originating
from different histotypes and several fresh thyroid tumors. The comparative analysis
with cell line of the normal thyroid showed that the highest increase was detected in
the most malignant cell lines and in the undifferentiated human thyroid carcinomas.
The block of c-MYC protein synthesis with myc antisense oligonucleotides
significantly reduced the growth rate of the thyroid carcinoma cell lines. In addition,
enginered dominant negative mutations of nyc have been used to transfected some cell
lines in order to confirm these results with antisense oligonucleotides.

Mutation of the internal regulatory element within the context of the c-
myc exon 1 prevent NFkB to mediate the induction of the transcription in this gene.
To explore this possibility, that individuals subunits of NFkB can selectively activate
the gene expression of the c-myc in vitro, we treated the FRO and ARO cell lines with
phosphorothio antisense oligonucleotides to either pSO or p65. We have foun a 50%
inhibition growth after tretament with antisense oligonucleotide complementary to p65
subunit and moreover a decrease of the c-myc expression.

Our results indicate a crucial role for c-myc overexpression in the
transformation of the thyroid follicular cells. In addition, the data presented here both
confirm and extend the role of NFkB in c-nmyc gene transcription.
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